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RESUMO

BECK, Marimar Mayworm. Efeito da acupuntura nos niveis de cortisol e na variabilidade
do intervalo cardiaco de cdes submetidos ao exercicio incremental progressivo. 2016.
73f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria, Ciéncias Clinicas). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Humanos e animais sdo constantemente submetidos ao estresse, que € uma situacdo gerada
por um desafio ao qual um organismo é submetido. Apesar do exercicio fisico ser uma forma
poderosa e relativamente simples de tratamento e prevencdo de doencas, o exercicio agudo é
considerado uma ferramenta eficaz para estudar as respostas fisioldgicas ao estresse
metabdlico. Como outras formas de estresse, 0 exercicio agudo induz respostas
neuroendocrinas e autondmicas caracterizadas principalmente pela a ativacdo do eixo
hipotdlamo-hipdfise-adrenal e do sistema simpato adreno-medular. A acupuntura é uma
pratica milenar da Medicina Tradicional Chinesa, utilizada para reduzir as respostas de
estresse em humanos e animais. Desta forma, o estudo propde estudar o efeito da estimulagéo
aguda de pontos de acupuntura nas respostas fisioldgicas ao exercicio incremental progressivo
(EIP) em cdes de canil, através da analise da variabilidade do intervalo cardiaco (VIC), do
lactato e do cortisol sérico. Os procedimentos experimentais foram realizados em 16 cées,
sem raca definida, com idades entre 2 e 5 anos, pesando de 8 a 23 kg, clinicamente saudaveis,
com vacinas e vermifugacdo em dia e destreinados a esteira ergométrica. Os cées foram
submetidos a um periodo de adaptacdo a esteira que consistiu de 5 dias de treino consecutivos
de 20 min cada, com velocidades variaveis (maxima de 5 km/h) e 5% de inclinacéo. No dia do
experimento os animais foram divididos em dois grupos: controle (CTL, apenas submetidos
ao EIP, n=8) e acupuntura (tratados com acupuntura antes do EIP, n=8). No grupo ACUP
foram inseridas agulhas de acupuntura nos acupontos BP6, E36 e PC6 bilateralmente por
20min. O EIP consistiu de caminhada seguida de corrida de 5 km/h por 5 minutos, seguida de
aumento gradual de 0,5 km/h a cada 30 segundos, com inclinacdo de 5%, até o alcance da
exaustdo que foi considerada por meio de uma parada abrupta ou perda de coordenacdo
durante o exercicio. Para a andlise da VIC, os intervalos cardiacos foram registrados por
frequencimetro cardiaco (Polar), e o lactato e cortisol analisados através de espectofotdmetro, e
pela técnica de radioimunoensaio, respectivamente. O EIP foi capaz de aumentar
significativamente os niveis de lactato, a FC média, a razdo LF/HF e o LH e diminuir o HF
nos trés minutos finais do exercicio demonstrando uma maior ativacdo do componente
simpatico em relacdo ao parassimpatico. No entanto o EIP ndo foi capaz de induzir aumento
significativo do cortisol. Ndo foi detectada diferenca significativa entre 0os grupos acupuntura
e controle em nenhum dos parametros analisados. Concluimos que uma sessdo de acupuntura
imediatamente antes do EIP ndo foi capaz de alterar significativamente as respostas
autondmicas e enddcrinas induzidas pelo exercicio.

Palavras-chaves: estresse de exercicio, variabilidade do intervalo cardiaco, cortisol, lactato.



ABSTRACT

BECK, Marimar Mayworm. Effect of acupuncture in cortisol levels and variability of
cardiac interval of dogs submitted to progressive incremental exercise. 2016. 73f.
Dissertation (Master of Veterinary Medicine, Clinical Sciences). Veterinary Institute, Rural
Federal University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Man and animals are constantly subjected to stress, which is a situation caused by a challenge
to which a body is subjected. Despite the exercise be a powerful and relatively simple way of
treating and preventing diseases, acute exercise is considered an effective tool to study the
physiological responses to metabolic stress. Like other forms of stress, acute exercise induces
neuroendocrine and autonomic responses characterized mainly by activation of the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis and the sympathetic-adrenal system. Acupuncture is an
ancient practice of Traditional Chinese Medicine, used to reduce stress responses in humans
and animals. Therefore, the work suggests to study the effect of acute stimulation of
acupuncture points on the physiological responses to progressive incremental exercise (PIE)
in shelter dogs, by analysis of the variability of the cardiac interval (VIC), lactate and serum
cortisol. It is noteworthy that the PIE is an exercise stress test recognized worldwide, that has
been used in domestic animals and humans. The experimental procedures were performed in
16 dogs, mix breed, aged between 2 and 5 years, weighing 8-23 kg healthy with vaccinations
and deworming updated and untrained to the treadmill. The dogs were subjected to an
adaptation to the treadmil that consisted of 5 consecutive days of training 20 min each, with
variable speeds (maximum of 5 km / h) and 5% inclination. On the day of the experiment the
animals were divided into two groups: control (CTL only submitted to PIE) and acupuncture
(treated with acupuncture before PIE). In ACUP group acupuncture needles were inserted into
acupoints BP6, E36 and PC6 bilaterally for 20min. The PIE consisted in walking, followed by
running in 5 km / h for 5 minutes, then gradually increase 0.5 km / h every 30 seconds, with
inclination of 5%, until reaching exhaustion (abrupt stop or coordination loss during exercise).
For the analysis of VIC, cardiac intervals were recorded by cardiac frequency meter (Polar);
lactate and cortisol were analysed by spectrophotometer and radioimmunoassay, respectively.
The EIP was able to significantly increase lactate levels, average HR, LF / HF ratio and LH
and decrease the HF in the final three minutes of exercise demonstrating a greater activation
of the sympathetic component in relation to the parasympathetic. However PIE was not able
to induce significant increase of cortisol. No significant differences were detected between the
acupuncture and control groups in any of the parameters analysed. We conclude that an
acupuncture session immediately before the EIP was unable to significantly change the
autonomic and endocrine responses induced by exercise.

Keywords: exercise stress, variability of cardiac interval, cortisol, lactate.
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1 INTRODUCAO

Humanos e os animais sdo constantemente submetidos a situacdes de estresse no seu
cotidiano. A avaliacdo das respostas fisiolégicas € uma forma de estudar e compreender
melhor como o estresse e pode induzir disturbios comportamentais e fisicos, e entdo propor
estratégias de prevencao e tratamento.

Os estimulos indutores de estresse podem ser divididos em predominantemente
fisicos, como exemplo a hemorragia, o exercicio, baixas ou altas temperaturas, e psicoldgicos
como exemplo o estresse social, sonoro e por imobilizacéo.

Apesar de o exercicio ser uma forma muito poderosa e relativamente simples de
tratamento e prevencdo de diversas doencas, principalmente as doencas metabdlicas, bem
como o diabetes tipo 2 e obesidade, 0 exercicio agudo continua sendo considerado uma
ferramenta metodoldgica eficaz para estudar as respostas fisioldgicas ao estresse metabdlico.

O exercicio incremental progressivo (EIP) em esteira ergométrica € um método no
qual os animais correm inicialmente a uma velocidade constante e depois a velocidade e/ou a
inclinacdo da esteira sdo progressivamente aumentados até que o animal apresente
incoordenacdo ou cansago extenuante, indicando exaustéo.

A magnitude do estresse induzido pelo exercicio incremental pode ser avaliada através
da mensuracdo de parametros fisioldgicos, como a dosagem de cortisol, e analise da
variabilidade do intervalo cardiaco (VIC) que vem se mostrando um parametro importante e
ndo invasivo para avaliar o balango simpato-vagal em individuos submetidos a estimulos
potencialmente desafiadores.

A acupuntura tem sido usada para reduzir as respostas de estresse em seres humanos e
animais. O termo acupuntura é derivado dos radicais latinos "acus e pungere", que significam
agulha e puncdo, respectivamente. Essa técnica pretende tratar e curar doencas por aplicacdo
de estimulos na pele, com a insercéo de agulhas em pontos especificos.

Na medicina ocidental contemporanea, a acupuntura € considerada uma forma de
estimulagdo sensorial que ativa varios tipos de fibras nervosas aferentes que através da
medula e do bulbo mandam projecbes diversas estruturas encefalicas, acionando eventos
neurofisioldgicos que geram os resultados terapéuticos. Os estimulos gerados pela acupuntura
podem ativar 0s centros autonémicos e o0 eixo hipotalamo-hipose-adrenal (HHA) e, desse
modo, ajudar a manter homeostase e melhorar a eficiéncia de vérios sistemas do organismo.
Assim, a estimulacdo de acupontos pode modular as respostas induzidas pelo estresse no
sistema nervoso autbnomo e no eixo HHA.

Dessa forma, propomos um estudo do efeito da estimulacdo aguda de pontos de
acupuntura aplicados bilateralmente nos pontos BP6, E36 e PC6 na variabilidade do intervalo
cardiaco, nos niveis de cortisol e no limiar de lactato em cdes do Canil Dog’s Heaven
submetidos ao exercicio incremental progressivo.

1.2. Justificativa

Assim como outros tipos de estresse, 0 exercicio agudo pode induzir uma série de
respostas neuroendocrinas e autondmicas caracterizadas pela a ativacdo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HHA) e do sistema simpato-adreno-medular (SAM). Neste sentido, a
acupuntura tem sido usada para reduzir as respostas de estresse em humanos e animais, uma
vez que estimulos gerados pela acupuntura podem ativar 0s centros autonémicos e
neuroendocrinos e, desse modo, ajudar a manter homeostase e melhorar a eficiéncia de varios
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sistemas do organismo. Assim, a estimulacdo de acupontos pode evitar alteracdes induzidas
pelo estresse no sistema nervoso autbnomo e no eixo HHA.

Nos dias atuais, muitos cées participam de atividades fisicas como Agility, trabalhos de
busca, captura, pastoreio, dentre outras, tornando o assunto de grande importancia na
medicina veterinéria.

Isso posto, o presente estudo propde analisar o efeito da estimulagdo aguda de pontos
de acupuntura nas respostas fisioldgicas a um modelo bem caraterizado de estresse: o
exercicio incremental progressivo e, assim, utilizamos cées de abrigo para a mensuragéo da
variabilidade do intervalo cardiaco, cortisol e lactato, como marcadores de estresse.

1.3. Objetivos

1.3.1. Geral

Avaliar se a acupuntura pode alterar as respostas fisiologicas induzidas pelo exercicio
incremental progressivo (EIP) em cées.

1.3.2. Especifico

o Padronizar o teste de exercicio incremental progressivo (EIP) em cées de abrigo;

o Avaliar as alteracbes no perfil sérico de cortisol, de lactato e na variabilidade do
intervalo cardiaco induzidas pelo EIP em cées de abrigo; e

o Estudar o efeito de uma Unica estimulacdo dos pontos de acupuntura E36, PC6 e BP6,
usados bilateralmente para avaliar o perfil sérico de cortisol, de lactato e da variabilidade do
intervalo cardiaco em cdes submetidos ao estresse do exercicio incremental progressivo
(EIP).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Neurobiologia do Estresse

A nomenclatura “estresse” foi usada pela primeira vez, na area da salde, pelo
fisiologista canadense Hans Selye que averigou a condicdo de pessoas que sofriam de doencas
fisicas e reclamavam de alguns sintomas em comum como: falta de apetite, desdnimo, fadiga,
pressdo alta, dentre outros sintomas. No entanto, na época, as pesquisas médicas definiram o
estresse como “um desgaste geral do organismo” causado por alteracdes psicofisioldgicas
decorrentes de situacdes que excitam, amedrontam, confundem ou fazem intensamente felizes
as pessoas (FERREIRA, 2012).

Em 1936, Hans Selye definiu o estresse como uma situacao gerada por um desafio ao
qual um organismo € submetido. Foi o criador do termo estressor, para designar o agente
causador (estimulo) e manteve o termo estresse, para designar a condicdo gerada pelo
estimulo desafiador (FRANCI, 2005). A sentenca reporta ao significado do estado gerado pela
percepcao de estimulos que provocam algum tipo de excitacdo no organismo e, ao alterarem a
homeostase, desencadeiam um processo de adaptacdo que pode ser caracterizado pela
ativacdo do sistema nervoso simpatico (SNS) o qual produz diversas manifestacdes
sistémicas, fisiologicas e emocionais (MARGIS, 2003). O estresse sempre esteve presente
desde o inicio da evolucdo dos seres, porém, hoje, a intensidade dos estimulos € bem mais
acentuada e o organismo reage usando suas reservas energéticas (FERREIRA, 2012).

A resposta a um estimulo estressor € fundamental para homeostase de um ser vivo e
sua sobrevivéncia. Nas condi¢Oes de estresse, 0 organismo reage por meio da ativacdo e
desativacdo de mecanismos de controle de varias fungdes para recuperar e manter a
homeostase. Contudo, essas respostas podem ser insuficientes para restabelecer ou manter o
equilibrio ou podem ser exageradas, representando risco de doencas. Portanto, o estresse pode
ser definido como a soma de respostas fisicas e mentais causadas por determinados estimulos
externos e que permitem ao individuo superar determinadas exigéncias do meio-ambiente
(FRANCI, 2005). E o inicio da resposta pode ser causado por atividade fisica ou até mesmo
um estimulo psicolégico (KEELING; JENSEN, 2002).

As respostas fisioldgicas ao estresse envolvem uma combinagdo de sistemas bastante
eficientes e integrados que objetiva a manutencdo da integridade, mesmo nas circunstancias
de grande demanda do organismo (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

Em situacdes de estresse, ocorre a ativacao de duas principais vias: o0 eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HHA), por meio do aumento da produgdo de cortisol e o sistema nervoso
simpatico (SNS), através da liberacdo de catecolaminas (noradrenalina/adrenalina). Nessas
situacOes, dois eixos sdo ativados, tanto o sistema simpato-adrenomedular (SAM), que
promove aumento da secrecdo de catecolaminas e consequentemente excitacdo rapida do
sistema cardiovascular e leva a um aumento da frequéncia cardiaca e da pressédo arterial; e 0
eixo HHA, que gera aumento na produgéo de cortisol, e consequente mobilizacdo de energia
(ULRICH-LAI; HERMAN, 2009) (figura 1).
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Figura 1: Ativacao do SAM e do eixo HHA. (ULRICH-LAI & HERMAN, 2009).

