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RESUMO

GODOI, Tatianne Leme Oliveira Santos. Influéncia da farmaco-acupuntura nas respostas
de estresse de equinos durante o transporte rodoviario. 2011. 43p. Dissertacdo (Mestrado
em Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

O transporte ¢ um potencial fator de estresse para os equinos. A exposi¢cdo repetida, ou a
reacdo exagerada e prolongada a situacdes de estresse, estdo associadas ao aparecimento de
diversas doengas. Desta forma, ¢ fundamental o uso de estratégias que possam diminuir o
potencial estressor do transporte em equinos. A acupuntura tem mostrado efeitos benéficos na
redu¢do das respostas de estresse nos estudos em animais € em humanos. A farmaco-
acupuntura, ¢ uma técnica da acupuntura que consiste na inje¢do de doses reduzidas de
farmacos em pontos de acupuntura, visando o efeito terapéutico sem os efeitos colaterais
indesejaveis da dose total do farmaco. Acepromazina (ACP) ¢ um fenotiazinico, comumente
utilizado para produzir tranquilizagdo em procedimentos clinicos ou cirurgicos e no transporte
de animais. O presente experimento comparou o efeito da farmaco-acupuntura (VG1- ACP
1/10; injecao de 1/10 da dose usual de acepromazina no ponto de acupuntura VG1), da aqua-
acupuntura (VG1-SAL; injecdo de salina no ponto de acupuntura VG1), da acepromazina
(CTL- ACP; 0,1mg/kg, IM na tdbua do pescoco) e da injecdo de salina na tabua do pescogo
(CTL-SAL) nas respostas de estresse de equinos saudaveis submetidos ao estresse de
transporte rodoviario (2,5 horas de duracdo). Os tratamentos foram realizados imediatamente
antes do embarque e foram avaliadas as respostas comportamentais (escore de atividade),
temperatura corporal, frequéncia respiratdria, frequéncia cardiaca (mensurada através de um
frequencimetro cardiaco) e o nivel de cortisol sérico (mensurado por radioimunoensaio).
Foram utilizados 16 equinos machos, sendo transportados 8 animais por viagem, onde cada
animal foi transportado duas vezes, com uma semana de intervalo entre as viagens,
totalizando 4 viagens e 8 animais por grupo. A posi¢ao no caminhdo e os tratamentos foram
inteiramente casualisados. O transporte rodoviario promoveu aumento na frequéncia cardiaca
(FC Med, FC Max e FC Min), na frequéncia respiratoria, na temperatura corporal e nos niveis
de cortisol sérico. A farmaco-acupuntura (VG1-ACP 1/10) foi capaz reduzir o aumento da FC
Med induzida pelo estresse, sem alterar outros parametros estudados. A aqua-acupuntura
(VGI-SAL) ndo alterou nenhum dos parametros estudados. A acepromazina (0,1mg/Kg, IM)
produziu sedacgao consideravel e bloqueou o aumento da frequéncia respiratoria induzida pelo
estresse, sendo possivel sugerir depressdo respiratoria. Além disso, a acepromazina nao
preveniu o aumento dos niveis de cortisol induzido pelo estresse. Estes resultados sugerem
que o uso da acepromazina no transporte em equinos deve ser considerada com cautela.
Outros tipos de estimulacdo de pontos de acupuntura devem ser testados para verificar o
efeito benéfico desta terapia para reducao do estresse em equinos.

Palavras-chaves: acepromazina, cavalo, medicina tradicional chinesa
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ABSTRACT

GODOI, Tatianne Leme Oliveira Santos. Influence of pharmaco-acupuncture on stress
responses in horses during road transport. 2011. 43p. Dissertation (Master in Veterinary
Medicine Veterinary Institute, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2011.

Transport is a potential stressor for horses. Repeated, prolonged or exaggerated reactions to
stress are associated with the onset of several diseases. Thus, it is essential to use strategies
that can reduce the potential stressor of transport in horses. Acupuncture has shown beneficial
effects in reducing stress responses in studies in animals and humans. The pharmaco-
acupuncture is a technique of the acupuncture that involves the injection of low doses of
drugs to acupuncture points, aiming the therapeutic effect without the unwanted side effects
of the total dose of the drug. Acepromazine (ACP) is a phenothiazine, commonly used to
produce sedation in clinical or surgical procedures and animal transport. This experiment
compared the effect of pharmaco-acupuncture (Group-VG 1- ACP 1/ 10; injection of 1/10 the
usual dose of acepromazine at the acupoint VG 1), the aquapuncture (VG 1-SAL, saline
injection at the acupoint VG 1), acepromazine (CTL-ACP; 0.1mg/Kg, IM in the neck) and the
injection of saline in the neck (CTL-SAL) in the stress responses of healthy horses
undergoing the stress of road transport (2,5 hours). The treatments were carried out
immediately prior to loading and were evaluated the behavioral responses (activity score) and
body temperature, respiratory rate, heart rate (measured using a heart monitor) and serum
cortisol level (measured by radioimmunoassay). Sixteen male horses were used, 8 animals
being transported per trip, where each animal was transported twice with one week interval
between trips, totalizing 4 trips and 8 animals per group. The position on the truck and the
treatments were fully randomized. The road transport increased heart rate (HR Med, HR Max
and HR Min), respiratory rate, body temperature and serum cortisol levels. The pharmaco-
acupuncture (VG 1-ACP 1/10) was able to reduce the stress-induced increase of HR Med,
without changing other parameters. The aquapuncture (VG 1-SAL) did not alter any of the
parameters studied. Acepromazine (0.1 mg / kg, IM) produced significant sedation and
blocked the increase in respiratory rate induced by stress, which may suggest respiratory
depression. In addition, acepromazine did not prevent the stress-induced increase of the
cortisol levels. These results suggest that the use of acepromazine in horses in transport
should be considered with caution. Other types of stimulation of acupuncture points should be
tested to verify the beneficial effect of this therapy to reduce stress in horses.

Keywords: acepromazine, horse, medicine tradicional chinese.
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1. INTRODUCAO

A necessidade de transporte de equinos para fins de competi¢do, criacdo, lazer, venda
e abate tem aumentado significativamente ao longo dos anos. Entretanto, durante o transporte
os animais podem ser submetidos a uma ampla gama de fatores estressantes que
frequentemente estdo associados ao aparecimento de doengas. Desta forma, fazem-se
relevantes estratégias para minimizar o estresse, almejando a conservacdo do bem estar e
satide dos mesmos.

A administra¢do de farmacos a fim de reduzir o estresse deles no transporte, tem sido
amplamente utilizada, porém essa pratica pode gerar no animal efeitos colaterais nao
satisfatorios.

A acupuntura ¢ uma das terapias da Medicina Tradicional Chinesa (MTC) utilizada no
tratamento e prevencdes de doencas, que visa a harmonia da energia vital (Qi) através da
manutengdo do estado de equilibrio do corpo. Um dos muitos usos clinicos da acupuntura ¢ o
tratamento dos efeitos deletérios do estresse. Uma das técnicas de estimulacdo de pontos de
acupuntura ¢ a farmaco-acupuntura, que consiste na aplicacdo de farmacos em pontos de
acupuntura. E um método muito utilizado em grandes animais, pois requer um curto periodo
de contengdo, utiliza materiais de facil acesso como a agulha hipodérmica e doses reduzidas
de farmacos. Esta técnica objetiva a obtencdo dos resultados terapéuticos esperados, sem 0s
efeitos colaterais indesejaveis da dose total do farmaco.

A mensuragdo dos niveis de estresse pode ser realizada através de pardmetros
fisiologicos e comportamentais. Em equinos, as respostas de estresse sdo bem descritas e
incluem, além da elevacdo do cortisol plasmatico e salivar, elevadas frequéncias respiratorias
e cardiacas (e da variabilidade da frequéncia cardiaca), aumento da temperatura corporal e da
pressdo arterial e de expressdo facial tipica, entre muitos outros sinais comportamentais
especificos.

No presente experimento avaliaremos a atuagao da farmaco-acupuntura (1/10 da dose
de Acepromazina) no ponto VG1 sobre o estresse induzido pelo transporte rodovario em
equinos através da andlise de parametros comportamentais, fisiologicos (frequéncia cardiaca,
temperatura, frequéncia respiratoria) e enddcrinos (niveis séricos de cortisol).

1.1 Justificativa

Frente a necessidade de redugdo do estresse durante o transporte de equinos e ao fato
de que os farmacos utilizados para esse fim podem gerar efeitos indesejaveis, justifica-se a
execugao de um estudo empregando a farmaco-acupuntura prévia ao transporte de equinos.



1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

Estudar o efeito da farmaco-acupuntura nas respostas de estresse de equinos saudaveis
submetidos ao estresse de transporte rodoviario.