A ativacdo do sistema simpato-adreno-medular e do eixo do hipotdlamo hipofise
adrenal sdo como sistemas primarios para a manutencdo e restabelecimento da homeostase. A
exposicdo ao estimulo estressor resulta em ativacdo do SAM que excita 0s neurbnios pré-
ganglionares simpaticos na coluna intermediolateral da medula espinhal toracolombar (T1 a
L2). Estes neurdnios, se projetam para ganglios pré e paravertebrais que irdo terminar em
6rgdos alvo e nas células cromafins da medula da adrenal. Esta ativacdo simpatica 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 que é
proveniente da glandula adrenal, e de noradrenalina proveniente dos terminais simpaticos, que
geram aumento da frequéncia cardiaca e da forca de contracdo do coracdo, além de
vasoconstricao periférica e mobilizacdo de energia. O sistema parassimpatico que também ¢
ativado durante o estresse, é representado através da ativacdo de ndcleos pré-ganglionares
cranios-sacrais que ao serem estimulados, excitam neurdnios dos nucleos pos-ganglionares
localizados préximos aos 6rgdos inervados, que, por conseguinte, geram o efeito oposto ao
sistema simpéatico. Para o eixo HHA, a exposicdo ao estressor ativa neurbnios
hipofisiotroficos no ndcleo paraventricular do hipotalamo (PVN) que secretam hormonios de
liberacdo, como o horménio liberador de corticotrofina (CRH) e vasopressina (AVP) na
circulacdo porta da eminéncia media da hipofise. Estes hormonios liberadores atuam na
hipofise anterior para promover a secre¢do de hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH) que
atua no cortex da adrenal (zona fasciculata) para iniciar a sintese e liberagcdo dos hormonios
glicocorticoides. Os glicocorticoides circulantes promovem a mobilizac&o de energia estocada
e potencializam numerosos efeitos simpaticos, como a vasoconstrigdo periférica. Além disso,
0 cortex da adrenal é diretamente inervado pelo sistema simpatico, que regula a liberacéo de
glicocorticéides. Entdo a ativacdo do sistema simpéatico e do eixo HHA tem acOes
complementares no organismo, incluindo a mobilizac&o de energia e a manutengéo da pressao
arterial durante o estresse (ULRICH-LAI & HERMAN, 2009) (figura 1).
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O horménio adrenocorticotrofico (ACTH) é sintetizado por células especializadas da
hipofise anterior. A ativacdo do eixo HHA por um contato com o estimulo estressor faz com
que o0 eixo seja excitado, o que estimula a hipdfise anterior para a liberacdo de ACTH na
corrente sanguinea para estimular o cortex da glandula adrenal na zona fasciculada e, assim
sintetizar os glicocorticoides por meio de esteroides derivados do colesterol. O glicocorticoide
ativo do eixo é o cortisol nos cées, gatos, equinos e humanos; ou a corticosterona nos passaros
e roedores (MORMEDE et al., 2006).

Esse hormonio final, do eixo HHA, interage com as células, através da ligacdo a dois
receptores: o receptor glicocorticoide (GR) e o receptor de mineralocorticéide (MR). O
receptor GR é encontrado na maioria dos tecidos do corpo, incluindo areas do encéfalo. No
rim e em outros tecidos a aldosterona liga-se ao MR durante a regulacdo da reabsorcdo de
sodio, mas 0 MR também esté presente no hipocampo, em que ocorre a ligacdo do cortisol. O
cortisol tem mais afinidade ao MR que ao GR e em baixos niveis ou em situacdes 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 HHA e o aparecimento de resposta ao
estresse. (DE KLOET et al., 1999).

A secrecdo de cortisol obedece a um padrdo de ritmo circadiano endégeno, como 0s
caes sdo animais diurnos, os niveis mais altos de glicocorticides acontecem pela manhd,
préximo ao despertar e niveis mais baixos a noite. (MOORE, 1999). As varia¢des circadianas
do cortisol podem ser afetadas por vérios fatores como exercicio, padrfes de sono, tipo de
atividade e ambientes estressantes (PELL; MC GREEVY, 1999).

As respostas adaptativas ao estresse fisico ou mental envolvem ajustes funcionais e
comportamentais que Sa0 essenciais para recuperar o equilibrio homeostatico. Os ajustes
funcionais envolvem mobilizacdo de reservas energéticas, redirecionamento e priorizacdo da
utilizacdo de energia, além de inibicdo ou estimulo de atividades de sistemas. O suprimento
maior de energia para 6rgdos priorizados é regulado, principalmente, pela liberacdo de
catecolaminas e glicocorticdides, que promovem o aumento da neoglicogénese e da
glicogendlise, inibicdo da captacdo de glicose, ativacao da prote6lise e lipdlise. Paralelamente,
ocorre inibicdo das funcGes digestivas, reprodutoras, imunes e de crescimento (CHROUSOS
etal., 1988).

As respostas primarias, que sao ativadas pelo SAM vao ocorrer quando 0 organismo
prepara-se rapidamente para o ataque ou defesa, e a adrenalina é excretada pela adrenal. O
suprimento de sangue é desviado para 0s masculos e, com isso, hd elevacdo do débito
cardiaco total e da redistribuicdo do sangue, aumentando a oferta de oxigénio e nutrientes para
as estruturas vitais. H& uma elevacdo da pressdo arterial, bronquiolos se dilatam e a respiracdo
torna-se mais rapida e profunda para remocdo do excesso de dioxido de carbono. Dessa
forma, ocorre uma diminuigdo de fungdes como digestéo e liberacdo de secregdes corporais,
além de haver uma liberacdo de qualquer excesso pela bexiga e intestino. As pupilas dilatam-
se e 0s sentidos (tato, visdo e audicao) ficam em estado de alerta (ROGERSON, 1997).

2.1.1. Cortisol

As glandulas adrenais s&o 6rgdos endocrinos bilateralmente simétricos localizados
proximos aos rins, 0s quais se situam na porcdo dorsal do abdome, proximo a juncédo
toracolombar. Em caes adultos medem de 2 a 3 cm de comprimento. Cada glandula é dividida
em duas areas separadas, a medula e a cortical, com producdo de diferentes tipos de
horménios. A cortical € composta por trés zonas: glomerular, fasciculada e reticulada. A zona
glomerular, a mais externa, é responsavel pela sintese e secrecdo de mineralocorticéides,
como a aldosterona. Tanto a zona fasciculada quanto a zona reticulada séo responsaveis pela
producio de cortisol (ROMAO, 2012).
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O cortisol e a insulina sdo horménios que tém um papel primordial na regulacdo do
metabolismo da glicose, e cuja concentracdo pode sofrer altera¢fes significativas durante o
exercicio, de modo a controlar o aporte energético que as células necessitam (ROVIRA et al.,
2008). O cortisol é considerado um dos maiores indicadores de estados fisiologicos em
resposta a situacdes que induzam estresse. Este hormonio esta envolvido na regulacdo de
reagdes inflamatorias que ocorrem durante o exercicio, desencadeia mecanismos anabolicos e
catabolicos, influencia o metabolismo dos hidratos de carbono, proteinas e lipidios
(HELTON, 2009).

O cortisol atua em quase todos os tecidos do organismo com funcdo de manter o
balango hidroeletrolitico, a pressdo sanguinea, alem de aumentar a sensibilidade vascular a
acao das catecolaminas. Também pode suprimir a resposta imune, estimula a eritrocitose e
possui efeitos catabdlicos sobre tecidos conjuntivos, musculares e 6sseos. Adicionalmente,
esta substancia estimula a neoglicogénese e aumenta o glicogénio hepatico e a glicemia
(ROMAO, 2012). Esta libertacio pode ser estimulada pelo exercicio haja vista que animais a
trote numa esteira manifestaram aumentos da concentracdo plasmatica de cortisol
(RAEKALLIO et al., 2005). O tipo de exercicio a que um animal estd sujeito parece
influenciar a liberacdo de cortisol, estando este hormonio mais dependente da duracdo do que
da intensidade do exercicio (ROVIRA et al., 2008).

Embora o cortisol seja usado como um indicador de estresse e da qualidade de vida,
suas caracteristicas ainda ndo sdo bem definidas em cdes domésticos, quando avaliadas no
cortisol salivar, por exemplo. A pesquisa da concentracdo do cortisol salivar pode ser
determinada através de uma referéncia em cdes domésticos que séo avaliados de acordo com
as caracteristicas, desenvolvimento e 0 modelo experimental. Este horménio é usado para
mensurar a atividade do eixo HHA e encontrado no plasma, saliva, fezes, urina e no cabelo de
diversas espécies (COBB, 2016).

De acordo com Cobb (2016), a concentracdo do cortisol salivar pode variar de 0 a
33,79 pg/dL, com mediana de 0,15 pg/dL e média de 0,45 pg/dL. Esses resultados sdo
importantes para novos estudos relacionados a este horménio além de mostrar que a
concentracdo do cortisol salivar de cdes domésticos tem caracteristicas individuais. De acordo
com o0 mesmo autor, cdes de abrigos ou de trabalho apresentam uma concentracdo de cortisol
salivar estimada em 5,33 pg/dL e cées de residéncias tem uma concentracdo estimada em 4,02
pg/dL.

2.2. Exercicio Agudo como Modelo de Estresse

Em definicdo, o exercicio fisico (EF), enquanto modelo mensuravel de inducdo de
estresse provoca alteracdes funcionais nos sistemas imunolégico, cardiorrespiratorio e sistema
musculoesquelético, como constataram os pesquisadores (BRENNER, 1999; HOFFMAN-
GOETZ, 1994; PYNE, 1998). Durante a atividade fisica, ocorre ativagéo inicial do sistema
nervoso simpatico (SNS), que estimula a producdo e a libertacdo de hormdnios e
neurotransmissores relacionados ao estresse (LEANDRO, 2002).

O sistema enddcrino integra e regula os sistemas corporais em estado de repouso e de
exercicio, portanto, os horménios produzidos nessas condi¢Oes, ativam 0s sistemas
enzimaticos, de maneira que possa alterar a permeabilidade das membranas celulares e
modificar o transporte através da membrana citoplasmética e alterar o ritmo da atividade
enzimética, e, assim, induzir a atividade secretdria, que contribui para a contracdo e 0
relaxamento dos musculos, e estimulando a sintese das proteinas e das gorduras, bem como a
capacidade do organismo de responder aos estresses fisico e fisioldgico (efeitos agudo e
cronico, respectivamente) (McARDLE, 2011).
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O exercicio fisico representa o estimulo estressante mais fisioldgico que existe, pois
submete o organismo a desafios temporarios na sua homeostasia, por conseguinte, quando o
esforco fisico torna-se sistematico e continuo é denominado treinamento, sendo que o maior
objetivo desse processo é provocar adaptacGes fisiologicas que aprimorem o desempenho
atlético (FERRAZ, 2010).

2.3. Modelos Experimentais de Exercicios em Veterinaria

De acordo com Berkman (2015) na medicina veterinaria, a espécie atlética mais
estudada € a equina, por serem os astros dos esportes de velocidade, saltos, adestramento,
enduro e outros. Por essa trajetoria, eles sdo indicadores dos estudos cientificos para a
fisiologia do exercicio. Essas pesquisas tém um delineamento para o incremento da
capacidade dos animais atletas.

Em se tratando da espécie canina, os modelos experimentais estudados por longos
periodos para exercicio, utilizaram como método de avaliacdo das respostas fisiologicas, a
administracdo de farmacos e procedimentos cirurgicos tal qual Corneille Heymans que
utilizou cdes para demonstrar o papel de quimiorreceptores periféricos na regulacdo
respiratoria, trabalho pelo qual recebeu seu Prémio Nobel em 1938 (BERKMAN, 2015).

As primeiras participacOes dos cdes como modelo experimental em pesquisas no
esporte, tiveram suas racas omitidas, contudo caes sem raca definida (SRD) foram largamente
utilizados como modelo e, subsequentemente, com a evolugdo dos esportes caninos, 0s
velocistas Greyhounds e cdes de trend ganharam notoriedade no estudo em fisiologia do
exercicio. Outros estudos foram delineados para racas especificas, como os Foxhounds,
Beagles, Pastores Australianos e Retrievers do Labrador, participantes de modalidades como
farejamento, pastoreio e busca, respectivamente. Estudos também foram realizados para
descrever respostas fisiologicas para determinadas atividades, como o Agility, bem como,
busca e resgate (BERKMAN, 2015).

2.4. Respostas Fisioldgicas no Modelo do Exercicio Agudo

O exercicio agudo promove respostas cardiovasculares que podem variar em funcao
do tipo, intensidade e duracdo do exercicio. Tomando por base o exercicio resistido executado
em alta intensidade, este possui seu componente estatico e provoca o aumento da resisténcia
vascular periférica. Ademais, a oclusdo do leito vascular promove o acimulo de metabdlitos
que ativam os quimiorreceptores musculares, estimulando o sistema nervoso simpatico na
liberacdo de catecolaminas. Por conseguinte, ocorre 0 aumento da frequéncia cardiaca (FC) e,
sobretudo, da pressdo arterial sistémica sistdlica (PASS) durante o esfor¢o, as quais sao
indicadores de estresse cardiaco (ASSUNCAO et al, 2007).

O inicio dos movimentos fisicos acontece por uma decisdo no cortex motor no cérebro
e simultaneamente existe uma ativagdo voluntaria dos movimentos por meio do sistema
muscular esquelético, pelo comando central que ativa o0 sistema nervoso simpatico e deprime
0 ramo parassimpatico. Essa série de reagdes coordenam o sistema cardiovascular associado a
respostas ventilatorias, que resultam em aumento do débito cardiaco para assim, estabelecer o
fornecimento de oxigénio por meio do fluxo sanguineo em dire¢do ao miocardio e musculos
esqueléticos (figura 2) (HEINONEN, 2013).
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Figura 2: Respostas fisiol6gicas ao exercicio agudo. Respostas fisioldgicas ao exercicio fisico agudo
desencadeadas a partir de estimulos cerebrais. Os principais ajustes fisioldégicos incluem o aumento da ventilagcdo
e funcdo do coracdo associados com substancialmente bombeamento do coracdo e diminui¢do da resisténcia
vascular periférica nos musculos. Isso facilita o fornecimento de oxigénio e nutrientes para os musculos, que
consomem grandes quantidades de oxigénio e nutrientes, especialmente quando a intensidade do exercicio
aumenta (HEINONEN, 2013).

Os musculos cardiaco e esquelético desempenham um papel central na determinagéo
do nivel de metabolismo do corpo inteiro, ndo s6 no repouso, mas principalmente durante o
exercicio. 1sso pode ser elucidado pelo fato desses tecidos receberem a quase totalidade (85 a
95%) da entrega de oxigénio e, portanto, o débito cardiaco durante o exercicio maximo.
Devido ao seu papel central no movimento do corpo, no bombeamento de substratos de
oxigénio e de energia para todos os tecidos, musculos esquelético e cardiaco também foram os
Orgaos mais intensamente investigados na fisiologia do exercicio (HEINONEN et al, 2013).

A distribuicdo do fluxo sanguineo dentro e entre os musculos esqueléticos ativos tém
importancia para o consumo de oxigénio localmente nesse musculo, além de desempenhar um
papel na captacdo de substrato energético com as necessidades metabdlicas locais
(HEINONEN et al, 2012). Assim, embora a absorcao de glicose seja aumentada em resposta
ao exercicio a sua absorcao regional, ndo se correlaciona com a perfusdo muscular local
(LAAKSONEN et al, 2013). Isso é particularmente verdadeiro com exercicios de baixa
intensidade, em que a captacao regional dos &cidos graxos livres correlaciona-se fortemente
com a perfusdo muscular local (LAKSONEN, 2013; HANUKAINEN, 2006). A interacdo
entre a captacdo de glicose e perfusdo muscular local melhora quando a intensidade do
exercicio aumenta e atinge niveis de captacdo mais elevados na resisténcia e, assim, pode
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executar niveis mais elevados. A captacdo de glicose no miocardio aumenta apenas até de
intensidade moderada (HEINONEN, 2013).

2.5. Exercicio Incremental Progressivo

O exercicio incremental progressivo em esteira ergométrica € um teste no qual os
animais correm inicialmente a uma velocidade constante e depois a velocidade e/ou a
inclinacdo da esteira sdo progressivamente aumentados até que o animal apresente
incoordenacdo ou cansaco extenuante, indicando exaustdo. O exercicio produz respostas
fisioldgicas no organimo em decorréncia do estresse e do esforgo fisico.

Os testes de condigdo fisica sdo usados ha décadas tanto no desporto e na medicina
humana quanto no desporto animal e na medicina veterinaria. Estes testes foram utilizados em
1923, por Hill e Lupton, com o objetivo de prever o volume maximo de oxigénio (VO2max)
consumido pelos atletas enquanto valor preditivo tanto de saude quanto de desempenho
(WADDOUPS, WAGNER, FALLON & HEATH, 2008). Na medicina humana, os testes de
esforco sdo também usados, por exemplo, em pacientes com insuficiéncia cardiaca, de modo a
caracterizar tanto o grau de insuficiéncia quanto para verificar a eficacia da terapéutica
instituida (KITTLESON, JOHNSON & PION, 1996).

No desporto animal, durantes as décadas de 1960 e 1970 e antes da disponibilidade
geral das esteiras ergométricas de alta velocidade em centros de investigacdo, os estudos de
campo eram conduzidos com equinos. Com a evolucdo dos testes, foi possivel estabelecer
relacBes entre diferentes parametros como a frequéncia cardiaca e o nimero de passadas na
esteira (EVANS, 2008).

Embora os equinos tenham sido os primeiros animais a serem estudados, os testes
estenderam-se a outras espécies, dentre as quais a canina. O estudo da fisiologia de animais
sujeitos a exercicios fisicos tornou-se bastante estudado, seja em trabalho, como os cées de
trend ou cées de policia ou animais que participam em competi¢cdes desportivas. Por exemplo,
os estudos de McKenzie et al. (2007) verificaram quais as alteracfes séricas em cdes e trend
do Alasca durante 5 dias consecutivos de exercicio intenso prolongado, no entanto, a sua
utilidade ndo se resume a préatica desportiva ou ao trabalho fisico, os testes de esforco podem
ser utilizados no campo da medicina veterinaria enquanto auxiliares ao diagnostico de
insuficiéncia cardiaca congestiva (KITTLESON et al. 1996).

O recurso para o testes de esforco em meio laboratorial, em particular com o uso de
esteira ergomeétrica, apresenta um conjunto de vantagens importantes face aos testes em meio
aberto, ou seja, testes com diferentes etapas que envolvem séries de exercicios com
intensidade progressiva e distancia conhecida, podendo apresentar intervalos para repouso ou
serem continuos. Uma das vantagens é a possibilidade de controle do ambiente fisico, o
desenho preciso do protocolo, a velocidade atingida e a duracdo de cada etapa sdo facilmente
repetiveis e 0 acesso aos animais para realizar as operagdes como colheitas de sangue ou
proceder a um eletrocardiograma (EVANS, 2008 E FERASIN & MARCORA, 2009).

Estes testes também apresentam um conjunto de desvantagens, ou seja, com relacdo a
disponibilidade ou ndo de instrumentos como a esteira, e além disso, alguns autores
documentam a necessidade de adaptacdo dos animais ao equipamento (KITTLESON ET AL.
1996). Isso pode constituir uma limitacdo importante, especialmente quando se trabalha com
um intervalo de tempo limitado. Outros autores, como Ferasin e Marcora (2009) verificaram
gue todos os animais se adaptaram bem a esteira quando conduzidos pelos donos, que
permitem o incentivo aos seus animais. N&o obstante, os mesmos autores referem-se ao efeito
da aprendizagem que deve ser considerado. Tal observacdo feita por Ferasin e Marcora
(2009), deriva da constatacdo de que, com o decorrer do teste, a frequéncia cardiaca desce
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guando um animal é sujeito ao mesmo esforco, possivelmente devido a uma diminuicdo da
ansiedade ou a um aumento da eficiéncia nos seus movimentos.

Nesse sentido, foram elaborados diferentes protocolos tendo em vista diferentes
objetivos. Os testes de esforco em meio laboratorial ocorrem com exercicios em series
intervaladas e de intensidades crescentes, podendo variar as condicdes em cada uma delas.
Por exemplo, estudos em que os animais foram sujeitos a inclinagbes de 16% a uma
velocidade de 1, 2 e 3 milhas por hora e 22 ou 26% a 3 milhas por hora, constituindo assim
um protocolo com 5 etapas para avaliar cdes com insuficiéncia cardiaca (KITTLESON ET
AL. 1996). Em outro estudo, os cées sdo sujeitos a inclina¢des de 5 ou 15% a velocidades de
6, 7, 8, 9 ou 10 milhas por hora, num tempo maximo de 30 minutos (FERASIN &
MARCORA, 2009).

2.5.1. Lactato

O termo "limiar aerdbico” foi proposto por Wasserman, Mcllory (1964) para
identificar a intensidade do esforco em que existe 0 aumento da concentracdo de lactato de
cargas progressivas (COELHO, 2007). O acumulo de lactato no sangue reflete um aumento
do metabolismo anaerdbio e/ou uma diminuicdo nos mecanismos responsaveis pela remocao
do lactato, ocasionando a perda do equilibrio no organismo (CAPUTO et al., 2009).

A producdo de lactato ocorre internamente no mausculo esquelético e pode ser
mensurada através de suas concentragdes plasmaticas avaliadas durante o exercicio,
fornecendo informaces precisas acerca da demanda energética para execucdo do mesmo,
implicando na utilizagdo desse pardmetro como uma ferramenta na prescrigéo e obtencéo de
treinamento (PYNE et al., 2001)

As concentracfes circulantes de lactato sdo proporcionais a intensidade do exercicio
fisico realizado, sendo que, ap6s o encontro do limiar anaerdbio ou limiar de lactato, as
concentragOes de lactato elevam-se rapidamente, resultado de uma maior participagéo da via
anaerGbia. A ativacdo exagerada da via metabélica anaerébia gera como consequéncia,
alteracOes sistémicas e locais causadas pelo aumento da concentragdo de lactato sanguineo,
prejudicando a continuidade do exercicio fisico, sendo entdo, um fator limitante na realizacéo
da atividade fisica. Dessa maneira, a realizacdo de exercicios progressivos maximos até a
exaustdo, utilizando incrementos constantes de esforco, torna-se respeitavel a andlise do
comportamento do lactato sanguineo, possibilitando apontar a fase em que ocorre a
descompensacdo entre producdo e remocao do lactato (TEIXEIRA, 2010).

Diante disso, a realizacdo do teste progressivo maximo até a exaustdo identifica o
ponto em que ocorre alteracdo no comportamento metabdlico, devido ao fato do limiar
anaerobio ser um importante indicador da capacidade de realizacdo de exercicios de
resisténcia (PILIS et al., 1993).

Em cdes a quantificacdo da concentracdo do lactato plasmatico ou sanguineo € um
instrumento clinico importante, especialmente para o prognostico de pacientes criticos que
apresentam hipoperfusao tecidual sistémica. Esse biomarcador foi relacionado a aplicacdo da
concentracdo de lactato, na avaliacdo fisiologica da resisténcia durante a pratica de exercicio
fisico, sendo considerada uma variavel para avaliacdo do efeito do exercicio em caes, ratos,
humanos e equinos (BERCKMAN, 2015).

Proscurshim e colaboradores (1989) descreveram que cédes submetidos ao treinamento
aerobico tém valores médios para a concentracdo de lactato de 2,12 + 0,44mmoll/l,
observaram também, que a laténcia para obter a maxima concentracdo de lactato durante a
recuperacdo do exercicio, foi maior para cdes ndo-treinados (7,8 minutos) do que para 0s
treinados durante um ou dois meses, respectivamente, 3,0 e 1,5 minutos. Em repouso, caes
normais apresentam concentragdes venosas de 0,6 £ 0,15 mmol/I.
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Em estudos realizados por diferentes autores, Berckman (2015), fez um apanhado das
concentragcOes de lactato em relagdo a velocidades percorridas em exercicios. Por exemplo,
ao final de uma corrida, os cées Greyhounds podem atingir até 18 m/s a uma distancia de 800
m, sendo esta modalidade considerada de intensidade méxima que provoca alteracdes
hematoldgicas, bioguimicas e do equilibrio acido-base. Essas alteracdes sdo evidenciadas
principalmente pelo hematocrito, que atinge 64% da concentragdo de lactato de 28,9 mmol/l e
pH venoso de 6,997.

Para atividades que exigem velocidades menores como praticada por cées da raca
Retrievers Labradores, ocorrem elevacdes moderadas da concentracdo de lactato, atingindo
3,1 mmol/l. Em ces que praticam Agillity, a concentracdo de lactato é de 4,5 mmol/l, quando
praticam exercicio em esteira ergométrica, a uma intensidade subméxima de esforco, a 2 m/s,
cdes da raca Beagle atingiram a concentracdo de lactato de 2,47 mmol/l (BERCKMAN,
2015). Segundo Alves (2013), o limite do lactato serve para mensurar a capacidade fisica com
os efeitos individuais de cada animal, o limite serda maior para os que chegarem a estagios
mais avangcados em animais mais aptos.

2.5.2. Resposta Autondmica Cardiaca

O Nodo Sinoatrial (NS) é responsavel pelo inicio dos batimentos cardiacos, possui a
maior frequéncia de disparo no coracdo, estimulando outras areas cardiacas, como € o caso do
nodo atrioventricular. Quando ndo ocorre nenhuma influéncia neural ou hormonal, a
frequéncia cardiaca permanece constante e equivale a frequéncia de disparos promovida pelo
NS (STAUSS, 2003; STRAUSS, 2007). Em condicGes de repouso, tanto o sistema nervoso
simpatico (SNS) como o parassimpatico (SNP) sdo ativados e regulam a atividade cardiaca,
porém com a predominancia da regulacdo vagal. Em humanos, a ativagao vagal gera resposta
rapida na FC onde o NS responde ao estimulo em no maximo cinco segundos, diminuindo a
FC. No caso da ativacdo simpatica, a resposta ocorre de modo mais lento e aumenta
progressivamente, assim a aumentando a FC (HAINSWORTH, 1995). Ainda assim, os dois
ramos do sistema nervoso autbnomo (SNA) possuem a habilidade de atuar de forma
simultanea ou independente um do outro, na regulacdo da atividade cardiaca. Portanto, a
elevacdo da atividade vagal ndo resulta instantaneamente na reducdo da simpatica e vice-versa
(VON BORELL et al., 2007) (figura 3).
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Figura 3: Efeito do sistema nervoso autdnomo sobre a atividade cardiaca. Em A, inervagdo autondmica do
coracdo e locais de atuacdo da noradrenalina (NA) e da acetilcolina (ACh) no coragdo. Em B, mecanismos
intracelulares envolvidos com a estimulacdo simpatica e parassimpéatica no cora¢do. (CURI & PROCOPIO,
2009).

As fibras nervosas simpaticas sdo responsaveis pela descarga de noradrenalina (NA)
nos nodos, nos atrios e nos ventriculos, quando o SNS ¢é ativado. A noradrenalina e a
adrenalina (liberada pela medula adrenal), estimulam os receptores Pl adrenérgicos do
coragdo que, por intermédio de proteinas G excitatorias (Gs), ativam a enzima adenilato
ciclase (AC) para produzir monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). O aumento da
concentracdo intracelular AMPc leva a ativacdo da proteina quinase (PKA) dependente de
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AMPc, que aumenta as correntes de canais ionicos (Ca*™ e Na*), acelerando a velocidade de
despolarizacéo celular e resulta em aumento da frequéncia de disparo de potenciais de agéo
das células do NS, que leva ao aumento da frequéncia cardiaca (a diminuicdo do AMPc
intracelular reduz a atividade da PKA). As fibras nervosas parassimpéticas dos nervos vagos
inervam o NS e o nodo Atrio-ventricular (NA) e também o miocérdio atrial. A estimulacio
vagal libera acetilcolina (ACh), que ativa receptores M2, acoplados a uma proteina G
inibitdria (Gi), que tem como funcéo inibir a sintese de AMPc. Ademais, a ACh ativa uma
corrente de efluxo de K™ que gera uma hiperpolarizagdo da membrana, levando ao aumento
do limiar de ativacdo do potencial de acdo sinusal. Esses efeitos reduzem a frequéncia de
disparo de potenciais de agdo das células sinusais, reduzindo a frequéncia cardiaca (CURI &
PROCOPIO, 2009).

As diferencas observadas em relagdo ao tempo de resposta da ativacdo simpética e
parassimpatica podem ser em parte, pela liberacdo lenta de noradrenalina pelos terminais
nervosos simpaticos, assim podem ocorrer diferencas anatémicas entre 0s ramos do sistema
nervoso autbnomo, como é o caso dos corpos celulares pré-ganglionares (CCP) do sistema
nervoso periférico (SNP) que estdo localizados dentro do coracdo, enquanto os CCP da
inervacdo simpatica estdo localizados comparativamente isolados, no ganglio paravertebral
(VON BORELL et al., 2007).

Como exemplo de uma resposta autonémica cardiaca, no decorrer de um treino de
exercicio subméximo, as variacbes da frequéncia cardiaca parecem refletir em uma
diminuicdo da modelacdo vagal e um aumento da influéncia do sistema nervoso simpatico,
em individuos humanos saudaveis. Ou seja, a acdo do sistema nervoso simpatico durante o
exercicio envolve um conjunto de agfes: como a antecipacdo do esforco, ou melhor, o
feedback a partir dos mecanorreceptores musculares e a regulacdo dos diferentes
baroreceptores sisttmicos.  Contudo, as fibras nervosas do sistema parassimpatico tém um
efeito oposto estando, no entanto restritos ao nddulo sinoatrial e aos atrios, assim, a sua
atuacdo causa uma reducdo da frequéncia cardiaca, da forca de contracdo e da conducdo dos
impulsos através do nodulo atrioventricular (ALVES, 2012).