1.2.2 Especificos

e Estudar o efeito da estimulagdo do ponto de acupuntura VGI com acepromazina
0,01mg Kg™ (1/10 da dose usual) nas respostas comportamentais de equinos saudaveis
submetidos ao estresse de transporte rodoviario.

e Estudar o efeito da estimulagdo do ponto de acupuntura VGI com acepromazina
0,0lmg Kg' (1/10 da dose usual) nas respostas endécrinas (cortisol sérico e salivar)
de equinos saudaveis submetidos ao estresse de transporte rodoviario.

e Estudar o efeito da estimulacdo do ponto de acupuntura VG1 com acepromazina
0,0lmg Kg"' (1/10 da dose usual) nos pardmetros fisiologicos como frequéncia
cardiaca, temperatura corporal e frequéncia respiratoria de equinos saudaveis
submetidos ao estresse de transporte rodoviario.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neurobiologia do Estresse

Estresse, segundo Seyle (1936), seria a situagdo gerada por um desafio ao qual um
organismo estaria submetido. Sendo assim estresse ¢ o termo referente a condi¢do provocada
por um desafio, e o neologismo estressor designa o agente causador do estimulo. Em certo
sentido, o estresse pode ser definido como qualquer ameaga a homeostase. Para atingir ou
manter a homeostase, reagdes adaptativas sao desenvolvidos pelo organismo. Tais reagdes
podem ser especificas para um determinado agente ou genéricas e inespecificas, mais em
funcdo da intensidade do estressor e ndo a sua natureza (CHROUSOS; LORIAUX; GOLD,
1988). A resposta a um estimulo estressor ¢ fundamental para homeostase de um ser vivo e
sua sobrevivéncia. Nas condi¢des de estresse (homeostase desafiada), o organismo reage por
meio da ativagdo e desativacdo de mecanismo de controle de varias fungdes para recuperar e
manter a homeostase. As respostas adaptativas podem ser insuficientes para restabelecer ou
manter a homeostase (FRANCI, 2005) e a resposta inadequada a um estimulo estressor pode
representar risco de doencas.

A informacgdo relacionada ao estressor proveniente de sistemas sensoriais principais:
como pistas interoceptivas, como a volemia e a osmolaridade e/ou pistas exteroceptivas, como
o cheiro do predador ¢ enviado ao cérebro, que recruta sistemas neurais € neuroendocrinos
(efetores) para minimizar o evento estressor para o animal. As respostas fisioldgicas ao
estresse envolvem uma associacdo de sistemas altamente eficientes e integrados e objetiva a
manutenc¢do da integridade fisioldgica, mesmo nas circunstancias de demanda (ULRICH-LAI;
HERMAN, 2009).

Em uma situacdo de estresse, dois eixos neuroendocrinos sao ativados: o sistema
simpato-adrenomedular (SAM), que promove aumento da secre¢do de catecolaminas e
consequentemente excitacdo rapida do sistema cardiovascular, levando a um aumento da
frequéncia cardiaca e da pressdo arterial; e o eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA), que
leva a um aumento na producdo de cortisol, € consequente mobiliza¢ao de energia (ULRICH-
LAI; HERMAN, 2009) (ver figura 1).

O cérebro desencadeia respostas de estresse que sdo compativeis com a natureza do
estimulo. Estressores fisicos, como a perda de sangue, infec¢do e dor, exigem uma imediata
reacdo '"sistémica", que ¢ desencadeada por mecanismos reflexos. O cérebro também
responde a estressores nao-fisicos ou "psicogénicos" com base em experiéncia prévia ou
programas inatos. Estas respostas exigem processamento na parte frontal do cérebro e podem
ocorrer em antecipagdo ou em reagdo a eventos estressantes (ULRICH-LAI; HERMAN,
2009).
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Figura 1: Ativacdo simpato-adrenomedular (SAM) e do eixo do HPA como sistemas primdrios para a
manutengdo e restabelecimento da homeostase. A exposi¢do ao estressor resulta em ativagdo de neurdnios pré-
ganglionares simpaticos na coluna intermediolateral da medula espinhal toracolombar (T1 a L2). Estes neurdnios
pré-ganglionares se projetam para ganglios pré e para vertebrais que entdo terminam em Orgdos alvo e nas
células cromafins da medula da adrenal. Esta ativagdo simpatica (em circulos) representa a resposta classica de
luta e fuga, que foi primariamente caracterizada por Walter Cannon e colaboradores no inicio do século passado
e leva a um aumento dos niveis de adrenalina (proveniente da adrenal) e de noradrenalina dos terminais
simpaticos, aumento da frequéncia e da forca de contragdo do coragdo, vasoconstricdo periférica e mobilizacao
de energia. O tonus parassimpatico também ¢ mobilizado durante o estresse. No sistema parassimpatico (em
estrelas), representa a ativagdo de nucleos pré-ganglionares cranios-sacrais ativam nucleos pos-ganglionares
localizados préoximos aos 6rgdos inervados, com efeito geralmente oposto ao sistema simpatico. Para o eixo
HPA, a exposicao ao estressor ativa neuronios hipofisiotréficos no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN)
que secretam hormdnios de liberacdo, como hormdnio liberador de corticotropina (CRH) e vasopressina (AVP)
na circulagéo porta da eminéncia média. Estes hormodnios 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 liberagdo dos hormdnios glicocorticoides (cortisol em cavalos). Os glicocorticdides circulantes
promovem a mobilizagdo de energia estocada e potencializam numerosos efeitos simpaticos, como a
vasoconstri¢do periférica. Além disso, o cortex da adrenal é diretamente inervado pelo sistema simpatico, que
regula a liberac@o de cortisol. Entdo a ativacdo do sistema simpatico ¢ do eixo HPA tem a¢des complementares
no organismo, incluindo a mobilizagdo de energia e a manutencdo da pressdo arterial durante o estresse
(ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

Diversas estruturas cerebrais estdo envolvidas nas respostas de estresse. A figura 2
apresenta um esquema geral das vias neurais que regulam as respostas de estresse. Estruturas
limbicas prosencefalicas, hipotdlamo e o tronco encefalico recebem aferéncias de outras
regides € promovem a excitacdo ou inibicdo do eixo HPA e do SNA. Algumas estruturas
limbicas como o hipocampo e o cortex pré-frontal possuem atividade modulatoria sobre o
eixo HPA, enquanto que diferentes nucleos da amigdala excitam tanto o eixo HPA como o
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SNA. Desta forma a integracdo da atividade destas estruturas cerebrais ¢ responsavel pela
modulacdo da magnitude da resposta de estresse. Além disso, vale ressaltar que a ativacao de
diferentes estruturas limbicas ¢ responsavel pela sensagdo de ansiedade durante uma
experiéncia de estresse. A hiperativagdo da amigdala ou a hipoativagdo de neurdnios
hipocampais pode resultar em uma resposta de estresse exacerbada (ULRICH-LAI,

HERMAN, 2009).
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Figura 2: Esquema geral das vias cerebrais regulatorias de estresse agudo. Estressores ativam o tronco cerebral
e/ou estruturas limbicas do prosencéfalo. O tronco cerebral pode gerar respostas rapidas do eixo HPA e do
sistema nervoso autéonomo (SNA) através de proje¢des diretas para os neurdnios hipofisiotroficos no nucleo
paraventricular do hipotadlamo (PVN) ou para neurénios pré-ganglionares autdnomos. Por outro lado, regides
limbicas do prosencéfalo (regulagdo “top-down”) ndo tém ligagdes diretas com o eixo HPA ou o SNA e,
portanto, necessitam de outros neurdnios antes que possam acessar O0s neurdnios autondmicos ou
neuroenddcrinos. Uma alta propor¢do desses neurdnios intermedidrios estd localizada em nucleos hipotalamicos
que também respondem ao status homeostaticos, proporcionando um mecanismo pelo qual a informacao
descendente limbica pode ser modulada de acordo com o estado fisiologico do animal ("gestdo intermedidria").
BST, nucleo leito da estria terminal; OCV, 6rgdo circunventriculares; SAM, sistema simpato-adrenomedular
(ULRICH-LAIL; HERMAN, 2009).

O Cortisol, hormonio final do eixo HPA, interage com as células através da ligacdo a
dois receptores: o receptor glicocorticdéide (GR) e o receptor de mineralocorticéide (MR). O
GR ¢ encontrado na maioria dos tecidos do corpo, incluindo a maioria das areas do cérebro.
No rim e em outros tecidos a aldosterona liga-se ao MR durante a regulagdo da reabsorcao de
sodio, mas o MR também esta presente no hipocampo, onde se liga o cortisol. Estes
complexos esterdide-receptores, entdo, interagem com o DNA, para iniciar ou para reprimir a
transcrigdo de genes especificos, a fim de regular a sintese de proteinas que provocam
alteragOes fisioldgicas em resposta ao estresse.

O cortisol tem 10 vezes mais afinidade a0 MR que ao GR. Em niveis baixos de
cortisol ou situagdes de auséncia de estresse, a maior parte do cortisol liga-se aos MRs no
cérebro (principalmente no hipocampo) e modula a atividade basal do eixo HPA e o
aparecimento de resposta ao estresse. Como os niveis de cortisol mais altos, o GR se torna
cada vez mais ligado, reduzindo a atividade do eixo HPA (mecanismo de “feed-back”
negativo). No entanto a ativagdo cronica deste receptor esta ligada a varios distirbios
cognitivos relativos ao estresse (DE KLOET; OITZL; JOELS, 1999).

Apesar das respostas de estresse serem fundamentais para a sobrevivéncia das
espécies, a ativagdo constante das respostas de estresse pode produzir efeitos deletérios. Esta
hiperativagdo pode ocorrer pela exposicdo repetida a situagdes de estresse ou a uma
sensibilidade exagerada do individuo a situagdes corriqueiras, levando a uma resposta de
estresse prolongada e aumentada. O prolongamento temporal da exposicdo ao estresse
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("estresse cronico") provoca aumento consideravel do tonus basal do eixo HPA, assim como
aumento da reatividade ao estresse. Estas mudangas ocorrem apesar da secre¢do basal de
glicocorticoides ser alta e cumulativa, sugerindo que existem mecanismos para contornar a
inibicdo do “feedback” negativo, eixo HPA (AKANA et al., 1992). O resultado final ¢ a
hipersecrecao basal de glicocorticoides, hipertrofia adrenal e / ou atrofia do timo (ULRICH-
LAI et al., 2006), um aumento na tonus central do eixo HPA, baixa regulacdo dos receptores
de glicocorticdides (GR) em regides-chave de “feedback™ do eixo HPA (HERMAN et al.,
1995), facilitacdo de respostas de corticosterdide a estressores novos (AKANA et al., 1992),
reducgdo da eficacia do “feedback” negativo dos glicocorticdéides (MIZOGUCHI et al., 2003);
depressdo e alteragdes comportamentais (WILLNER et al., 2005). Todas estas seqiielas
podem ser associadas a mudangas nas vias centrais responsaveis pela regulagdo do eixo HPA,
incluindo com destaque as vias que medeiam as respostas antecipatdrias ao estresse, como a
amigdala (hipertrofia dentritica) e o hipocampo (atrofia dentritica e reducdo da sensibilidade
ao GR) (JANKORD; HERMAN, 2008).

Além do aumento da sensibilidade ao estresse subsequente, a exposicao cronica ao
estresse tem sido associada a varias condi¢des. Na tabela 1 estdo correlacionadas as respostas
de estresse com os disturbios relativos ao estresse.

Tabela 1: Relacdo das respostas de estresse e os disturbios relativos ao estresse

Respostas ao Estresse Desordens relativas ao Estresse
Mobilizagdo de energia Miopatia, fadiga, diabetes

Aumento do tonus cardiovascular Hipertensdo induzida por estresse

Supressdo da digestdo Ulcera gastrica

Supressdo do crescimento Darwinismo psicogénico

Supressao da reproducao Amenorréia, impoténcia, diminui¢do da libido
Supressdo do sistema imune Incremento de risco de doencgas

Modelagem da cogni¢ao Morte celular

(SAPOLSKY, 1992)

2.1.1 Marcadores de Estresse

A mensuragdo dos niveis de estresse pode ser realizada através de pardmetros
fisiologicos e comportamentais. Em equinos, as respostas de estresse sdo bem descritas e
incluem, além da elevacdo do cortisol plasmatico e salivar, elevadas frequéncias respiratorias
e cardiacas (e da variabilidade da frequéncia cardiaca), aumento da temperatura corporal e da
pressdo arterial e de expressdo facial tipica entre muitos outros sinais comportamentais
especificos (DOBROMYLSKY]J et al., 2000; SCHATZMANN, 2000; RIETMANN et al.,
2004). Os niveis de cortisol estdo relacionados positivamente com a frequéncia cardica (FC),
frequéncia respiratoria (FR) e com a temperatura retal. Os valores das correlagdes dos niveis
de cortisol com as caracteristicas fisiologicas demonstram uma estreita relacdo entre estas
variaveis, o que caracteriza uma reagdo do organismo animal a presenca de possiveis agentes
estressores (TEIXEIRA; PADUA, 2002).



2.2 Transporte como fator de estresse para equinos

O transporte ¢ um potencial fator estressante para as varias espécies de animais
domésticos e em cativeiro. O cavalo tem sido transportado ao longo de séculos, sendo o
primeiro meio de transporte o navio e depois o trem. Com o aumento dos esportes eqiiestres,
recentemente elevou-se rapidamente o nimero de animais transportados por estradas e por via
a¢rea (CREGIER, 1982; FRIEND, 2001).

Durante o transporte, cavalos podem ser submetidos a uma ampla gama de estressores
em potencial, incluindo o isolamento dos companheiros de rebanho, proximidade forcada com
cavalos estranhos ou agressivos, ou com ambiente ameagador, exposi¢ao a novos patdogenos,
privacdo de atividades padrdes normais, adog¢do forcada de uma postura anormal,
temperaturas extremas, privagao de agua e comida, temperatura e alimentacao, ¢ submissao a
poeira e particulas suspensas no ar. H4 muito se sabe que o transporte pode estar associado a
morbidade em cavalos. O termo "febre do transporte" foi originalmente utilizado para a
pneumonia que normalmente ocorria em cavalos transportados durante a I Guerra Mundial
(KING, 1992). No entanto, com o treinamento e experiéncia adequados, muitos cavalos
facilmente se adaptam ao transporte em uma ampla gama de veiculos (FRIEND, 2001).

O transporte, geralmente, ¢ um fator de estresse em cavalos que pode, por exemplo,
levar a reativacdo da salmonelose (OWEN; FULLERTON; BARNUM, 1983), clevar a
frequéncia cardiaca (CLARK; FRIEND; DELLMEIER, 1993; SMITH et al., 1994; WARAN;
CUDDEFORD, 1995) e causar aumento do cortisol (CLARK; FRIEND; DELLMEIER, 1993;
FRIEND et al.,, 1998; FRIEND, 2000; STULL; RODIEK, 2000) que sdo alteragdes
indicativas de estresse agudo. Cavalos apresentam desidratagdo acentuada apds 24h e
desidratacao extrema apos 28h de transporte em condi¢des quentes e Umidas, quando ha
pouco resfriamento noturno. Dar dgua aos cavalos a bordo de trailers alivia a desidratacao,
mas a fadiga pode tornar-se extrema apds 28 h de transporte (FRIEND et al, 1998; FRIEND,
2000; STULL; RODIEK, 2000). Transportes de pequena dura¢do ndo tem sido relacionado a
um aumento na incidéncia de morte embrionaria (BAUCUS et al., 1990a), nem a alteragdes
de comportamento durante o estro, na ovulacao, no ciclo estral, ou nos picos de estradiol ou
LH (BAUCUS et al., 1990b). No entanto MCGee (1969), ndo recomenda o transporte de
longa distancia de éguas em final da gestagdo porque o transporte pode levar a ruptura da
artéria uterina e a posterior morte da égua. Na interpretacdo destes estudos, ¢ importante
perceber que a maioria dos pesquisadores tem utilizado relativamente cavalos mansos que tém
experiéncia em ser transportados ou aceitam facilmente ser transportado (FRIEND, 2001).

Ao comparar as alteragoes de algumas enzimas plasmaticas e de parametros
bioquimicos do sangue, Codazza,; Maffeo; Redaelli (1974) constataram que, em geral, o
transporte (300 km) tem um efeito diferente do exercicio sobre a funcdo muscular. No
entanto, eles concluiram que cavalos ainda devem ser transportados pelo menos 48 h antes
uma corrida para permitir que os valores bioquimicos retornem ao normal. Quando os cavalos
foram transportados apenas 90 km, o transporte ndo teve efeito significativo sobre as
concentragdes s€ricas de sddio, potassio, cloreto, glicose, ou total proteina ou no submaximo
exercicio seguinte (BEAUNOYER; CHAPMAN, 1987).

O transporte também pode resultar em danos fisicos para cavalos. Isso pode ocorrer
através de colisdes envolvendo o transporte de veiculos, paradas subitas, fadiga, perda de
equilibrio, ou ataques de cavalos agressivos. Somado a estes fatores, o uso da forca no
embarque e o desembarque do caminhdo de transporte sdo fatores adicionais de estresse para
o cavalo. O uso da forca ou a indugdo de dor aumentam muito a probabilidade de lesao no
cavalo e no manipulador e, invariavelmente, sdo situacdes estressantes para o cavalo e
frustrante para o manipulador. Além do risco de dano fisico, esse estresse e a frustragao
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também podem ser prejudiciais para a relacdo entre cavalo e manipulador e ter um impacto
negativo sobre a formacdo do animal (SHANAHAN, 2003). Baseado no aumento das
concentragcdes de cortisol plasmatico foi repetidamente demonstrado que o transporte ¢
estressante para os cavalos (BAUCUS et al., 1990a; BAUCUS et al., 1990b; CLARK;
FRIEND; DELLMEIER, 1993; SMITH et al., 1996; FRIEND, 2000, STULL; RODIEK,
2000; FAZIO; FERLAZZO, 2003; FAZIO et al., 2008). Schmidt e colaboradores (2010)
usaram técnicas nio-invasivas, tais como a analise do cortisol salivar e analise de metabolitos
de cortisol nas fezes a fim de evitar reagdes de estresse dos animais por puncdo venosa
repetida. A andlise do cortisol na saliva e no plasma de cavalos reflete alteragdes agudas na
liberagdo de cortisol (SCHMIDT et al. 2009). Enquanto que a andlise de metabolitos do
cortisol das fezes, devido ao tempo de passagem intestinal (PALME et al., 1996) aumenta
somente 4h ap6s um aumento no sangue e refletem principalmente situagdes estressantes
prolongadas (PALME e MOSTL, 1997; MERL et al., 2000). O transporte de cavalos também
provoca mudangas na frequéncia cardiaca (CLARK; FRIEND; DELLMEIER, 1993;
WARAN, 1993; SMITH et al., 1994; WARAN; CUDDERFORD, 1995; WARAN, 1996) e
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) (OHMURA; HIRAGA; AIDA, 2006).
Variabilidade da frequéncia cardiaca, ou seja, as flutuagdes de curto prazo do ritmo cardiaco
sdo resultado das influéncias antagdnicas do sistema nervoso simpatico e parassimpatico
sobre o nodulo sinoatrial. Deste modo, reflete o equilibrio existente de tonus simpatico e
parassimpéatico (vagal). Por isso, a variabilidade da frequéncia cardiaca ¢ utilizada como um
indicador para a resposta do sistema nervoso autonomo ao estresse (SCHMIDT et al., 2010).