2.5.3. Variabilidade do Intervalo Cardiaco

O melhor termo para descrever a variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) é
variabilidade do intervalo cardiaco (VIC) e podemos caracteriza-la por intervalos de tempo
irregulares entre os batimentos cardiacos consecutivos. Essa variabilidade ocorre devido a
oscilagdo ritmica dos componentes regulatorios da atividade cardiaca. Esses componentes s&o
responsaveis pela manutencdo da homeostase cardiovascular e por determinar respostas a desafios
(VON BORELL et al., 2007). As variagdes da frequéncia cardiaca devem-se principalmente as
mudancas na atuacdo simpatica e parassimpatica sobre o nédulo sinoatrial e sua quantificacéo
reflete a modulacdo autonémica sobre o coragdo. Desse modo, as medidas da VIC vém sendo
amplamente utilizadas como ferramenta ndo invasiva para investigacdo da modulacdo
autondmica sobre o nodulo sinoatrial (FIGUEREDO, MARTINS, 2011). Com a VIC observa-
se as flutuagdes que ocorrem durante curtos e longos periodos de tempo (ROQUE, 2009),
desta forma tem sido considerada uma medida empregada para avaliar a regulacédo
autondmica da atividade cardiaca e consequentemente medir o estresse e o bem-estar de
animais em diversas circunstancias (VON BORELL et al., 2007).

Para analise da VIC, podem ser utilizados indices obtidos por meio de métodos lineares no
dominio do tempo e da frequéncia. No dominio do tempo em milissegundos (ms), mede-se cada
intervalo RR durante um determinado espaco de tempo e, com base em métodos estatisticos ou
geométricos, como: média, desvio padrdo e indices derivados do histograma ou do mapa de
coordenadas cartesianas dos intervalos RR, calculam-se os indices tradutores de flutuagdes na
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duracdo dos ciclos cardiacos (HOSHI, 2009). Para os dominios de frequéncia sdo utilizados para
mensurar as principais flutuacdes ritmicas que caracterizam, inclusive em estado de repouso, a
série cronologica dos intervalos cardiacos RR. Dessa forma, pode-se mensurar a atividade do
SNA (SONG et al., 2006; MARQUES et al., 2010). Os dados séo obtidos através da gravacdo dos
intervalos entre batimentos cardiacos, feitos por frequencimetros capazes de detectar em
milissegundos o tempo entre os batimentos e armazena-los (LOMBARDI, 1997; VON BORELL
etal., 2007).

A técnica utilizada com esse objetivo é chamada de anélise espectral e consiste no uso
de algoritmos matematicos, como € o caso da Transformada Rapida de Fourier (FFT), para
obter diagramas dimensionais. Em um gréfico, sdo dispostos os componentes oscilatérios de
frequéncia da VIC no eixo X e a amplitude dos componentes oscilatérios no eixo Y.
Utilizando-se esse procedimento é plausivel produzir a forca espectral, uma medida para a
amplitude, das frequéncias baixas e altas da VIC. Sendo assim, a VIC contém dois
componentes de frequéncia principais que sdo divididos através da analise espectral.

1. Frequéncia baixa (LF) que € o componente caracterizado pelo espectro de 0,04 a
0,15Hz; e
2. Frequéncia alta (HF) que esta situada na faixa de 0,15 a 0,4 Hz na anélise espectral

(KAWASE et al., 2002; VON BORELL et al., 2007; PICCIRILLO et al., 2009).

Um grafico é confeccionado quando os intervalos cardiacos IRR sdo dispostos em uma
escala de tempo, e as oscilacbes que sdo formadas no grafico, é o resultado da acdo dos
diferentes componentes regulatdrios dos pulsos cardiacos, onde a atividade ritmica resultante
da ativacdo parassimpatica exibe frequéncias 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 VIC. Variabilidade do intervalo cardiaco em um individuo jovem durante o
repouso e quando em movimento. A série temporal de intervalos RR esta disposta nos graficos do topo. Os
gréaficos centrais ilustram a presenca de dois componentes (representada pela area) (MALLIANI, 1997).

Os valores dos componentes frequenciais modificam entre as espécies e 0s valores
citados, sdo utilizados em humanos e vem sendo utilizados, também, em estudos em cées. A
partir dos valores obtidos de LF e HF, calcula-se a razdo entre os dois componentes de
frequéncia e, assim, pode-se acessar 0 balanco entre a atividade simpética e parassimpatica
(PAGANI et al., 1986; LOMBARDI et al.,1996; MALLIANI et al., 1997; VON BORELL et
al., 2007; HARADA et al., 2005).
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2.6. Acupuntura

2.6.1. Acupuntura na Medicina Tradicional Chinesa

A acupuntura é uma técnica terapéutica da Medicina Tradicional Chinesa (MTC), que
nas Ultimas décadas veio ganhando reconhecimento no ocidente. Seu papel é importante na
civilizacdo chinesa desde os tempos antigos, quando os chineses além de utilizarem esse
tratamento em humanos, também a praticava em seus animais, inicialmente em cavalos, que
eram essenciais para a agricultura e para a guerra (TORRO, 1997).

A palavra acupuntura ¢ derivada dos radicais latinos “acus” e “pungere”, que
significam agulha e puncionar, respectivamente. Tem como técnica a insercéo de agulhas em
pontos especificos da pele, com propositos terapéuticos. Os locais ou regiGes anatdmicas onde
se realizam as pungdes com agulhas s3o conhecidos como “pontos de acupuntura” ou
“acupontos”. (WEN, 1989; JAGGAR, 1992; SCHOEN, 2006). Tem sido usada na atualidade
para o tratamento de dores cronicas e agudas de diversas origens e tem indicagdo como
tratamento de dores musculoesqueléticas e a promocéo e normaliza¢do da homeostasia (Luna,
2005), e também para o tratamento do estresse (TIRGOVISTE, 1975; YAMAMURA, 1993).

Pela visdo da MTC, a energia flui através do organismo ao longo dos canais
especificos ou meridianos. Esses meridianos fazem a comunicacdo entre Orgdos e
extremidades, portanto é através deles que as funcdes fisioldgicas do organismo sdo reguladas
e o equilibrio ¢ mantido. Ao longo de cada meridiano existem pontos especificos em que as
agulhas sdo inseridas (MACIOCIA, 1996).

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

2.6.2. Mecanismos Fisioldgicos da Acupuntura

A acupuntura trata-se de uma terapia reflexa na qual o estimulo nociceptivo dado ao
ponto desencadeia respostas em outras areas do organismo (SCOGNAMILLO-SZABOI,
2010). O ponto de acupuntura pode ser estimulado além das agulhas, por acupressdo,
moxabustdo, laserpuntura, aquapuntura e eletroacupuntura, dentre outras técnicas. De modo
que a escolha dos pontos seja feita de acordo com o trajeto do meridiano e a distribuicdo da
inervacao que atravessa a area do estimulo doloroso (TAFFAREL e FREITAS, 2009).

A acupuntura estimula as fibras sensitivas do sistema nervoso periférico (SNP)
fazendo com que ocorra uma transmissdo elétrica de vias neuronais para produzir alteracées
no sistema nervoso central (PIRES 2010; PELLEGRINOTTI, 2004).

Segundo Schoen (2006), o modelo basico de analgesia por acupuntura atua da seguinte
forma: existe uma estimulagdo nos pontos de acupuntura, que ativa as fibras nervosas de
pequeno diametro, dentro dos nervos periféricos, os quais fazem sinapses no corno dorsal da
medula espinhal e, assim, ativam trés regides do SNC (medula espinhal, tronco cerebral e
hipotalamo-hipofise), essas areas estimuladas liberam neurotransmissores que vao inibir a
mensagem de dor. Nos trajetos ascendentes, os axdnios fazem sinapses dentro dos nucleos da
formacgédo reticular medular. Esses impulsos sdo transmitidos a substancia cinzenta
periaquedutal (SCP) e ao talamo, regides que possuem altas concentragdes de opidides
enddgenos e/ou receptores de opiaceos. Os impulsos descendentes da medula espinhal inibem
a transmissdo espinhal dos aferentes de dor. As endorfinas funcionam como os mediadores de
analgesia por acupuntura.
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Na medicina ocidental contemporanea, acupuntura é considerada uma forma de
estimulagdo sensorial que afeta vérias classes de fibras nervosas aferentes que mandam
projecOes para medula espinal e para centros superiores no encéfalo, acionando eventos
neurofisiologicos que geram os resultados terapéuticos (SOLIGO et al., 2013). Os estimulos
gerados pela acupuntura podem ativar 0s centros autondmicos e o eixo hipotdlamo-hipose-
adrenal (HHA) e, desse modo, ajudar a manter homeostase e melhorar a eficiéncia de varios
sistemas do organismo (LI et al., 2013). Assim, a estimulacdo de acupontos pode evitar
alteracdes induzidas pelo estresse no sistema nervoso autonomo (Li et al., 2013) e no eixo
HHA (ESHKEVARI et al., 2012, ESHKEVARI et al., 2013; YANG et al., 2002). Estudos
recentes do grupo de pesquisa da UFRRJ, mostraram que a acupuntura pode reduzir o balango
simpato-vagal em cdes da raca Beagles submetidos ao estresse sonoro agudo
(MACCARIELO, 2012) e em cavalos submetidos a um teste de sobressalto (VILLAS-BOAS,
2015).

A acupuntura tem sido usada para reduzir as respostas de estresse em humanos e nos
animais (ESHKEVARI et al., 2013). Em estudos de Villas-Boas (2015), foi testado a resposta
da acupuntura em mudancas na resposta comportamental, variabilidade do intervalo cardiaco
e 0s niveis de cortisol em cavalos.

2.6.3. Efeito da Acupuntura no Estresse e no Exercicio

Estudos evidenciaram os efeitos da acupuntura no estresse, como a ag¢do inibitoria da
eletroestimulacdo do ponto E36 sobre a hipersecrecdo de corticosterona induzidos pelo
estresse de imobilizacdo em coelhos (LIAO, 1979). Em individuos saudaveis, a acupuntura no
mesmo ponto, significativamente reduz as elevagdes na pressdo arterial induzida pelo estresse
(MIDDLEKAUFFET al., 2001). A eletroacupuntura nos pontos PC6 e C3 reduziu os niveis
de adrenalina e noradrenalina, a frequéncia cardiaca e a pressdo arterial em ratos submetidos
ao estresse de imobilizacdo (YANG et al., 2002).

O efeito da acupuntura nos acupontos BP6, E36, VC17, PC6 e VG20 durante um
periodo de imobilizacdo de 60 minutos em ratos Wistar, utilizando como parametros
cardiovasculares a pressdo arterial, a frequéncia cardiaca e analise de comportamento,
sugerindo que a acupuntura aplicada durante o estresse agudo por contencdo atenua alguns
comportamentos envolvidos na reacdo de luta ou fuga caracteristica do estresse, de maneira
independente dos parametros cardiovasculares avaliados (GUIMARAES et al, 1997). Santos
(2008) em seu estudo constatou a eficacia da acupuntura na melhoria da performance de
corrida em atletas de handebol, utilizando os pontos B58, E36, VB30, P1, B17, TA15. A
melhora teve média de 5,72% no tempo final durante os 100 metros rasos e foi
estatisticamente significante.

A acupuntura vem destacando-se no cenario desportivo com a finalidade de melhorar
0 desempenho de atletas, porem seus beneficios ndo sdo totalmente esclarecidos nesse
contexto, mas sabe-se que proporciona beneficios fisicos, mental e de equilibrio orgénico aos
praticantes de exercicios. Para o tratamento, sdo sugeridos pontos especificos para melhorar o
desempenho fisico, esportivo e a plasticidade muscular (PIRES 2010; PELLEGRINOTTI,
2004).

Segundo Belmiro e colaboradores (2013), existem poucos estudos experimentais com
acupuntura na melhora do rendimento fisico. Talvez devido a escassa atencdo cientifica, tenha
sido direcionada para o estudo dos efeitos da acupuntura nas respostas fisioldgicas ao
exercicio. Em contrapartida, tem sido aproveitada por atletas, profissionais e amadores para
promover bem-estar fisico, para o alcance de um nivel mais alto de performance competitiva e
para um melhor treinamento.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Local de Execucéo do Trabalho Experimental

Os procedimentos experimentais foram realizados no canil Dogs Heaven, entidade
filantropica, no Distrito de Secretario, Municipio de Petrdpolis, Estado do Rio de Janeiro
(figura 5). O canil possui 180 animais acomodados em baias de 15 a 25 m?, contendo de 2 a 5
animais por baia. Todos os procedimentos estdo de acordo com os preceitos da lei de bem-
estar animal, Instrucdo Normativa n° 56 de 2008, sendo o0 presente experimento aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), da UFRRJ, Instituto de Veterinaria (IV),
sob 0 numero: 9190190216 (anexo 1).

Figura 5: Canil Dog's Heaven, Secretario, Petropolis, RJ. Foto: acervo pessoal, 2016.

3.2. Animais

Foram selecionados 16 cées, 8 machos e 8 fémeas. Os critérios de sele¢do dos animais
foram temperamento sociavel, peso entre 8 a 23 kg, com idades entre 2 e 5 anos, apresentando
altura de cernelha de 42 a 66 cm, clinicamente saudaveis e com caracteristicas de exames
laboratoriais normais, vacinacdo e vermifugacdo em dia. Todos os cdes eram destreinados a
esteira ergométrica e ndo conviviam entre si. Os animais passaram por um exame clinico que
consistiu em inspecdo, palpacdo, auscultacdo, termometria retal e um exame ortopédico para
descartar doengas concomitantes. Os critérios de exclusdo foram animais arredios, agressivos,
doentes e com alteracOes ortopédicas.

A altura dos animais foi medida através da cernelha, que foi verificada da ponta da
escapula esquerda ao primeiro dedo através de uma fita métrica, essa avaliacdo foi realizada
com o proposito de selecionar animais do mesmo tamanho para deixar 0s grupos mais
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homogéneos. Outras consideracfes importantes foram com relacdo as avaliagdes da rotina do
cdo e observacao de aspectos comportamentais como: medo, atencdo, coordenagédo na esteira,
andar na guia e agitacdo, além de confirmar a auséncia de problemas locomotores como
claudicacéo.

Os animais foram submetidos a adaptacdo a esteira e a0 ambiente experimental, e
posteriormente divididos em grupos controle (CTL) e acupuntura (ACUP) de modo aleatorio.
A adaptacdo comecou no mesmo dia da selecdo dos animais e inicialmente foram colocados
sob a esteira desligada; em seguida submetidos a um treino de 3 a 5 minutos em velocidade
baixa (1km/h) para observacdo da marcha na esteira. Os treinos iniciaram no dia seguinte.
Né&o houve mudanca na rotina, nem no manejo nas atividades dos animais (figura 6).

Figura 6: Selecdo dos animais. O animal em estacdo posicionado para a avaliacdo. Foto: acervo pessoal, 2016.
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3.3. Consideracoes Eticas

A participacdo no estudo ocorreu somente com a autorizagcdo do proprietario do canil
mediante termo de consentimento em que se garantia plena liberdade para interromper quando
desejado (anexo 2). Ndo houve riscos a saude fisica ou mental dos animais que participaram
do projeto.