Com base no potencial efeito estressor do transporte para equinos, deve-se buscar
estratégias para minimizar o estresse de animais transportados. No Brasil, a lei de Bem-estar
animal, Instru¢@o Normativa n°® 56 de 2008, preconiza o manejo cuidadoso e responséavel nas
varias etapas da vida do animal, desde o nascimento, criagdo e transporte, sendo de extrema
importancia o manejo e o transporte de forma adequada, objetivando reduzir o estresse e
evitar contusoes e sofrimento desnecessario (BRASIL, 2008).

2.3 Acupuntura e Medicina Tradicional Chinesa

A acupuntura ¢ derivada dos radicais latinos “acus e pungere”, que significam agulha e
puncionar respectivamente. Este procedimento visa a terapia e cura das enfermidades pela
aplicacdo de estimulos através da pele, com a inser¢ao de agulhas em pontos especificos
(WEN, 1989; JAGGAR, 1992; SCHOEN, 2001) chamados acupontos.

Segundo hipotese de Mann (1992), a inervagdao da pele recebe e envia os impulsos
oriundos de diferentes regides do corpo. Quando um 6rgao se encontra enfermo, gera-se um
estimulo doloroso nos terminais nervosos sobre a pele. Trata-se de um disturbio, que torna o
local afetado da pele doloroso ao ser pressionado. Este estimulo pode ser sentido ao longo da
pele através dos meridianos onde se localizam a maioria dos pontos de acupuntura. Quando
uma agulha fina é colocada no ponto sensivel e as fibras nervosas sdo estimuladas. O impulso
vai para o tronco encefalico e de la retorna para o 6rgao doente, restabelecendo assim o seu
equilibrio normal.

O mecanismo da Acupuntura proposto ¢ baseado no principio de manter ou recuperar
a homeostase. Muitos esforcos tém sido feitos para estabelecer adequadamente as
propriedades e caracteristicas desses mecanismos em termos de neuroanatomia,
neurofisiologia e neuroquimica (TIRGOVISTE, 1975; YAMAMURA, 1993;). Um dos muitos
usos clinicos da acupuntura é o tratamento do estresse (GUIMARAES et al., 1997).

A acupuntura equina tem desempenhado um papel importante na civilizagdo chinesa
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desde os tempos antigos. O terapeuta da medicina tradicional chinesa se empenha em ver o
paciente e a doenca nos termos da relagdo mutua que apresentam e, entdo auxilia o corpo a
retornar ao estado de equilibrio (LIMEHOUSE; TAYLOR-LIMEHOUSE, 2006).

A satde pode ser definida como um estado de harmonia entre o corpo € o seu
ambiente interno e externo. Quando existe um estado de harmonia, diz-se que o organismo se
adaptou com éxito ao seu ambiente interno e externo, podendo assim manter suas fungdes. Os
fatores que influenciam o ambiente externo incluem nutricdo, clima e forcas geofisicas e
eletromagnéticas. Fatores internos incluem influéncias hereditarias, sistema neuroendocrino e
estado emocional. Sob este conceito a saude ndo ¢ absoluta, mas um estado relativo de estar.
(LIMEHOUSE; TAYLOR-LIMEHOUSE, 2006).

A doenca surge quando ha desequilibrio dentro do ambiente interno ou entre os
ambientes interno e externo. A doenga normalmente se origina como resultado de diversas
causas ocorrendo juntas e sobrecarregando o mecanismo homeostatico do corpo
(LIMEHOUSE; TAYLOR-LIMEHOUSE, 2006).

2.3.1 Pesquisa cientifica em Acupuntura

Muitos estudos demonstraram os efeitos da acupuntura no estresse. Liao (1978)
demonstrou que a estimulagao elétrica do ponto E36 (conhecido também por Zusanli) inibiu a
hipersecrecdo de corticosterona induzida pelo estresse de imobilizagdo em coelhos. Em
individuos saudaveis, a acupuntura nos mesmos pontos, significativamente reduz as elevacoes
na pressao arterial induzida pelo estresse (MIDDLEKAUFF; YU; HUI, 2001). Em ratos, a
eletroacupuntura nos pontos PC6 e C3 reduziu os niveis de adrenalina e noradrenalina, a
frequéncia cardiaca e a pressdo arterial de animais submetidos ao estresse de imobilizagdo
(YANG et al., 2002).

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

Além destes efeitos moduladores das respostas de estresse, estudos recentes tém
comprovado a indicagdo milenar do uso da acupuntura para o tratamento de alteracdes
cognitivas. A estimulacdo elétrica transcutanea (TENS) ¢ capaz de melhorar a memoéria de
curta e longa duracgao, a fluéncia verbal, as funcdes fisicas e afetivas de pacientes com Doenca
de Alzheimer (GUO et al., 2002). Em ratos, a acupuntura atenua os déficits na resposta da
esquiva passiva causados pela ciclohexamida, mas nao tem efeito nas alteragcdes causadas pela
escopolamina (CHANG et al., 1999). Estes efeitos da acupuntura nas fungdes cognitivas
podem estar relacionados a alteracdes plasticas do SNC. A estimulacao do ponto Zusanli
(E36) ¢ capaz de aumentar a proliferacdo celular no giro denteado (KIM et al., 2003),
diminuir a expressdo de c-Fos e a apoptose no CA1l (JANG et al., 2003) de gerbils apds
isquemia causada por oclusdo das cardtidas. Além disso, a acupuntura também se mostrou
efetiva nas alteragdes plasticas induzidas por estresse. A estimulacao do ponto TA7 aumentou
a neurogénese de animais submetidos ao estresse de separagdo materna (PARK et al., 2002) e
a eletroacupuntura no ponto Zusanli aumentou a expressdo de fatores neurotroficos no
hipocampo de ratos submetidos ao estresse de imobilizagdo (YUN et al., 2002).
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No presente experimento como forma de redugdo do estresse serd usado associagdo da
acupuntura com farmaco acepromazina. Esta técnica de introduzir um farmaco num ponto de
acupuntura ¢ conhecida como firmaco-acupuntura. E um método da acupuntura muito
utilizado em grandes animais, pois requer um curto periodo de contenc¢do e utiliza materiais
de facil acesso como a agulha hipodérmica, ¢ as doses dos farmacos administrados sdo
reduzidas, e mesmo assim apresentam o resultado esperado sem os efeitos colaterais
indesejaveis. Se no ponto de acupuntura for introduzido dgua destilada ou soro fisioldgico
estd técnica denomina-se aqua-acupuntura. O objetivo dessa técnicas ¢ fornecer um estimulo
mecanico prolongado no acuponto (LUNA et al, 2008).

Outras substancias também podem ser utilizados para esse fim como glicose e
vitaminas. Sangue autdlogo (hemopuntura) e veneno de abelha (apipuntura) sdo injetados
principalmente para efeitos antiinflamatérios (BAEK et al., 2006; LEE et al., 2005)
.Recentemente, farmaco-acupuntura, ou seja, injecao de doses subclinicas de drogas em
pontos de acupuntura, tem sido aprovada com resultados bem sucedidos. Autores chineses
afirmam que esta técnica aumenta o periodo de estimulo mecanico e produz efeitos
semelhantes aos de doses convencionais (ZHANG; WU; JIANG, 2005 ;JIN; XU; ZHENG,
2006).

O acuponto Hou Hai, também chamado Chang Qiang (Vaso Governador 1-VGI), tem
indicacdo sedativa. No entanto, VG1 ¢ um acuponto de sedagdo pouco utilizado em seres
humanos devido a sua localizag¢do, no ponto médio da linha que liga o fim do céccix e o anus,
abaixo da ponta do coccix. Por outro lado, em cavalos, VG 1, situada entre o anus ¢ a cauda, ¢
um ponto de facil acesso (LUNA et al, 2008).

2.3.1 Caracteristicas do ponto segundo a Medicina Tradicional Chinesa

Localizado numa depressao entre o anus e a base ventral da cauda.
Natureza do VG1: ponto de conexdo do Vaso Governador
Indicagoes:

e Regulariza os Vasos Governador e Diretor

e Resolve a umidade-calor

e Acalma a mente

Este ¢ o ponto de inicio e de Conexdo do Vaso Governador. Sendo o ponto de
conexao, conecta-se com o vaso Diretor. Sendo a terminacdo mais inferior do Vaso
Governador, VG-1 pode ser utilizado para acalmar a mente nas patologias mentais
caracterizadas por agitacdo (MACIOCIA, 1996). Figura 3.
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Figura 3: Em A, desenho ¢ em B figura ilustrand a localizagdo do ponto do Hou Hai - VG1, em inglés GVI.
(HOLISTICVETPETCARE, 2011) Em B: Atlas de pontos de acupuntura no cavalo (IVAS)

2.4 Acepromazina

Acepromazina (ACP) ¢ um derivado fenotiazinico comumente administrado nos
animais domésticos, usado regularmente para reduzir o estresse durante o transporte e em de
procedimentos clinicos ou cirargicos. A ACP ¢ utilizada como medicac¢do pré-anestésica na
Medicina Veterindria e como tranquilizante para realizacdo de exames, tratamentos,
embarques e transporte. Esses agentes sdo classificados como antipsicéticos ou neurolépticos
e promovem tranquilizagdo leve, sem que ocorra desligamento do animal ao meio ambiente.
Ao contrario dos farmacos sedativos, incremento da dose ndo aumenta o grau de
tranquilizacdo apenas os efeitos adversos (ADAMS, 2003).

Acepromazina tem ag¢des em todos os niveis do sistema nervoso central,
principalmente a nivel subcortical, bem como em sistemas de maultiplos orgaos.
Acepromazina tem forte atividade anti-adrenérgica e uma fraca atividade anticolinérgica
periférica, além de produzir um relativamente leve bloqueio ganglionar. Possui também
ligeira atividade anti-histaminica e anti-serotonina. Os mecanismos de a¢do da droga incluem:

- a agdo como antagonista de receptores dopaminérgicos pos-sisnapticos resultando em
propriedades antipsicoticas em sintomas produtivos e improdutivos; (KANBA et al.,1994;
SEEMAN, 2002).

- acdo como antagonista de receptores serotoninérgicos (5-HT1 e 5-HT2) que resulta
em efeito antidepressivo, ansiolitico e anti-agressivo, bem como uma atenuacao dos efeitos
colaterais extrapiramidais produzidos pela acdo em receptores dopaminérgicos. O efeito como
antagonista serotonérgico também pode levar ao ganho de peso, queda da pressao arterial,
sedagdo e dificuldades ejaculacao;

- agdo em receptores histaminérgicos pode produzir sedagdo antiemese, vertigem,
queda da pressdo arterial e ganho de peso (receptores H1); (COSI, C.; KOEK,W., 2001).

- acdo como antagonista al e a2, com propriedades simpatoliticas, levando a reducao
da pressdo arterial, taquicardia reflexa, vertigem, sedacdo, hipersalivagdao e incontinéncia;
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(CAHIR; KING, 2005)

-a¢do anticolinérgico (receptors M1/M2) promovendo boca seca, visdo turva,
obstipacdo, dificuldade / incapacidade de urinar, taquicardia sinusal, alteracdes ECG-e perda
de memoria, mas a acdo anticolinérgica pode também atenuar efeitos colaterais
extrapiramidais. (CAHIR; KING, 2005)

Em cavalos, os efeitos colaterais sdo: ptose palpebral, ligeira protusdo da membrana
nictante, prolapso peniano, abaixamento de cabega e depressao cardiorrespiratoria, levando a
hipotensdo. Essa redugdo de pressao ¢ dose dependente, podendo acarretar taquicardia reflexa
e aumento da concentracdo de catecolaminas circulantes. Pode-se verificar, também,
diminui¢do da pressdo venosa central, que esta relacionado diretamente com o aumento da
frequéncia cardiaca, combinada com a redugdo da resisténcia vascular sistémica, resultando
no aumento inicial do débito cardico. Outros efeitos encontrados sdo depressao miocardica,
diminui¢do da temperatura corporal, aumento da perfusdo cutdnea e visceral, acdo
antiarritimica, diminuicdo da concentragdo de hemoglobina e vasodilatagdo esplénica. Nos
animais com estado de alerta normal, a tranquilizagdo ¢ sempre util, uma vez que diminui o
estresse e o medo, facilitando o seu manuseio (FANTONI E CORTOPASSI, 2002).

Baseado no uso corrente e nas indicagoes da ACP para o transporte de equinos
(ADAMS, 2003), neste estudo foi utilizada este farmaco como controle positivo para produzir
sedacdo e potencialmente reduzir as respostas de estresse induzidas pelo estresse de
transporte.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Os animais utilizados no presente estudo sdo provenientes do plantel da equinocultura
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

Foram utilizados 16 equinos, garanhdes, com idade entre 24 a 60 meses, pesando entre
250 - 450 kg, em condigdes saudaveis, sem sintomas de doengas, vacinados e com exame de
Anemia Infecciosa Equina negativo. Quinze animais da raga Mangalarga Marchador e um
mestico Bretdo Postier com Mangalarga Marchador.

Todos os cavalos nasceram no criatorio da Universidade e convivem desde a desmama
num pasto separado, com manejo de pastejo continuo.

Todos os procedimentos estdo de acordo com a lei de bem-estar animal, Instrucao
Normativa n° 56 de 2008, sendo o presente experimento aprovado pelo Comité de Etica na
Pesquisa da UFRRJ/ COMEP no. 23083.003626/2011-61.

3.2 Tratamentos

Os animais foram divididos em quatro grupos de tratamentos diferentes como
exemplificado abaixo:
1 GRUPO CONTROLE NEGATIVO (CTL-SAL): 0,01 ml kg' de solugdo salina
administrado por via intramuscular na tdbua do pescoco.
2 GRUPO CONTROLE POSITIVO (CTL-ACP): 0,1 mg kg' de Acepromazina 1%
administrado por via intramuscular na tdbua do pescoco.
3 GRUPO AQUA-ACUPUNTURA (VG1-SAL): 0,01 ml kg de solugdo salina administrado
no ponto de Acupuntura VGI.
4 GRUPO FARMACO-ACUPUNTURA (VG1-ACP 1/10): 0,01 mg kg de Acepromazina
1% (1/10 da dose recomendada) administrado no ponto de Acupuntura VGI.

Em todos os grupos o volume total administrado foi de 1 ml por 100kg, sendo
utilizada solu¢do salina para completar os volumes calculados para dose de acepromazina de
0,1 mg kg"'. Todos os tratamentos foram realizados imediatamente antes do embarque.

3.3 Desenho experimental

O desenho experimental foi delineamento inteiramente casualisado. Onde foram
realizadas 4 viagens com 8 animais cada, sendo estes divididos em quatro grupos de
tratamentos (perfazendo 2 animais por grupo/viagem e 8 animais por grupo). Cada um dos 16
animais foi transportado duas vezes com uma semana de intervalo entre as viagens, sendo que
cada animal foi submetido a diferentes tratamentos e diferentes posi¢des dentro do caminhio,
conforme o quadro abaixo. Quadro 1
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Quadro 1: Quadro ilustrando o desenho experimental utilizado.

Viagem 1 (Primeira vez) Viagem 3 (segunda vez)

Posigdo no | Tratamento Posigédo no | Tratamento
caminhao/Animal caminhdo/Animal

1°. Al 1. CTL-SAL 1°. A6 2. CTL-ACP

2°. A2 3. VG1-SAL 2°. A5 4. VG1-ACP/10
3°. A3 4 VGI1-ACP/10 | 3°. A8 1. CTL-SAL

4°. A4 2. CTL-ACP 4° A7 3.VG1-SAL

5°. A5 3. VG1-SAL 5°. A2 2. CTL-ACP

6°. A6 1. CTL-SAL 6°. Al 4.VGI-ACP/10
7°. A7 2. CTL-ACP 7°. A4 1. CTL-SAL

8°. A8 4. VG1-ACP/10 | 8°. A3 3. VGI-SAL
Viagem 2 (Primeira vez) Viagem 4 (segunda vez)

Posigdo no | Tratamento Posigdo no | Tratamento
caminhdo/Animal caminhdo/Animal

1°. Bl 4. VG1-ACP/10 | 1°. B6 3. VGI-SAL
2°. B2 2. CTL-ACP 2°. B5 1. CTL-SAL

3°. B3 3. VGI-SAL 3°. B8 2. CTL-ACP
4°. B4 1. CTL-SAL 4°. B7 4. VG1-ACP/10
5°. B5 4. VG1-ACP/10 | 5°. B2 1. CTL-SAL

6°. B6 2. CTL-ACP 6°. Bl 3. VG1-SAL
7°. B7 3. VGI-SAL 7°. B4 4. VG1-ACP/10
8°. B8 1. CTL-SAL 8°. B3 2. CTL-ACP

3.4 Adaptacio aos procedimentos de coleta de dados

Neste experimento, para padronizar o tempo de embarque, desembarque e coleta de
dados, foi necessario um periodo de adaptacdo dos cavalos a estes procedimentos uma vez
que os animais nao eram adaptados ao transporte. Nesses treinos, os animais antes de serem
submetidos ao embarque no caminhdo, foram condicionados as coletas de sangue, saliva, e
monitoramento dos parametros fisioldgicos a fim de minimizar no dia do experimento o
estresse relativo a estas coletas e ao embarque.