3.4. Protocolo Experimental

O protocolo experimental foi realizado em 12 dias, sendo 1 dia para avaliacdo e
selecdo; 5 dias para treino na esteira ergométrica; 2 dias de descanso, e ap6s o treino, 5 dias
para o exercicio incremental progressivo. No EIP, quatro animais foram testados por dia,
iniciando sempre as 7:30 horas da manh&, com os cées alimentados.

No dia do EIP, o frequencimetro cardiaco (Polar Pro Trainer RS800CX) foi
posicionado através de sua faixa elastica ao redor do térax do animal, quando foi dado inicio a
gravacdo. Nesse momento, cada animal, permaneceu sem manipulagido por 7 minutos, para
adaptacdo ao préprio dispositivo e registro dos dados de VIC do momento basal/inicial, e
posteriormente foi realizada a coleta de sangue para a analise de cortisol sérico basal e de
lactato (C1). Todas as coletas de sangue foram realizadas no local do experimento na mesa de
avaliacdo ou na propria esteira. Logo ap06s, 0s animais receberam os tratamentos de acordo
com os grupos CTL (sem tratamento, apenas submetido ao EIP) e/ou ACUP (tratados com
acupuntura 20 minutos antes do EIP) e, assim, submetidos ao EIP na esteira ergométrica
(Athletic Advanced), 30 minutos ap6s a coleta (Cl). Os cdes permaneceram com O
frequencimetro posicionado no térax, durante todo o protocolo experimental até os 15
minutos ap6s o término do EIP.

Coletad Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
7 min 20 min 10 min EIP 15 min 45 min
Polar Retirada do
Polar
Exercicio

Tratamentos agudo
» Controle 5 min 5km/h

* Acupuntura +0,5km/h 30s

Figura 7: Esquema do protocolo experimental.

33



Figura 8: Cao iniciando EIP. Cdo realizando exercicio incremental progressivo, apés tratamento com

acupuntura. Foto: acervo pessoal, 2016.

A segunda coleta de sangue (C2) ocorreu imediatamente ap6s o término de cada
exercicio, para avaliagcfes do lactato sérico, seguida da terceira coleta (C3) feita quinze
minutos ap6s o termino do EIP, para avaliacdo de cortisol e a quarta coleta (C4) feita uma
hora apds o término do EIP, para verificacdo de lactato e cortisol, foi realizada na baia onde o
animal fica acomodado. O frequencimetro foi retirado ap6s a coleta de quinze minutos
posterior ao EIP e o animal levado de volta a sua baia com o pesquisador e/ou condutor,
através da guia ndo anatémica (figura 7).

3.5. Protocolo de Adaptacéo ao Treinamento a Esteira Ergométrica

Os treinos comecavam as 8 horas da manha no canil. Individualmente, os cées eram
retirados de suas baias e levados para a adaptacdo ao exercicio na esteira, contidos através de
guia. Quando necessario, o condutor realizava uma caminhada ou corrida no solo, préximo ao
local da esteira para adaptacgéo.

No primeiro dia de treino o cdo era colocado na esteira desligada para a familiarizacéo
com reforco positivo (biscoitos, petiscos, estimulos sonoros e carinho). Em seguida a esteira
era ligada a velocidades baixas de 1,0 km/h a 2,0 km/h, iniciando a fase de adaptacéo,
chegando a velocidade maxima de 5,0 km/h, acrescidas de 5% de inclinacdo para todos 0s
animais, desde o inicio do exercicio. Esse conjunto de variaveis foi aleatoriamente combinado
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de diversas maneiras, até que o0 cdo nao se assustasse mais com qualquer uma das variacGes de
inclinacdo, velocidades ou ruidos (adaptado de BERCKMAN, 2015).

O protocolo de adaptacdo consistiu em cinco sessdes de 20 minutos cada, durante
cinco dias consecutivos foi usado reforco positivo como: brinquedos, bolinhas ou cordas, para
ajudar o animal a realizar o exercicio (BERCKMAN, 2015). Dois dias ap0s o fim do periodo
de adaptacdo a esteira, os animais foram submetidos ao exercicio incremental progressivo
(EIP).

Os cées selecionados para o protocolo experimental participaram do protocolo de
adaptacdo ao treinamento a esteira ergométrica em todos os dias propostos e com todas as
velocidades estipuladas (anexo 3).

3.6. Exercicio Incremental Progressivo

O EIP teve inicio trinta minutos apds a primeira coleta de sangue. O exercicio
incremental progressivo consistiu na técnica proposta por Radin e colaboradores (2015), em
que cada cdo iniciou o treino com aguecimento, caminhando por 5 minutos a uma velocidade
de 5,0 km/h, seguido de aumento gradual de 0,5 km a cada 30 segundos, com inclinagdo de
5% (anexo 4) (figura 8).

O alcance da exaustdo foi considerado a parada abrupta ou perda de coordenacdo
durante o exercicio (BERCKMAN, 2015 e RADIN et al., 2015). No EIP existe grande
varia¢do no tempo para exaustdo, e com isso o periodo das coletas de sangue também varia ja
que esta relacionado com o termino do exercicio.

Posteriormente a conclusdo do EIP, de acordo com o tempo e mudancgas de cada
animal, novas amotras de sangue foram coletadas para dosagem de cortisol e curva de lactato
que ocorreram nos seguintes momentos: imediatamente apés (C2); 15 minutos apés (C3) e 1
(uma) horas apds o exercicio (C4). Onde: C1- cortisol basal e lactato; C2 - lactato; C3 -
cortisol; e C4 — lactato e cortisol (figuras 9, fases do exercicio incremental).
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Figura 9: Fases do protocolo do exercicio incremental progressivo. Em A, condugdo do animal da baia para
o local do exercicio; em B, realizagdo da primeira coleta; em C, tempo de espera para adaptacdo ao polar; em D,
tratamento com acupuntura (ponto E36); em E, exercicio incremental progressivo e em F, término do EIP,

animal demonstrando incoordenacéo. Fotos: arquivo pessoal, 2016.
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3.7. Grupos Experimentais

Dezesseis cées foram submetidos ao EIP, sendo um total de 8 para o grupo controle e
8 para o0 grupo tratamento com acupuntura.

1) Exercicio Incremental Progressivo (EIP): animais permaneceram sem manipulacédo
antes do exercicio.

2) Acupuntura nos pontos E36, PC6 E BP6 + Exercicio Incremental Progressivo
(EIP): foram inseridas agulhas de acupuntura (Dong Bang, 30X40) nos pontos E36, PC6
e BP6, bilateralmente por 20 minutos (tabela 1). Posteriormente as agulhas foram retiradas
e 0S animais permaneceram por mais 10 minutos sem manipulacéo até serem levados para
0 exercicio incremental progressivo.

Tabela 1: Localizacéo e caracteristicas dos pontos de acupuntura

Ponto Localizacéo Inervacéo Indicacdo pela Medicina
Tradicional Chinesa:

E-36 ou Zusanli 1 cun lateralmente ao | Nervo cutaneo | Tonifica a raiz do Qi pos-
aspecto  distal da | femoral  cranial, | celestial. Tonifica o Qi Vertical
crista tibial, no | nervos fibular | e a resitencia patologias,
aspecto craniolateral | superficial e | imunoestimulag&o.

da tibia, sobre o | profundo.
musculo tibial cranial.

PC-6 ou Nei-guan Na face medial do | Nervos cutineos Usado para disturbios do Shen,
membro toracico 3 | Antebraquial ansiedade, desordens do sono,
cun proximal a prega | medial e lateral. epilepsia, vento interno,
transversal do carpo. vertigens e desordens

vestibulares.

BP-6 ou San-yin-jiao Na superficie medial | Nervo safeno. Tonifica yin e sangue, usado
do membro pélvico, 3 para tratamento da diarreia,
cun proximal a ponta secre¢do genital, infertilidade
do maléolo medial. paresia ou paralisia dos

membros pélvicos.

Fonte: (MACIOCIA, 1996; SCHOEN, 2006; XIE, 2011).

3.8. Coletas de Sangue

As amostras de sangue foram coletadas com seringa da marca BD® de 5 ml , por
puncdo das veias cefalica ou jugular. Foram retiradas amostras no periodo basal, ou seja, antes
do protocolo experimental e nas etapas que se seguiram aos exercicios: antes do EIP e nas
etapas que se seguiram aos exercicios: imediatamente apos a exaustdo (C2), 15 minutos apés
(C3) e 1 (uma) horas ap6s o EPI EIP (C4).

As amostras de sangue foram acondicionadas em tubos especificos (BD
Vacuntainer®) de bioguimica para dosagem de cortisol, e tubos que continham K3EDTA para
dosagem de lactato. As amostras foram armazenadas sob-refrigeracdo até passarem por
centrifugacdo na velocidade 3000 RPM por 10 minutos ao final do EIP. O soro coletado de
cada amostra foi alocado em 2 (dois) tubos tipo Ependorffs e estocado em freezer a -20°C, até
a realizacao da analise.
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3.9. Uso do Frequencimetro

Os intervalos cardiacos foram registrados atraves de frequencimetro cardiaco (Polar®
modelo RS800CX) utilizando um sistema de gravacdo mavel (figura 10).

O Polar ficou unido ao torax dos cées através de uma faixa elastica ajustada
individualmente de forma a permanecer em contato com a regido precordial.

Foi aplicado gel condutor para garantir a conducdo adequada dos pulsos cardiacos. O
transmissor do sistema permanece adaptado e capta seus sinais enviando-os para o relégio do
equipamento, que armazena os dados.

Figura 10: Componentes do frequencimetro (Polar modelo RS800CX): A- faixa com frequencimetro, B-
transmissor, C- relégio, D- manual e CD de instalacdo do programa, E- Driver Polar IrDA USB Adapter
(interface de emisséo de infravermelho), F- cd de instalacdo da interface de emissdo de infravermelho. Fonte:
FRANZINI, 2015.
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3.10. Analise Espectral da Variabilidade do Intervalo Cardiaco

Os dados armazenados foram enviados para o programa Polar Pro Trainer 5® (figura
11) por meio da interface de emissédo de infravermelho, para realizar a analise espectral da

variabilidade do intervalo cardiaco (VIC).
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Figura 11: Programa Polar Pro Trainer 5®. Foto: arquivo pessoal, 2016.

Os dados obtidos foram dispostos em um gréfico confeccionado a partir da frequéncia
cardiaca (bpm) em razdo do tempo (figura 12), e enviados para o programa Excel 2007, que
gera uma lista de valores de intervalos RR em milissegundos. A partir da lista de valores de
intervalos RR foram selecionados os diversos segmentos a serem analisados. No Excel, foi
realizada correcdo de alguns artefatos de leitura através da substituicdo dos valores de
intervalos RR discrepantes pela média dos valores dos dois RR anteriores e dos dois

posteriores (VON BORELL et al., 2007).
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Figura 12: Registro de dados da Frequéncia Cardiaca. Foto: arquivo pessoal, 2016.

Os segmentos foram enviados para o programa Cardioseries 2.4 (figura 13) que gera
os valores dos parametros da anélise da VIC no dominio da frequéncia e no dominio do tempo
de cada segmento.

Os componentes frequenciais LF e HF foram obtidos pela Transformada Rapida de
Fourier (FFT) para realizar a analise da VIC no dominio da frequéncia. A razdo LF/HF
permite identificar o balanco entre a ativacdo simpética e parassimpatica nos momentos
selecionados. Os valores das variaveis utilizadas pelo programa Cardioseries 2.4 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 frequéncia = 512 (VON BORELL et al., 2007;
HARADA et al., 2005).

Além disso, foi avaliada a frequéncia cardiaca média para realizar a analise da VIC no
dominio do tempo, e avaliada de duas formas: uma anélise durante todo o EIP e outra apenas
nos trés minutos finais do EIP, momento em que os animais passaram de 5 minutos de
velocidade constante e estavam no momento de incremento da velocidade.
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Figura 13: Tela do programa CardioSeries. Demonstra a razdo entre os componentes de frequéncia LF e HF,
a partir da FFT. Fonte: acervo pessoal, 2016.

3.11. Andlise do Lactato

As anélises das concentracGes séricas de lactato foram realizadas com o objetivo de
verificar se o EIP foi de intensidade suficiente para produzir um estimulo metabolico nos
animais. Para essas analises utilizou-se kits reagentes (Biosystem®) em espectrofotdmetro
BTS 315 (Biosystem®).

Apo6s centrifugacdo e separacdo do plasma, as aliquotas de 1,0 ml foram
acondicionadas em tubos tipo Eppendorf, devidamente identificados e armazenados em
freezer a temperatura de -20°C para posterior analise. A analise foi realizada com Kit reagente
comercial para lactato (Katal®), utilizando-se um espectrofotdmetro modelo BTS 315
(Biosystem®).

3.12. Andlise de Cortisol

As analises hormonais foram realizadas no Laboratério de Neuroendocrinologia
Comportamental do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UFRRJ pela técnica de
radioimunoensaio (RIE). Todos os ensaios/dosagens foram realizados em duplicata.

Ap0s descongelamento das amostras & temperatura ambiente e numeragdo dos tubos,
foi pipetado em duplicata, 25uL de diferentes concentragdes padrdes de cortisol do kit (0,2;
0,4; 0,6; 0,8; 1; 3; 10; 30; 100 pg/dl) nos tubos, adicionando-se 25uL dos soros testes e em
seguida testados e posteriormente adicionado 1,0 ml de cortisol em todos os tubos.

Os tubos foram incubados em banho-maria por 45 minutos a 37°C +/- 1°C sendo feita
em seguida decantacéo e secagem de todos utilizando um papel absorvente.
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A contagem foi realizada em um contador gama calibrado para iodo radiativo (1125)
da marca Wallac ®. Apos as leituras, foi confeccionado o grafico da curva padrdo de acordo
com as instrucdes do kit e os valores de cortisol das amostras testadas foram calculados a
partir dos valores de radioatividade obtidos individualmente em relacéo aos valores da curva
padréo.

Os célculos dos valores testes apresentados em pg/dl foram realizados através do
programa Graph Prism 5.0. Para a manutencdo da confiabilidade do teste, todos os valores
deveriam estar dentro dos valores da curva padréo, ndo podendo ser considerados os valores
fora da curva.

3.13. Anélise Estatistica

A anélise estatistica dos dados da VIC (razdo LF/HF, FC média, LF e HF), lactato e
cortisol foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de duas vias para medidas
repetidas e quando significativa seguida de teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. A
analise da velocidade maxima alcancada foi analisada através do teste t. As analises foram
realizadas e os gréficos construidos através do programa GraphPad Prism 5.
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4 RESULTADOS
4.1 Adaptacao a Esteira

Os animais demonstraram-se adaptados ao protocolo de treinamento, embora tenham
apresentado no primeiro momento reacGes de medo, agitacéo e desatencdo que sdo atitudes
normais frente a cdes sem contato previo com o equipamento. Contudo, ao final do treino
todos os animais estavam adaptados ao exercicio na esteira ergométrica.