As coletas de sangue foram realizadas por pung¢do na veia jugular com agulhas para
tubos a vacuo (Vacutein®). Os equinos foram considerados adaptados as coletas de sangue
quando nao apresentarem reagdes de aversao as coletas e se mantiveram calmos.

Para as coletas de salivas, que foram realizadas com o uso de Salivettes®, os equinos
tiveram suas bocas lavadas com agua potavel 30 minutos antes de cada coleta. Para adaptagao
a coleta de saliva foi necessario adaptar o cavalo a colocagdo de uma pinga hemostatica com
cotonete proveniente do tubo Salivette®. O animal foi adaptado a coleta dentro do caminhao
de transporte. O animal que se apresentou calmo durante a colocacdo da pinga e sua
movimentagdo dentro da boca, este foi considerado adaptado ao procedimento.

No Galpao dos Garanhdes foi construido um embarcadouro sob medida para o
embarque no caminhdo do experimento. O embarcadouro ¢ largo o suficiente para permitir
que, nos treinos de embarque, o cavalo fique proximo a outro cavalo experiente, o que
tranquiliza o animal e facilita o embarque. Nestes treinos, um animal experiente ao transporte
embarcou primeiro e os animais do experimento embarcaram logo em seguida. O animal que
embarcou sem auxilio de outro equino e sem uso de forca, num periodo inferior a 1 minuto,
foi considerado adaptado.

No dia do experimento todos os animais embarcaram sem uso de for¢a ou maus tratos
e sem a presenca do cavalo experiente como guia.
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No caminhao de transporte, os animais foram adaptados a ficarem presos nas ripas do
caminhdo com o cabresto. Foi colocado um equino voltado com a cabeca para direita e outro
para esquerda até totalizar oito cavalos. Neste momento foi também efetuada a adaptagdo da
coleta de saliva e lavagem da boca com os animais dentro do caminhdo e foi feito o
treinamento dos individuos que coletaram a saliva, cada individuo ficou posicionado de um
lado do caminhdo na parte de fora, apoiando os pés nas ripas. O cavalo foi considerado
adaptado quando apresentou comportamento calmo com outro animal do seu lado, e ndo se
mostrou aversivo a coleta de saliva.

3.5 Protocolo experimental

Os equinos foram retirados do pasto de origem no dia anterior ao experimento, levados
e soltos no piquete do Galpao dos Garanhdes, Setor de Eqiiinocultura da UFRRJ, local onde
foi executado o experimento.

No dia do experimento, oito equinos foram separados e colocados nas baias. Foi
realizada a higiene da cavidade oral de cada animal com &gua potavel para a retirada de
eventuais impurezas, logo apos a fita cardiaca Polar Equine® foi colocada e ativada. Apds a
ativacgdo da fita, cada cavalo foi levado para o Hall do Galpao onde foram aferidas frequéncia
respiratéria e temperatura retal, foram coletadas amostras de sangue e saliva e aplicado o
tratamento segundo o grupo previamente especificado. Todos os dados coletados foram
anotados em formuldrios individuais proprios para cada animal, presentes no anexo 1.

Imediatamente apos o tratamento, cada animal foi encaminhado para o embarque sem
o uso de for¢a ou indug@o de dor. No momento do embarque, um avaliador, que ndo conhecia
a composi¢ao dos grupos, avaliou a reagao do animal durante a entrada no caminhao.

Apo6s o embarque do primeiro cavalo, foram iniciadas as coletas de sangue e saliva e o
tratamento do segundo animal, e somente apds o embarque do mesmo, os procedimentos
iguais foram iniciados no terceiro animal e assim sucessivamente até que o oitavo equino foi
embarcado.

Imediatamente apds o embarque do oitavo equino, foi iniciado o transporte durante
duas horas e trinta minutos na rodovia BR 465 e nas regides vizinhas a Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, realizando o mesmo trajeto em todas as viagens. Foram realizadas
trés coletas de saliva durante o transporte rodoviario, nos momentos 30, 70 e 100 minutos
ap6s o embarque. Para realizarmos as coletas de saliva de todos os animais foram gastos 10
minutos em cada momento.

Imediatamente apos o desembarque foi coletado saliva e sangue dos animais. Trinta
minutos apds desembarque foi realizado uma nova coleta de saliva e sangue e, foi aferida a
temperatura retal e a frequéncia respiratoria. Apds todas as coletas, foi retirada a fita cardiaca.
O esquema do protocolo experimental esta apresentado na figura 3.

‘ Hall ‘ ‘ Transporte ‘
| | ] | | 3¢ S I N I ] 30 |
Lavar boca T°C, FR, Coletas Tratamentos: Embarque Coleta Coleta Coleta Desembarque: Coletas
Fita cardiaca Comport BleSl CTL-sal S2 S3 S4 Coletas B3 S6
CTL-ACP \ | B2ess
GV1- sal
GV1- ACP 1/10 10 minutos para Coleta

Figura 4: Esquema do protocolo experimental.
Todas os procedimentos do experimento foram realizadas no periodo da manha entre
8:00 e 12:00.
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3.6 Coletas de sangue e saliva

As coletas de sangue foram realizadas através do método de coleta com agulhas para
tubos a vacuo (Vacutein®) diretamente na veia jugular. Os tubos com tampa roxa (com
EDTA) e vermelha (soro) foram acondionados sob refrigeracdo. No final do transporte o soro
e o plasma foram centrifugados na velocidade 3200 RPM por 5 minutos e estocados em
freezer a -20°C

As coletas de salivas foram realizadas com cotonetes especificos da marca
(Salivette®, Sarstedt, Niimbrecht-Rommelsdorf, Alemanha). O Salivette® foi retirado do
tubo préprio com uma pinga hemostatica e introduzido pela comissura labial para dentro da
boca do animal. Em seguida, o salivette foi deslizado sobre a lingua por um minuto, até o
cotonete estar totalmente imido. Este procedimento foi bem tolerado por cavalos, pois os
mesmos foram treinados, e foram realizados por pessoas treinadas. Apos cada coleta, o
Salivette® foi colocado no tubo proprio de polipropileno e estocado em gelo até o final do
transporte. Os tubos foram entdo centrifugados no laboratério de Ciéncias Fisiologicas, na
velocidade de S000RPM por 10 minutos. As amostras de saliva foram estocadas em freezer a
-20°C.

3.7 Transporte rodoviario

Os cavalos foram transportados durante duas horas e meia, no trajeto que envolve a
Rodovia BR 465 e as regioes vizinhas a UFRRIJ, sempre pelo mesmo caminho.A média da
temperatura ambiente durante as quatro viagens foi de 27 a 30°C.

O caminhao utilizado no transporte foi cedido pela UFRRIJ. Trata-se de um veiculo
(marca Ford) possui uma gaiola semi-aberta que permite o contato dos animais com o
ambiente e a entrada de luz e chuva. Dentro da gaiola os animais podem ficar soltos ou presos
por uma corda (cabresto) as ripas externas, ndo havendo separacgdo fisica dentro da mesma. O
assoalho da gaiola contém estrados para auxiliar o animal ficar em estacdo. Fig

Figura 5: Fotografias do embarcadouro e do caminhdo de r;msporte nos momentos de émbarque no caminhdo
(foto do autor).

3.8 Avaliacio comportamental

A avaliagdo comportamental foi realizada durante e depois do estresse de transporte
por dois pesquisadores treinados e experientes em analise comportamental de cavalos. As
médias das notas dos pesquisadores foram utilizadas para se obter o escore de atividade
comportamental.
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Para analise da atividade comportamental foi construido uma escala com 7 graus de
atividade/vigilia, onde o escore 1 indica grande sedagdo enquanto que o escore 6 significa
altos niveis de vigilia/agitacao. Quadro 2.

Quadro 2: Escores atribuidos para o grau de atividade

Graus de atividade Comportamentos observados

Escore 1 (sedagdo +++) Nada reativo e com abaixamento de cabega intenso
Escore 2 (sedagdo ++) Pouco reativo e com consideravel abaixamento de cabeca
Escore 3 (sedagdo +) Pouco reativo e com pequeno abaixamento de cabeca
Escore 4 (normal/tranquilo) Alerta sem apresentar sinais de agitacdo

Escore 5 (agitagdo +) Agitado (resistente a manipulago)

Escore 6 (agitagdo ++) Muito agitado e agressivo

3.9 Mensurag¢iao da temperatura corporal e frequéncia respiratoria

A temperatura corporal foi aferida na regido anal com o uso do termometro digital da
Incontern® sempre pelo mesmo pesquisador. A temperatura foi medida em dois momentos:
no momento basal antes do Bl (primeira coleta de sangue), quando todos os animais ja
estavam palanqueados no saldo principal e no momento apos o desembarque, apds coleta B2
(segunda coleta de sangue).

A frequéncia respiratoria foi aferida sempre o mesmo pesquisador, contando os
movimentos abdominais de expiragdo durante 1 minuto, ¢ os dados representados como
Numero de Movimentos Respiratorios por Minuto (MRM). A frequéncia respiratoria foi
medida sempre antes da mensuracdo da temperatura retal, que antecederam os momentos Bl e
B2.