4.2. Velocidade Méxima Alcangada no Exercicio Incremental Progressivo

Na tabela 2 estdo representadas as frequéncias cardiacas obtidas durante todo o teste
de esforco méximo em funcdo do aumento incremental da velocidade.

O teste t ndo detectou diferenca significativa entre os grupos CTL e ACUP na
velocidade méxima atingida (P > 0,05), demonstrando que apenas uma sessao de acupuntura
imediatamente antes do exercicio ndo foi suficiente para alterar este parametro (figura 14).

Vm ax

124

10+

Km/h

CTL ACUP

Figura 14: Efeito da acupuntura no treinamento de cdes durante o teste de exercicio incremental
progressivo. Comparacédo da velocidade maxima alcangada entre os diferentes grupos (CTL e ACUP), durante o
teste com velocidade progressiva. Ndo foi observada diferenca significativa entre o grupo CTL e ACUP. Os
dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. Analisados através de teste t.

43



112 132 159 159 174 175 176 180 180 171 149 - - - - - 118

145 172 225 188 = = = = = = = = = = = = 132
125 132 186 a7 - - - - - - - - - - - - 129
123 130 118 124 124 127 138 134 158 = = = = = = = 105
155 142 125 164 160 164 163 164 177 187 182 180 - - - - 140
110 130 115 120 123 126 135 138 140 144 143 153 144 = = = 128
107 171 177 188 191 184 201 1a4 183 178 - - - - - - 163
139 150 153 211 201 207 14949 198 200 203 146 = = = = = 150
12718 150824 163839 156840 162333 164%32  16%E29  169F29 175822 17722 1GG5F1R 167:19  149%0 - - - 133%18
101 111 113 154 142 133 158 152 151 156 154 165 - - - - 129
102 150 147 147 144 135 172 189 146 142 153 = = = = = 131
138 187 170 158 164 169 173 151 - - - - - - - - 118
127 149 135 129 137 139 146 147 158 = = = = = = = 112
138 131 150 126 169 154 134 - - - - - - - - - 139
131 100 129 137 143 147 153 157 164 = = = = = = = 128
161 164 179 189 184 194 193 201 224 - - - - - - - 158
128 178 172 165 156 153 148 164 180 182 168 173 177 170 180 163 125

12830 146%31 149823 151421 155RI6 153+ 160#19 16721 171+29  160+20 15838 169%6 17780 1700 1800 16310 130%17

Tabela 2: Frequéncias cardiacas (FC) em funcdo do aumento incremental da velocidade, obtidas durante todo o teste de exercicio progressivo até a exaustdo.
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Figura 15: Efeito da acupuntura na frequéncia cardiaca atingida em cada aumento da velocidade
incremental até a o momento final do EIP. Comparacéo da frequéncia cardiaca atingida entre os diferentes
grupos (CTL e ACUP), durante o teste de exercicio incremental progressivo.

4.3. Analise do Lactato

Animais dos grupos controle e acupuntura apresentaram um aumento significativo dos
niveis de lactato no exercicio incremental em relacdo aos momentos basal e pos-exercicio (F,
26= 15.42; p = 0.0003). No entanto, ndo houve diferencas significativas entre grupos (F; 13=
0.9849; p = 0.3540) e interacao entre grupos e o tempo (F,, 2= 0.3854; p = 0.6872) (figura 16
A).

Embora tenha havido uma tendéncia de reducéo dos niveis de lactato imediatamente
apos o exercicio, ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos controle e acupuntura (p
>0,05) (figura 16 B).
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Figura 16: Efeito da acupuntura nos niveis de lactato sérico de c@es durante o teste de exercicio
incremental progressivo em esteira ergométrica. Em A, os dados sdo apresentados como média £ epm nos
momentos antes (Basal), imediatamente ap6s (IMED) e 15 min apds (P6s) o teste de exercicio incremental
progressivo e ndo tratados (CTL). Em B, efeito da acupuntura nos niveis de lactato imediatamente apés o
exercicio. Ndo houve diferenga significativa entre os grupos CTL e ACUP. Houve diferenca significativa apenas
no fator tempo.

4.4. Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Quando avaliado o periodo completo do exercicio, o teste ANOVA de duas vias para
medidas repetidas ndo detectou diferenca significativa na razdo LF/HF, no LF e no HF
(Figura 17 B,C,D). Na anélise da FC media, os dois grupos demonstraram um aumento
significativo da FC média no momento estresse (tanto no momento de ativacdo simpatica
quanto no de ativacdo parassimpatica) em relacdo aos momentos basal (ANOVA de duas vias
para medidas repetidas detectou diferenca significativa no fator Tempo (F, 26= 10.78; p =
0.0005), néo apresentando diferenca na Interagdo (F(, 2= 0.09128; p = 0.9131) e Grupo Fy,
13)= 0.04856; p = 0.8293). Alem disso, foi observado o retorno aos valores de FC média no
momento pos-estresse (figura 17 A).
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Figura 17: Efeito da acupuntura na VIC de cées durante todo o teste de exercicio incremental progressivo.
Os dados sdo apresentados como média + epm nos momentos antes (Basal), no tempo total da (EMP) e 15 min
apos (P6s) o teste de exercicio incremental progressivo até a exaustdo na esteira. Os cdes foram previamente
tratados por 10 min com acupuntura nos pontos E36, PC6 e BP6 (ACUP) e ndo tratados (CTL). Em A, efeito da
acupuntura na Frequéncia Cardiaca Média. Em B, efeito da acupuntura na VFC, expressa pela razdo LF/HF. Em
C, efeito da acupuntura na VFC, expressa pelo componente de baixa frequéncia. Em D, efeito da acupuntura na
VFC, expressa pelo componente de alta frequéncia.

Quando considerado os trés minutos finais de exercicio, ou seja, periodo em que 0s
animais estdo em exercicio progressivo, na analise da FC meédia, houve diferenca significativa
no fator tempo (F2, 26 = 13.12; p < 0.0001), ndo apresentando diferenca na interagéo (F, 26=
0.03907; p = 0.9617) e grupo Fi1, 13= 0.01557; p = 0.9028), sendo assim, os dois grupos
demonstraram um aumento significativo da FC média no momento estresse (tanto no
momento de ativacdo simpatica quanto no de ativacdo parassimpatica) em relacdo aos
momentos basal e tratamento com acupuntura. Além disso, foi observado o retorno aos
valores de FC média no momento pos-estresse (figura 18A).

Na razdo LF/HF, houve diferenca significativa no fator tempo (Fp, 2= 6.128; p =
0.0066), ou seja, os dois grupos demonstraram um aumento significativo da LF/HF no
exercicio incremental progressivo em relacdo aos momentos basal e pos-exercicio,
demonstrando uma maior ativacdo do componente simpéatico em relacdo ao parassimpético,
em todos os animais, durante o exercicio. Além disso, foi verificado o retorno aos valores de
LF/HF apresentados antes do exercicio, no momento pés-exercicio (15 minutos apds o
término do exercicio). Nos fatores interacdo F, 6= 0.3876; p = 0.6825) e grupo F, 13=
0.5261; p = 0,4811) ndo houve diferenca significativa (figura 18 B).
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Nos componentes de baixa frequéncia (LF), houve diferenca significativa no fator
tempo (F;, 26= 3.842; p < 0.0345), portanto os dois grupos demonstraram um aumento
significativo do componente LF no momento do exercicio (momento de ativacdo simpatica e
momento de ativacdo parassimpatica) em relacdo aos momentos basal e pdés-exercicio,
demonstrando uma maior ativacdo do componente simpatico em todos os animais, durante
esse momento. Foi verificado o retorno aos valores de LF apresentados antes do teste, no
momento pos-exercicio (15 minutos ap6s o término do exercicio). Nos fatores interagdo F,
26= 0.2788; p = 0.7589) e grupo F@, 13= 0.2885; p = 0.6002) ndo houve diferenca
significativa (figura 18 C).

Para analise dos componentes de alta frequéncia (HF), houve diferenca significativa
no fator tempo (F;, 26 = 3,842; p = 0.0345), indicando que os dois grupos apresentaram uma
diminuigdo significativa do componente HF no momento estresse (momento de ativacéo
simpéatica e momento de ativacdo parassimpatica) em relacdo aos momentos basal e pés-
estresse. Foi verificado o retorno aos valores de HF apresentados antes do estresse, no
momento pos-estresse (30 minutos apos o termino do estimulo). Nos fatores interagdo Fo, 26)=
0,2788; p = 0,2885) e grupo F1, 13= 0,1729; p = 0.6002) ndo houve diferenca significativa
(figura 18 D).
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Figura 18: Efeito da acupuntura na VIC de cdes durante os trés minutos finais do teste de exercicio
incremental progressivo. Os dados sdo apresentados como média + epm nos momentos antes (Basal), nos 3
minutos finais da EMP (EMP) e 15 min ap6s (P6s) o teste de exercicio incremental progressivo até a exaustdo na
esteira. Os cdes foram previamente tratados por 10 min com acupuntura nos pontos E36, PC6 e BP6 (ACUP) e
ndo tratados (CTL). Em A, efeito da acupuntura na Frequéncia Cardiaca Média. Em B, efeito da acupuntura na
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VFC, expressa pela razdo LF/HF. Em C, efeito da acupuntura na VFC, expressa pelo componente de baixa
frequéncia. Em D, efeito da acupuntura na VFC, expressa pelo componente de alta frequéncia. Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos CTL e ACUP. Houve diferenca significativa apenas no fator tempo.

4.5. Cortisol

Né&o foi observado nos grupos aumento significativo dos niveis de cortisol no exercicio
incremental em relagcdo aos momentos basal e pos-exercicio (Fp, 26= 9.768; p = 0.2694) e
interacéo (Fe, 26= 1.010; p = 0.3791), porem observamos diferenca significativa no grupo F,
13)= 9.768; p = 0.0088). No entanto, o teste de compara¢es multiplas de Bonferroni néo foi
capaz de identificar diferencas entre o grupo ACUP e CTL (p > 0,05) (figura 20), embora
tenha havido uma tendéncia para redugdo dos niveis cortisol 15 minutos e 60 minutos ap6s o
exercicio, ndo houve diferenca significativa entre os grupos controle e acupuntura (p >0,05)
(figura 20). Portanto, sugere-se que a acupuntura reduziu os niveis de cortisol, havendo uma
indicacdo para o controle do estresse de exercicio e uma menor varia¢do do cortisol (figura
19).
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Figura 19: Efeito da acupuntura na analise do cortisol sérico de cdes durante o teste de exercicio
incremental progressivo até a exaustdo na esteira. Cortisol sérico em pg/dl, antes (basal), 15 min e 60 min
apos o teste o teste de exercicio incremental progressivo até a exaustdo na esteira. Os cées foram previamente
tratados por 10 min com acupuntura nos pontos E36, PC6 e BP6 (ACUP) e ndo tratados (CTL). Ndo houve
diferenca significativa nos fatores tempo e grupo.
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5 DISCUSSAO

5.1 Adaptacéo a Esteira

Durante a adaptacdo a esteira ergométrica, a maioria dos animais apresentou reacoes
de medo, desatencdo e fadiga nos dois primeiros dias do protocolo de treinamento,
provavelmente por ndo terem tido nenhum contato prévio com atividades na esteira
ergométrica. De acordo com Kittelson et. al., (1996), citado por Ferasin e Marcora (2009),
atitudes como sair da esteira, ndo completar o teste, medo e falta de vontade podem ser
reacOes normais em cées devido a falta de familiaridade com a esteira, sendo necessario
somente o treinamento.

Inicialmente alguns animais estavam desatentos, porém ao final dos treinos as
distragdes diminuiam, principalmente quando a velocidade era aumentada. Segundo Alves
(2012), os animais se distraem menos com o ambiente ao redor quando estdo adaptados a
esteira e focam-se mais no treinador, diminuindo 0s movimentos laterais tornando a corrida
mais fluida.

Os animais do Canil Dog’s Heaven usados na pesquisa, possuem um amplo espaco de
lazer e moradia, acesso aos tratamentos médicos necessarios, e mantém preservadas as
condicBes basicas de bem-estar. Porém, como o contato humano para espécie canina é
importante, especialmente para cdes advindos de resgate das ruas, 0 momento do exercicio, e
consequente o contato com os tratadores e pesquisadores, tornam o processo de adaptagéo a
esteira mais facil por apresentar um carater lidico ao animal. Dessa forma, ao final do
protocolo de adaptagdo, todos os cées estavam habituados a esteira, podendo colaborar com o
exercicio incremental progressivo. Concordando com Alves (2012; 2013) que relata que 0s
cdes podem apresentar inicialmente incoordenacdo, entdo para manter a permanéncia do
exercicio estimulos positivos, por exemplo, biscoitos, petiscos e/ou brinquedos, podem ser
oferecidos, como incentivos do tratador, condutor e/ou tutor. Ferasin e Marcora (2009)
descrevem que trés de 16 cédes foram excluidos do experimento por ndo completarem o teste
por terem apresentado relutancia a caminhada e exaustdo em 5 minutos de treino, diferente do
gue ocorreu no presente estudo onde todos os animais selecionados puderam ser utilizados,
pois apresentaram boa adaptacao ao exercicio na esteira ergométrica.

5.2. Exercicio Incremental Progressivo

5.2.1 Velocidade Maxima Alcancada no Exercicio Incremental Progressivo

Os animais ndo apresentaram grandes dificuldades para correr na esteira com o
aumento da velocidade estipulada. Segundo Alves (2012) o recurso do teste de esforgco com
esteira ergometrica em laboratorio, apresenta um conjunto de vantagens importantes face aos
testes em meio aberto (campo). No nosso experimento a esteira foi levada ao abrigo dos
animais e foi montado um ambiente com menos artefatos que pudessem promover distracdo
dos animas. De acordo com Evans, (2008) e Ferasin & Marcora (2009), para que o teste possa
dar certo, existe um conjunto de possibilidades, como: controle do ambiente fisico, desenho
preciso do protocolo, as velocidades atingidas, a duragéo de cada etapa e 0 acesso aos animais
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para realizar operagcdes como colheitas de sangue. Nesse sentido, acreditamos que o ambiente
foi satisfatorio para execugdo do experimento.

No teste de EIP todos os animais chegam a fase final do exercicio com os parametros
esperados de cansago extenuante, ou seja, esperasse que todos animais tenham alcancado
niveis de esforco semelhante. Inicialmente o exercicio incremental progressivo foi realizado
submetendo os cées a uma velocidade constante de 5 km/h, seguida de um aumento
progressivo até o animal apresentar incoordenacdo ou cansaco extenuante, indicando
exaustdo. Os cées apresentaram exaustdo, incoordenacdo e cansago corroborando com 0s
estudos de Ferasin e Marcora (2009), Alves (2013), Radin et. al. (2015) e Berckman (2015).