3.10 Uso dos frequencimetros

A frequéncia cardiaca foi registrada com o frequéncimetro utilizando um sistema de
gravacao movel (RS 800, Polar Equine®), ligado ao térax do cavalo por uma cinta eléstica.
Nesta cinta exitem dois eletrodos (um para regido precordial, no torax abaixo do codilho
esquerdo e outro eletrodo proximo a cernelha na regido toracica). O transmissor capta os
sinais dos eletrodos e envia para um relégio que armazena estes dados. E importante que a
regido do eletrodo seja abundantemente umedecida com agua, para garantir a condugdo dos
impulsos elétricos. Os dados de frequéncia cardiaca captada pelo frequencimetro foi
armazenada no reldgio Polar Equine especifico e inico para cada cavalo. Figura 6.

P Rmsa s . EQUINE
LISTEN TO YOUR BODY

s

Figura 6: Frequencimetro Polar Equine modelo l(Equine RS800cx). Ilustragdo do fabricante. (Polar
Equine®,2011).
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3.11 Analise da Frequéncia cardiaca

Os dados armazenados em cada reldgio foram enviados para um computador por meio
de uma interface IR® de emissdao de infravermelhos e para que se pudesse proceder as
analises da frequéncia cardiaca pelo uso do programa Polar Pro Trainer 5®. Figura 7.

Polar ProTrainer 5 - [Calendar]

7 Fle Edit View Tools Tests Reports Options Windows Help

o ©@ EE S e
janeiro - fevereiro 2011

Figura 7: Programa Polar Pro Trainer Equine Edition®, onde os dados sdo apresentados dentro de um
calendario de exercicios para cada animal. Fonte: Polar Pro Trainer Equine Edition®.

Os dados das variagdes de frequéncia cardiaca de cada exercicio sdo apresentados em
um grafico de acordo com o tempo (ver figura 8). No presente estudo, foram analisados os
valores méximo, minimo e médio das frequéncias cardiacas durante o minuto inicial de cada
procedimento realizado nos animais nos seguintes momentos: S1 (coleta de saliva 1), E
(embarque), TI (inicio do transporte), S2, S3 e S4 (coletas de saliva 2, 3 e 4), desembarque e
S5 e S6 (coleta de saliva 5 e 6). Como mensuragao basal foram coletados os valores de
frequéncia cardiaca méaximo, minimo e médio durante o periodo que o animal esperou
palanqueado o inicio dos procedimentos de coletas.
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Figura 8: Quadro do programa Polar Pro Trainer Equine Edition®, onde os dados de frequéncia cardiaca de
cada exercicio sdo apresentados em razao do tempo. Fonte: Polar Pro Trainer Equine Edition®.

3.12 Analise do cortisol

O sangue coletado em cada etapa foi acondicionado em tubos sem anticoagulante para
obtencdo do soro. O soro foi obtido através da centrifugacdo do material a 4600RPM durante
20-30 minutos. A analise do cortisol foi realizada no laboratério de Endocrinologia Molecular
do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro pela
técnica de Radioimunoensaio (RIE) com o Kit RD Coated Tube Cortisol I'”> RIA.

Ap6s descongelamento das amostras a temperatura ambiente ¢ numeragdo dos tubos,
foi pipetado em duplicata, 25uL de diferentes concentragdes padrdes de cortisol do kit (0, 0,2;
0,4; 0,6; 0,8; 1; 3; 10; 30; 100 pg/dL) nos tubos, adicionando-se 25uL. dos soros testes (em
duplicatas) e em seguida testados e depois foi adicionado 1,0 ml de Cortisol I'*® em todos os
tubos e agitado. Os tubos foram incubados em banho-maria por 45 minutos a 37°C +/- 1°C
sendo feita em seguida a decantagdo e secagem de todos os tubos utilizando um papel
absorvente. A contagem foi realizada num contador gama calibrado para iodo radiativo (I'>)
da marca Wallac ® (figura 9).

Apo6s 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 relagdo aos valores da curva padrao. Os
calculos 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 testes devem
estar dentro dos valores da curva padrao, ndo podendo ser considerados os valores fora da
curva. As variagdes intra e extra-ensaio foram de 2,4% e 6,8% respectivamente.
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Figura 9: Em A fotografia do Kit de Radioimunoensaio e B o contador Gama utilizados no experimento.

3.13 Estatistica

Para as analises de frequéncia cardiaca, temperatura, frequéncia respiratéria e niveis
de cortisol sérico, os dados foram apresentados como média + erro padrio e foi utilizada a
Anova para medidas repetidas seguida de teste de Student-Newman-Keuls. Foram analisadas
as varidveis: tratamento, tempo, viagem e posi¢do no caminhao.

Para a andlise comportamental, os dados semi-quantitativos foram analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis.

Para analise estatistica foi utilizado o programa Sigma Stat 3.0, e, para confec¢ao dos
graficos, foi utilizado Graph Pad Prisma 4 Project.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise da Frequéncia Cardiaca durante o estresse de transporte

Os valores da Frequéncia Cardiaca Média (FC Med), Maxima (FC Max) e Minima
(FC Min) nos tempos: basal, S1 (coleta de saliva 1), E (embarque), TI (inicio do transporte),
S2, S3 e S4 (coletas de saliva 2, 3 e 4), DE (desembarque) e S5 ¢ S6 (coleta de saliva 5 ¢ 6)
estdo apresentadas nas figuras 10(A) e 10(B) e 11.

De uma maneira geral, os valores de FC Med, FC Max e FC Min variaram com o
tempo. Os maiores valores da FC Med sdo observados nos momentos de embarque e
desembarque, pode-se entdo considerar estes como os momentos de maior estresse para os
animais. A analise estatistica foi efetuada considerando apenas os tempos a partir de S2, pois
o tempo basal e S1 sdo anteriores ao tratamento; e E e TI sdo muito proximos ao tratamento
ndo sendo provavel observar os efeitos dos tratamentos nesses momentos.

Para analise dos dados obtidos na FC Med a Anova de duas vias para medidas
repetidas detectou diferenga significativa nos fatores tratamento (CTL-SAL, CTL-ACP1%,
VGI-SAL e VG1-ACP 1/10) (F,168= 3,276, P=0,036) e tempo (S2, S3, S4, TF, DE, S5 e
S6) (Feies)= 7,451, P<0,001), sem detectar significincia da interagdo. O teste de
comparagoes multiplas Student-Newman-Keuls nao detectou diferengas significativas entre os
grupos quando foram considerados os diferentes tempos estudados. Figura 10(A). No entanto
quando o fator tempo foi desconsiderado, os grupos apresentaram as seguintes médias para
FC Med: CTL-SAL (66,78 BPM), CTL-ACP 1% (60,94 BPM), VG1-SAL (58,05 BPM),
VGI1-ACP 1/10 (50,19 BPM) e o teste de Student-Newman-Keuls foi capaz de identificar
diferenga apenas entre os grupos CTL-SAL e VGI1-ACP 1/10 (P=0,023). Desta forma,
podemos sugerir que a aplicagdo de 1/10 da dose de acepromazina no ponto VG1 foi capaz de
reduzir a FC Med em cavalos submetidos ao estresse de transporte. Figura 10(B).

Usando a mesma andlise para o fator tempo, onde ndo consideramos o fator
tratamento, a FC Med no momento DE foi significativamente maior que nos tempos S2
(P<0,001), S3 (P=0,007), S4 (P<0,001), S5 (P=0,003), e S6 (P<0,001), enquanto que a FC
Med do TF foi significativamente maior que nos tempos S2 (P=0,015) e S6 (P<0,001). O que
indica que os momentos TF e DE produziram FC Med maiores que os demais tempos
analisados.