Em se tratando das velocidades alcangadas, nesse protocolo a maxima obtida foi de 12
km/h em um animal do grupo acupuntura, ja no protocolo de Radin (2015), a maior
velocidade alcancada chegou a 17,5 km/h, provavelmente devido a origem dos cdes utilizados
ser da raca Border Collie acostumados a pratica de exercicios diferente dos cdes SRD
utilizados no presente estudo. Ferasin e Marcora (2019), realizaram o EIP com cées da raga
Retriver do Labrador que chegaram a velocidades de 16 km/h, sendo que 3 de 16 cdes nédo
completaram a prova, ao contrario do observado na presente pesquisa onde todos os cées
completaram o teste.

O protocolo seguido do EIP exigiu um esforco significativo dos animais,
especialmente quando imposta a inclinacdo de 5% e mais 0 aumento da velocidade gradual,
no entanto, 0s animais tiveram uma boa resposta durante todas as fases. Esse fato pode ser
considerado devido ao treinamento repetido ou ao ambiente que os animais vivem. Nesse
sentido, o protocolo esta de acordo com os autores Ferasin e Marcora (2009) que mencionam
que os cdes que repetem o teste demonstram uma aprendizagem que lhes permite correr de
uma forma mais eficiente, diminuindo assim o esfor¢o dispendido para realizar 0 mesmo
trabalho.

O aumento da inclinacdo da esteira em 5%, na presente pesquisa imposto durante o
EIP, a fim de aumentar a carga do exercicio. Acredita-se que 0s animais tiveram maior
resposta a velocidade do que a prépria inclinacdo que era constante. No entanto, a essa
inclinacdo houve diferencas registradas nas pesquisas de Ferasin e Marcora (2009), em que a
inclinacdo usada era de 5% ou 15%. Diferente de Alves (2013) que submeteu seus cées a
inclinacdo de 10%, e Berckman (2015) que acrescentava 5% de inclinagdo a cada 4 (quatro)
minutos.

Ao final do exercicio os animais apresentaram cansaco, tremores musculares
transitérios nos membros e dois animais apresentaram claudicacdo, no entanto, ndo
apresentaram hiperventilacdo ou outros sinais. Esses sinais também foram observados por
Tristdo (2015) que mostra que no periodo de recuperacdo, observou que 0s animais
apresentavam hiperventilacdo e tremores musculares transitorios, sugerindo fadiga muscular e
exaustdo fisica.

O exercicio representa um estresse fisico que desafia a homeostase, portanto seu efeito
indubitavel benéfico sobre a salde do corpo tem sido comprovado em numerosos estudos
cientificos. No entanto, o exercicio representa uma perturbacao ou, até mesmo, uma condicdo
de estresse, uma vez que altera muitos sistemas para se adaptar a uma nova condicdo
(CAYADO et al, 2006).

Alguns animais do grupo acupuntura chegaram a velocidades maiores e mais
constantes se compararmos com o grupo controle (tabela 2). Para a comparacao da velocidade
méaxima alcangada durante o EIP, ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos,
tendo como média 8,5 e 9,1 km/h, para 0s grupos controle e acupuntura, respectivamente.
Embora os resultados ndo demonstrem uma diferenca estatistica significativa, ¢ possivel
sugerir que essa pequena diferenca na velocidade, possa ter ocorrido devido ao curto periodo
de tratamento por acupuntura, topico que sera abordado posteriormente.
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No geral, embora a acupuntura no exercicio agudo ndo tenha diminuido os niveis de
cortisol, lactato e a frequéncia cardiaca, houve uma tendéncia a diminuigdo desses niveis.

Na etapa de EIP foi realizado o tratamento por acupuntura agudo, ou seja, 20 minutos
antes de comecar 0 exercicio e uma unica aplicacdo. No entanto, conforme Angeli e Luna
(2008) em pesquisas com equinos, citam ndo ter conseguido demonstrar a via de efeito da
aquapuntura sobre a performance de equinos atletas, ou seja, somente puderam observar a
melhora de resultados alcangados por cavalos de corrida, apds protocolo de tratamento
prolongado (cronico), com duracdo de 3 (trés) semanas sendo 2 (dois) tratamentos semanais
nos pontos Baihui, VB27, E30, BP13.

Erlich & Haber (1992) demonstraram aumento significativo na capacidade atlética de
humanos tratados com sessdes semanais de acupuntura, durante 5 (cinco) semanas. Karvelas e
colaboradores (1996) ndo encontraram diferenca nos parametros fisiolégicos em humanos
apos Unico tratamento com acupuntura. Esses trabalhos sugerem a necessidade de mais de um
tratamento por acupuntura para que haja alguma resposta de melhora fisioldgica na
performance de atletas. Portanto, em estudos futuros outros protocolos mais intensos de
acupuntura devem ser usados.

Fonseca (2011) cita em sua pesquisa em humanos o efeito da aplicacdo da acupuntura
na resisténcia muscular localizada de membros superiores em praticantes de exercicio
resistido, e afirma que o ponto E36 teve como finalidade aumentar o aporte sanguineo e
melhor utilizacdo da energia corpérea, visando gerar efeito positivo na resisténcia muscular
dos participantes.

Como ndo encontramos trabalhos na literatura que descrevessem o EIP realizado em
cdes de companhia SRD e tdo pouco comparando animais submetidos a um tratamento com
acupuntura, a presente pesquisa vem colaborar ndo s6 com a apresentacdo de novos dados ao
teste de EIP, como com a producdo de informacdes acerca dos efeitos da acupuntura no
estresse de exercicio.

5.3. Efeito da Acupuntura sobre a Frequéncia Cardiaca.

Os resultados demonstram que os valores da FC variaram entre os diferentes
momentos do EIP (periodo pré-exercicio (basal), durante o EPI EIP e o instante final),
apresentando seus maiores aumentos durante o EPI EIP como era de se esperar (figura 15).
Essas variagcGes devem estar relacionadas aos periodos de maior atividade e esforco fisico.
Corroborando com Alves (2013) que mencionou que o aumento durante 0s estagios do
exercicio reflete o nivel de esforgo ao qual sistema cardiovascular esta sendo submetido.

O aumento da FC foi gradual desde o inicio do protocolo experimental (nivel basal)
até o final do exercicio. O presente estudo estd de acordo com Ferasin e Marcora (2009), que
relataram ter havido aumento da FC no inicio do exercicio se mantendo baixa e depois estavel
em poucos minutos do treino, tendo um declinio importante no periodo de recuperagéo.
Indicaram ainda que as respostas da FC durante o exercicio, sugerem controle do sistema
nervoso autdnomo (SNA) e que a diminui¢do da FC, pode ser causada também pela reducéo
da ansiedade, por haver uma variabilidade nos pardmetros fisiolégicos. Mesmo que no
presente estudo nédo tenha ocorrido grande variacdo na FC, Alves (2012), aponta ter sido o
pardmetro avaliado que registou maiores variagdes em seu estudo.

A mensuracdo da FC como indice de estresse tem limitagdes, uma vez que em
individuos saudaveis, representa as interacfes entre a regulacdo vagal (que reduz a FC) e a
simpética (que aumenta FC). Em repouso, a regulacdo vagal domina, enquanto que na
atividade fisica a atividade vagal sofre uma diminuicdo, havendo uma influéncia simpatica
(HAINSWORTH, 1995), mas pode resultar também de uma redugé@o no controle vagal ou a
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partir de mudancas simultdneas em ambos os sistemas de regulacdo (VON BORELL et al.,
2007).

Belmiro (2013) relata que em um grupo de atletas de elite a FC foi avaliada em um
treinamento com bicicleta onde 24 atletas foram divididos em dois grupos (grupo 1:
acupuntura auricular; grupo 2: controle,). Cada componente dos grupos, pedalou na bicicleta
até a exaustdo. A FC max, foi mensurada durante o periodo de descanso, apds aquecimento,
no exercicio (apods cinco, 30 e 60 minutos). Os resultados mostraram que, houve reducdo da
FC no grupo tratado, mais do que no grupo controle, nos momentos 30 e 60 minutos apos o
exercicio. Existe um consenso entre autores no que diz respeito ao uso do ponto E36, ja que o
ponto usado tonifica o Qi e o Sangue, ou seja, pode aumentar 0 aporte sanguineo e energetico
para as demandas metabdlicas durante o exercicio, e 0 tratamento no ponto PC6 observou
uma reducdo significativa da FC max (BELMIRO, 2013).

No presente estudo os cdes SRD submetidos ao EIP atingiram velocidades maximas
entre 10 e 10,5 km/h, com FC de 149 a 180 batimentos por minuto (bpm) no grupo controle e
velocidades maximas de 10 e 12 km/h com FC entre 165 e 163, no grupo acupuntura.
Todavia, Radin et. al. (2015) relatou que seus caes, j& adaptados a atividade fisica, da raca
Border Colie, atingiram velocidade maxima de 17.69 km/h com frequéncia cardiaca chegando
a 246 bpm, porém ¢é sabido que os cdes dessa ragca tém uma estrutura corpérea e heranca
genética que favorecem um melhor desempenho.

5.4. Efeito da Acupuntura sob os Niveis de Lactato

O aumento significativo do lactato nos dois grupos imediatamente apds o EIP
observado na figura 16, ndo confirma os achados de Ferasin e Marcora (2009), que relataram
um aumento ndo abrupto na concentracdo de lactato durante o exercicio incremental em seus
caes labradores, embora tenha havido uma variacao significativa nos diferentes estagios. Em
contrapartida, Berckman (2015) relatou ser seu principal achado, a identificacdo do ponto de
deflex&o em cées, a partir de um crescimento exponencial do lactato induzido pelo EIP. Dessa
forma, propde que deve existir uma diferenca entre racas com relacdo ao aumento ou
diminuicdo dos niveis de lactato nos exercicios.

Piccione e colaboradores (2012) observaram em pesquisa com caes da raca Beagles
submetidos ao exercicio submaximo na esteira, 0 aumento das concentraces de lactato
séricas. De fato, a concentracdo de lactato eleva significativamente apos o trote, 0 que mostra
uma semelhaca com nosso estudo.

Os autores Berckman (2015) e Tritdo (2015) discorrem sobre a evidencia da utilidade
dos limiares de lactato para delinear a velocidade de treinamento para cada animal, sendo
indicadores de tolerancia ao exercicio, uma vez que indica aumento na capacidade funcional,
consequentemente, melhora da tolerancia ao exercicio. Quer dizer que, a elevagéo abrupta do
lactato gera melhor resisténcia ao exercicio, indicando maior capacidade de resistir a fadiga.

Coelho (2007) enfatiza que o treinamento 5 (cinco) vezes na semana, proporciona
diminuicdo da concentracdo de lactato sanguineo em teste com a mesma velocidade, antes e
apos o treinamento, o que pode sugerir melhora do condicionamento fisico, diferente do nosso
estudo que usou como protocolo de treinamento 5 (cinco) dias seguido e dois de descanso
antes do EPI.

Belmiro (2013) demonstrou em seus estudos que, a utilizagdo dos acupontos E36 e
IG4 podem reduzir tanto a FC como o acido latico sanguineo, quando comparados 0s grupos
testados, ou seja, grupo exercicio e acupuntura e controle somente exercicio em 30 e 60
minutos de exercicio.
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5.5. Efeito da Acupuntura na Variabilidade do Intervalo Cardiaco

No presente estudo um dos principais objetivos foi analisar as respostas autonémicas
através da analise da variabilidade do intervalo cardiaco com o modelo de estresse de
exercicio agudo em cées, sem historico de contato com esteira ergométrica. Como visto
anteriormente, a VIC é definida como oscilacGes nos intervalos RR entre ciclos cardiacos
instantaneos. Além de ser obtida por métodos lineares e ndo-lineares, tem sido utilizada para
identificar a intensidade das transi¢cbes metabdlicas durante o esforgo, e determinada pelo
equilibrio entre atividade vagal e simpatica do SNA, permitindo assim, quantificar sua
modulacgéo e a frequéncia de disparo do nodo sinoatrial. Logo a VIC pode ser considerada um
indicador da capacidade aerobia, sendo utilizada como parametro fisioldgico para prescri¢éo
de exercicio (SILVA et al, 2010).

Os resultados apresentados mostraram que no periodo completo do exercicio, o teste
ndo detectou diferenca significativa na razdo LF/HF (figura 17 B). No entanto, na analise dos
componentes de alta frequéncia (HF) (figura 17 D), houve diferenca significativa.

Considerando os trés minutos finais de exercicio, ou seja, 0 periodo em que 0s animais
estdo em exercicio progressivo e ndo mais com a velocidade constante de 5km/h (inicial), o
teste ANOVA detectou na razdo LF/HF diferenca significativa. Em ambos os grupos, houve
um aumento significativo de LF/HF durante exercicio incremental progressivo em
comparacdo aos momentos basal e pos-exercicio, demonstrando uma maior ativacdo do
componente simpatico em relacdo ao parassimpatico, em todos os animais. Além disso, foi
verificado o retorno aos valores basais de LF/HF no momento pds-exercicio (15 minutos ap6s
o término do exercicio) (figura 18 B).

Os dois grupos demonstraram um aumento significativo do componente LF e
diminuicdo no componente HF durante o exercicio em relacdo aos momentos basal e pos-
exercicio nos trés minutos finais (figura 18 C e D). Considerando que o LF representa a
atividade do sistema nervoso simpatico e que HF representa exclusivamente a atividade vagal
para o coracdao (KAREMAKER & LIE, 2000; HOSHI, 2009; VANDERLEI, 2009), podemos
concluir que houve um aumento da regulacdo simpética em relacdo a parassimpatica nesses
momentos. A analise espectral ainda mostrou que houve diferencas significativas nos valores
de LF/HF entre os momentos basal e pds-exercicio, sugerindo que houve diferenca na
regulagdo autonémica. Por conseguinte, estudos afirmam que a FC aumentada resulta em
menores alteraces na VIC e essa tendéncia de comportamento ocorre, possivelmente, devido
a reducdo da VIC estar associada a retirada da influéncia vagal durante o esforco fisico, (Silva
et al, 2010).

Em cdes no repouso, os efeitos vagais sobre o coragdo distinguem-se sobre os efeitos
simpaticos (Little et al., 1999), e quando ocorre aumento na atividade fisica, ha um
incremento da ativagdo simpatica. Contudo, os dois ramos do SNA possuem a habilidade de
atuar de forma simultdnea ou independente um do outro, na regulacdo da atividade cardiaca.
Sendo assim, o0 aumento da atividade vagal ndo resulta instantaneamente na reducdo da
ativagdo simpética e vice-versa. Desse modo, ndo é possivel determinar as caracteristicas
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regulatérias do SNA, simplesmente, através da mensuracdo da FC (VON BORELL et al.,
2007).

Silva e colaboradores (2010) demonstraram a participacdo do nervo vago na
resposta da FC na fase inicial do exercicio identificando predominancia da atividade vagal,
que é gradualmente inibida no exercicio subméaximo tanto ativo como passivo até o nivel
méaximo de esfor¢o, percebendo-se que a atividade parassimpética aparentemente foi inibida
produzindo menor ou auséncia de VIC.

De acordo com Silva (2016) a fase pds exercicio, ainda ndo tem estudos
suficientemente profundos e os resultados ainda sdo divergentes com relacdo ao tempo para a
total restauracdo aos niveis de repouso do SNA. O tempo necessario para o retorno da FC aos
niveis de repouso depende das funcbes autondmicas, do grau de condicionamento do
individuo e da intensidade que o exercicio foi interrompido.

Pesquisas em humanos vém demonstrando os efeitos benéficos do tratamento com
acupuntura no estresse, seja ele de fatores fisicos, psicoldgicos ou de exercicio. Huang e
colaboradores (2005) utilizaram um dnico ponto de acupuntura (PC6) e observaram a
modulacdo vagal representada pela ativacdo do HF e decréscimo dos valores da razdo LF/HF.
Silva e colaboradores (2016) relataram que os efeitos benéficos da estimulacdo do acuponto
PC6 foram gerar reducdes na pressdo arterial média, volume diastolico final, frequéncia
cardiaca, débito cardiaco e presséo sistolica final.

A resposta da acupuntura sobre a VIC nos animais submetidos ao estresse de
exercicio pode estar relacionada ao mecanismo de acdo da acupuntura sobre o SNA e,
consequentemente, sobre o sistema cardiovascular, ou estruturas centrais relacionadas a
ativacdo do sistema simpato-adrenal. A acdo da acupuntura sobre o sistema simpatico foi
sugerida em estudos com individuos saudaveis, onde no ponto E36 promoveu uma reducao
significativa das elevacBes na pressdo arterial induzida pelo estresse, sendo esses efeitos
principalmente relacionados a inibi¢do simpéatica (MIDDLEKAUFF; YU; HUI, 2001).

5.6. Efeito da Acupuntura na Analise do Cortisol

N&o houve aumento do cortisol no exercicio incremental em relacdo aos momentos
basal e pos-exercicio, embora tenha sido observada uma pequena elevagdo nos niveis desse
horménio. Diferente do relatado por Ando e colaboradores (2016), que verificou a elevacédo
dos niveis de cortisol imediatamente apds o exercicio e apontou, ainda, existir diferenca nas
concentracdes séricas entre cdes que treinados e ndo treinados. Ferraz (2010) sugere que nos
exercicios de curta duracao, realizados em intensidades altas, a resposta do cértex da adrenal
sera menor quando comparada aquelas observadas com intensidades moderadas, mas
ocorridas em exercicios de duragdo maior. Esse autor concluiu que a elevacdo do cortisol esta
mais relacionada a duracdo do que a velocidade (intensidade) do esforco.

Cobb (2016) descreveu que durante o exercicio houve um aumento da concentragédo
de cortisol plasmatico em cées e os efeitos do cortisol salivar ainda sdo desconhecidos. Ainda
segundo o autor, durante o exercicio, o cortisol pode representar potencialmente uma variavel
com possiveis mudangas E relata ainda que em fémeas castradas a concentracdo de cortisol
pode ser mais alta do que em machos castrados. Porém, a informacdo mais interessante para
0 presente estudo foi de que a concentracdo de cortisol costuma ser mais baixa em cdes que
vivem em abrigo quando comparada a cdes de canil ou de trabalho. Talvez devido a
desregulacdo do eixo HHA, ja que em humanos submetidos a um longo periodo de estresse
observa-se uma hipoatividade do eixo HHA.

O pico de cortisol tende a estar presente no plasma 15-30 minutos apds um estimulo
estressor real em cdes. O cortisol liga-se a uma globulina especifica chamada transcortina no
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plasma (BERNE E LEVY, 1998). O cortisol ndo ligado livre é biologicamente ativo. Por isso
a coleta de sangue de 15 minutos apds o exercicio representa 0 pico apos 0 exercicio.

No presente estudo, utilizamos animais destreinados, que tiveram contato com o
esquema de treinamento em esteira somente durante o periodo experimental. Quando se
compara a atletas humanos destreinados como aqueles submetidos a treinamento aerdbio,
observa-se que a concentracdo basal de cortisol pode estar igual, nos atletas treinados,
indicando perda de sensibilidade da glandula adrenal em decorréncia do treinamento, pois em
individuos treinados, geralmente verifica-se que as concentragbes do hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH) estdo elevadas. Adicionalmente, a reducdo da sensibilidade da
glandula adrenal pode indicar adaptacdo bem sucedida ao programa de treinamento
(GRAAFROELFSEMA et al., 2007).

Os dois grupos ndo apresentaram um aumento significativo dos niveis de cortisol no
exercicio incremental em relacdo aos momentos basal e pds-exercicio (figura 19). Outros
pesquisadores mostram que a acupuntura pode reduzir os niveis de estresse, promovendo uma
reducdo dos niveis de cortisol (LIAO et al,1997). No entanto, no presente estudo isso deve ser
analisado com cautela, pois, mesmo que o exercicio agudo produza um aumento dos niveis de
cortisol, o0 mesmo ndo foi observado. Dessa forma, a acupuntura ndo parece ter sido
responsavel por prevenir o estresse induzido pelo exercicio (VILLAS BOAS, 2013).

Estudos anteriores ndo conseguiram mostrar essa reducdo (GUIMARAES et al., 1997;
ANGELI & LUNA, 2008; GODOI, 2011). Segundo Luna (1998) sugerem, a acupuntura pode
apresentar aumento ou diminuicdo das concentracdes plasmaticas de cortisol em exercicios
com cavalos, por exemplo. Segundo Zheng (2008), isso acontece porque a acupuntura pode
equilibrar as funcbes da tirdide e da adrenal, de modo a optimizar o nivel dos seus
horménios. A acupuntura estimula a glandula adrenal a produzir mais cortisol, aumentando as
suas funcdes, em vez de esgotar a sua como a cafeina faz. Quando 0s nossos corpos produzem
cortisol demais para lidar com o estresse, a acupuntura reduz a producdo de cortisol e
reequilibra o corpo.

Akimoto e colaboradores (2003), usaram os pontos P4, E36, E6, F6 a fim de promover
0 bem estar fisico durante o periodo de competicdo e avaliou os niveis da imunoglobulina. A
(SigA) e de cortisol salivar. E diferente dos resultados aqui apresentados eles observaram
diminuicdo dos niveis de SigA salivar, induzida pelo exercicio, e o aumento dos niveis de
cortisol salivares.

Uma possivel causa para os resultados apresentados seria de que a acupuntura tenha
causado um relaxamento que pode ter se sobreposto ao estimulo de estresse, no entanto nao
podemos afirmar, ja que ndo verificamos as altera¢cGes comportamentais dos animais tratados
e ndo tratados. Novos estudos devem verificar se a acupuntura pode alterar outros marcadores
do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal como o ACTH e outros marcadores de estresse para
confirmar estes resultados corroborando com Villas Boas (2013).
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6 CONCLUSAO

Os animais demonstraram-se adaptados ao protocolo de treinamento, embora tenham
apresentado no primeiro momento reacfes de medo, agitacdo e desatencdo que sdo
atitudes normais frente a cdes sem contato previo com o equipamento.

Apenas uma sessdo de tratamento com acupuntura imediatamente antes do exercicio
ndo foi capaz de alterar a velocidade maxima alcangada.

O exercicio incremental progressivo foi capaz de aumentar significativamente os
niveis de lactato, a FC média, a razdo LF/HF e o LH e diminuir o HF nos trés minutos
finais do exercicio demonstrando uma maior ativacdo do componente simpéatico em
relacdo ao parassimpatico.

O exercicio incremental progressivo ndo foi capaz de alterar significativamente os
niveis de cortisol.

Uma sessdo de acupuntura nos pontos BP6, E36 e PC6 imediatamente antes do
estresse de exercicio ndo foi capaz de reduzir significativamente as respostas
autondmicas e endocrinas induzidas pelo exercicio incremental progressivo em cées.

Dessa forma, estudos com protocolos mais prolongados devem ser testados.
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8 ANEXO

ANEXO 1: Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

UFRRJ Comissédo de Eticano C%'E
Universidade Federal Rural Uso de Animais i':i ::-;"f'li;;-{"r"j
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  J £% A

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeito da acupuntura nas respostas imunes, endocrinas
e autonémicas ao exercicio incremental progressivo em cées.", protocolada sob o CEUA n°
9190190216, sob a responsabilidade de Magda Alves de Medeiros e equipe; Marimar
Mayworm Beck - que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008,
com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Instituto de Veterinaria da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ) na reunido de 29/07/2016.

We certify that the proposal "Effect of acupuncture on imune, endocrine and autonomic
responses to incremental progressive exercise in dogs”, utilizing protocol number CEUA
9190190216, under the responsibility of Magda Alves de Medeiros and team; Marimar
Mayworm Beck - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for
scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council
for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio de
Janeiro (CEUA/UFRRJ) in the meeting of 07/29/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 04/2016 a 04/2018Area: Ciéncias Fisioldgicas

Resumo: Estresse € uma situacdo gerada por um desafio a qual um organismo esta submetido;
desta forma, a resposta a um estimulo estressor é fundamental para a sobrevivéncia e a
homeostase de um ser vivo. No entanto, a exposicdo continuada e repetida a estimulos
estressantes pode afetar o bem-estar e a saude dos animais. Apesar do exercicio fisico ser uma
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forma muito poderosa e relativamente simples de tratamento e prevencgéo de diversas doencas,
0 exercicio agudo é considerado uma ferramenta metodoldgica eficaz para estudar as
respostas fisioldgicas ao estresse metabdlico. Assim como outros tipos de estresse, 0 exercicio
induz uma série de respostas neuroenddcrinas e autonémicas caracterizadas pela a ativagao do
eixo hipotalamohipofise-adrenal e do Sistema simpato-adrenal. Além disso, o exercicio induz
um aumento no nimero de células brancas e uma resposta inflamatéria aguda, com o aumento
da liberacdo de citocinas como as interleucinas 6 e 10 (IL6, IL10) e o fator de necrose tumoral
alfa (TNFa) (Ball, 2015). Frente a necessidade de melhorar a qualidade de vida, e manter o
bem-estar animal é fundamental o desenvolvimento de estratégias para minimizar os efeitos
do estresse. A acupuntura tem sido usada para reduzir as respostas de estresse em seres
humanos e animais. Desta forma, propomos um estudo minimamente invasivo do efeito da
estimulagdo aguda e crbnica de pontos de acupuntura nas respostas fisiolégicas a um modelo
bem caraterizado de estresse: o exercicio incremental progressivo. O projeto prevé a
utilizacdo de cdes de laboratério da raca Beagle e a mensuracgéo da variabilidade da frequéncia
cardiaca, do cortisol, do lactato e das citocinas. Vale ressaltar que o exercicio incremental
progressivo € um teste ergométrico mundialmente reconhecido e tem sido utilizado em
animais domésticos e no homem.

Local do experimento: Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia
Veterinaria

Seropédica, 29 de julho de 2016

ﬁ/%b kg ,66(747‘7 ——-%_. =—_

Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Prof. Dr. Jonimar Pereira Paiva
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo
de Etica no Uso de Animais

Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio delnstituto de Veterinaria da Univer

Janeiro Janeiro

BR 465, Km 7 / Campus da UFRRJ - Seropédica - Rio de Janeiro - CEP: 23.890-000 - tel: 55 (21) 2682-3051 / fax: ---
Horario de atendimento: 22 a 62 das 8 as 17h : e-mail: ceuaiv@ufrrj.br

CEUA N 9190190216
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ANEXO 2: Termo de Consentimento

do Rio de Janeiro

| - DADOS DE IDENTIFICAQ@O DO SUJEITO DA PESQUISA E RESPONSAVEL:
A- DADOS DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE:

1) Nome do paciente:
2) Raca: Pelagem:
3) Sexo: (M) (F) Castrado? () SIM ( ) NAO
4) Data de Nascimento: / /

B- DADOS DE IDENTIFICACAO DO RESPONSAVEL LEGAL:

5) Nome:

6) ldentidade: Sexo: (M) (F) 10)
Endereco:
Bairro: Cidade:
CEP: Telefone:

Il - DADOS DA PESQUISA:

PROGRAMA DE POS GRADUACAO MEDICINA VETERINARIA E CIENCIAS
CLINICA

A- TITULO DO PROTOCOLO DA PESQUISA:

“EFEITO DA ACUPUNTURA NOS NIVEIS DE CORTISOL E NA VARIABILIDADE DO
INTERVALO CARDIACO DE CAES SUBMETIDOS AO EXERCICIO INCREMENTAL
PROGRESSIVO”

B- PESQUISADORES: PESQUISADOR:

MARIMAR MAYWORM BECK — MESTRANDA PESQUISADORA:
MAGDA ALVES MEDEIROS — ORIENTADORA

C- GRAU DE RISCO DA PESQUISA:

SEM RISCO

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA:

87

A - Acesso, a qualquer tempo, as informagGes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.
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B - Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do
estudo.

C - Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

V. INFORMACOES DE NOMES E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS:

Mestranda, Med. Vet. Marimar M. Beck Profd Dré. Magda Alves Medeiros
Cel: (21) 98184-6997 Cel: (21) 994278179
E-mail: marimar.beck@hotmail.com E-mail:

magda.medeiros@gmail.com

VI - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que foi
explicado, consinto que meu animal participe do presente Protocolo de Pesquisa.

Petropolis, de de 2016.

Assinatura do responsavel legal

Assinatura do pesquisador
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ANEXO 3: Tabela do Protocolo de Adaptacdo ao Treinamento a Esteira Ergométrica

TREINO 1 | PESO | MEDIDA VELOCIDADE | TEMPO | BAIA | DIA
(cernelha)

A

B

C

D

TREINO 2 | PESO | MEDIDA VELOCIDADE | TEMPO | BAIA | DIA
(cernelha)

E

F

G

H

TREINO 3 | PESO | MEDIDA VELOCIDADE | TEMPO | BAIA | DIA
(cernelha)

|

J

L

D

TREINO 4 | PESO | MEDIDA VELOCIDADE | TEMPO | BAIA | DIA
(cernelha)

M

N

0]

P
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DIA:

ANEXO 4: Protocolo de Experimento EIP em Caes
Controle horéario - TREINO - DIA

Ordem Hora

POLAR C1

Hora Antes

TREINO

Inicio/Final

Cc2 C3

15min 1h

C4

3h

C5

6h

C6 C7 Grupo

12h | 24h

CTL

CTL

ACUP

ACUP

ACUPUNTURA

DIA:

Acupuntura

E36

PC6

BP6

A

B
C
D

VELOCIDADE/TEMPO

DIA:

EIP

Velocidade

Inclinacéo

Tempo

ol O W X
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