As andlises da influéncia da repeticdo da viagem (viagem 1 e 2) e da posicdo do
animal no caminhdo (posi¢des relativas a ordem de embarque de 1 a 8) foram realizadas
através da Anova de duas vias para medidas repetidas com os fatores: viagem versus tempo
ou posicdo no caminhdo versus tempo. Neste caso nao foram detectadas diferencas
significativas nos fatores viagem (F( 130=1,221; p=0,278) e posi¢do no caminhdo (F;,
144=0,750; p=0,63). O que demonstra que a posi¢do no caminhdo ou a repeticdo da viagem
ndo foram capazes de interferir na FC Med de equinos submetidos ao estresse de transporte.
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Figura 10(A): Efeito da farmaco-acupuntura na Frequéncia Cardiaca média de equinos submetidos ao estresse
de transporte rodoviario. Os dados sdo apresentados como BPM (batimentos por minuto) £ epm nos momentos
basal, E (embarque), TI (inicio do transporte), TF (fim do transporte), DE (desembarque) e nas coletas de saliva
S1 a S6. Os animais receberam os seguintes tratamentos: CTL-SAL (0.01 ml kg" de solugdo salina IM na tabua
do pescoco); CTL-ACP (0.1 mg kg de Acepromazina IM na tdbua do pescogo; VG1-SAL (0.01 ml kg'1 de
salina no ponto VG1) e VG1-ACP 1/10 (0.01 mg kg'1 de Acepromazina 1% (1/10 da dose recomendada) no
ponto VG1. Para analise dos dados obtidos na FC Med a Anova de duas vias para medidas repetidas detectou
diferenga significativa nos fatores tratamento. O teste de Student-Newman-Keuls foi capaz de identificar
diferenga apenas entre os grupos CTL-SAL e VG1-ACP 1/10 (P=0,023). Usando a mesma andlise para o fator
tempo os momentos TF e DE produziram FC Med maiores que os demais tempos analisados.
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Figura 10 (B):. Efeito da farmaco-acupuntura na Frequéncia Cardiaca Média de equinos submetidos ao estresse
de transporte rodoviario, considerando apenas o fator tratamento. Os dados sdao apresentados como BPM
(batimentos por minuto) = epm nos diferentes tratamentos CTL-SAL (0.01 ml kg'1 de solucdo salina IM na
tabua do pescoco); CTL-ACP (0.1 mg kg'1 de Acepromazina IM na tdbua do pescogo; VG1-SAL (0.01 ml kg™
de salina no ponto VG1) e VG1-ACP 1/10 (0.01 mg kg'1 de Acepromazina 1% (1/10 da dose recomendada) no
ponto VG1. Para analise dos dados obtidos na FC Med a Anova de duas vias para medidas repetidas detectou
diferenca significativa nos fatores tratamento O teste de Student-Newman-Keuls foi capaz de identificar
diferenga apenas entre os grupos CTL-SAL e VG1-ACP 1/10 (P=0,023).

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas nao detectou diferencas significativas
no fator tratamento para FC Min (F3, 250)= 1,731; P=0,183), e para FC Max(F, 230)= 1,245;
P=0,312), sendo detectado diferengas significativas apenas no fator tempo para FC Min (F o,
2%0= 9,221; P<0,001) e FC Max(Fo, 280= 20,896; P<0,001), para todos os momentos
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analisados. O que demonstra que os tratamentos nao foram capazes de alterar a FC Max e
nem a FC Min de equinos submetidos ao transporte rodoviario (Figura 11).
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Figura 11: Efeito da farmaco-acupuntura na Frequéncia Cardiaca Maxima (A) e Minima (B) de equinos
submetidos ao estresse de transporte rodoviario. Os dados sdo apresentados como BPM (batimentos por minuto)
+ epm nos momentos basal, E (embarque), TI (inicio do transporte), TF (fim do transporte), DE (desembarque) e
nas coletas de saliva S1 a S6. Os animais receberam os seguintes tratamentos: CTL-SAL (0.01 ml kg de
solucdo salina IM na tabua do pescogo); CTL-ACP (0.1 mg kg’ de Acepromazina IM na tabua do pescogo;
VGI1-SAL (0.01 ml kg™ de salina no ponto VG1) e VG1-ACP 1/10 (0.01 mg kg de Acepromazina 1% (1/10 da
dose recomendada) no ponto VG1. A ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo detectou diferencas
significativas no fator tratamento para FC Min e para FC Max, sendo detectado diferenca significativas apenas
no fator tempo para FC ( P<0,001) e FC Max(P<0,001), para todos os momentos analisados.
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4.2 Analise da Temperatura Corporal

Na andlise da temperatura corporal, Anova de duas vias para medidas repetidas
detectou diferenca significativa no fator tempo (variaveis temperatura corporal final e inicial)
(Fq, 28= 23,101; P<0,001). No entanto, ndo foi detectada diferenca significativa nos fatores
grupo (F3, 28= 0,791; P=0,509) e na interagdo (F3, 23= 1,289; P=0,297). Figura 12.

O teste de Student-Newman-Keuls quando o fator grupo foi desconsiderado, detectou
diferenca entre os tempos final e inicial e (P < 0,001), onde as medias da temperatura final foi
37,956 °C e a inicial foi de 37,444 °C. Este aumento significativo na temperatura corporal
provavelmente foi decorrente do aumento da temperatura ambiente e do estresse de
transporte.
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Figura 12: Efeito da farmaco-acupuntura na temperatura corporal média dos animais submetidos ao estresse.
Demonstra a temperatura corporal em °C (graus Celsius) antes e apds o transporte rodoviario de equinos. Grupo
Controle Negativo (CTL-SAL): 0.01 ml kg' de solugdo salina administrado por via intramuscular na tibua do
pescoco.Grupo Controle Positivo (CTL-ACP): 0.1 mg kg' de Acepromazina 1% administrado por via
intramuscular na tabua do pescogo.Grupo Aqua-acupuntura (VG1-SAL): 0.01 ml kg de salina administrado no
ponto de Acupuntura VG1. Grupo Farmaco-acupuntura (VG1-ACP 1/10): 0.01 mg kg'1 de Acepromazina 1%
(1/10 da dose recomendada) administrado no ponto de Acupuntura VG1.

4.3 Analise da Frequéncia Respiratoria

Na analise da frequéncia respiratoria, Anova de duas vias para medidas repetidas
detectou diferenca significativa no fator tempo (varidveis frequéncia respiratéria final e
inicial) (Fp, 23)= 47,972, P<0,001), e na interagdo (F3, 28)= 5,204, P=0,006). No entanto, ndo
foi detectada diferenca significativa no fator grupo (F3, 28= 1,930; P=0,148) Figura 13.

O teste de Student-Newman-Keuls quando o fator grupo foi desconsiderado, detectou
diferencga entre os tempos final e inicial (P < 0,001), onde as médias da frequéncia final foi
36,500 e a inicial foi de 25,500. Na interacdo entre o fator tempo € o grupo observa-se
diferenca significativa na média da frequéncia respiratoria final versus a inicial nos seguintes
grupos: CTL-SAL, VG1-SAL e VGI-ACP 1/10(P<0,001), indicando que nestes grupos o
estresse aumentou a FR. No grupo CTL-ACP 1% (P=0,876) ndo ha diferenca significativa
entre a média da frequéncia respiratoria final e a inicial sugerindo que o ACP inibiu o
aumento da FR induzida pelo estresse.
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Figura 13: Efeito da fArmaco-acupuntura na Frequéncia Respiratoria média dos animais submetidos ao estresse.
Demonstra a frequéncia respiratéria em RPM (movimentos respiratorios por minuto) antes e apds o transporte
rodoviario de equinos. Grupo Controle Negativo (CTL-SAL): 0.01 ml kg de solugdo salina administrado por
via intramuscular na tdbua do pescoco. Grupo Controle Positivo (CTL-ACP): 0.1 mg kg de Acepromazina 1%
administrado por via intramuscular na tibua do pescogo. Grupo Aqua-acupuntura (VG1-SAL): 0.01 ml kg™ de
salina administrado no ponto de Acupuntura VG1. Grupo Farmaco-acupuntura (VG1-ACP 1/10): 0.01 mg kg
de Acepromazina 1% (1/10 da dose recomendada) administrado no ponto de Acupuntura VG1. Na analise da
frequéncia respiratoria, Anova de duas vias para medidas repetidas detectou diferenca significativa no fator
tempo (variaveis frequéncia respiratoria final e inicial) ( P<0,001), e na interagdo (P=0,006). No entanto, ndo foi
detectada diferenca significativa no fator grupo ( P=0,148).

4.4 Analise da Atividade Comportamental

Os equinos foram condicionados através dos treinos prévios, sendo assim todos
estavam tranquilos nas coletas e demoraram cerca de 1 minuto para o embarque, sem
problemas.

Na anélise do grau de atividade durante o transporte, o teste de Kruskal-Wallis
detectou diferenca significativa entre os grupos ( P=0,002), enquanto que a mesma analise foi
realizada para o periodo, depois nao foi detectada diferenga significativa( P= 0,360). Figura
14.

A comparacdo entre pares de grupos (teste Student-Newman-Keuls) mostrou que o
grupo CTL-ACP 1% foi diferente dos demais grupos, enquanto estes ndo foram diferentes
entre si. Estes dados sugerem que a ACP produziu sedagdo significativa, enquanto que o
VGI1-ACP1/10 ndo produziu alteragdo de comportamento.
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Figura 14: Efeito da farmaco-acupuntura na Atividade Comportamental Média dos animais submetidos ao
estresse. Demonstra os diferentes graus de atividade comportamental antes, durante e apos o transporte
rodoviario de equinos. Grupo Controle Negativo (CTL-SAL): 0.01 ml kg de solugdo salina administrado por
via intramuscular na tdbua do pescoco. Grupo Controle Positivo (CTL-ACP): 0.1 mg kg de Acepromazina 1%
administrado por via intramuscular na tibua do pescogo. Grupo Aqua-acupuntura (VG1-SAL): 0.01 ml kg™ de
salina administrada no ponto de Acupuntura VG1. Grupo Farmaco-acupuntura (VG1-ACP 1/10): 0.01 mg kg
de Acepromazina 1% (1/10 da dose recomendada) administrado no ponto de Acupuntura VGI1. Na andlise do
grau de atividade durante o transporte, o teste de Kruskal-Wallis detectou diferenca significativa entre os grupos
( P=0,002), enquanto que a mesma analise foi realizada para o periodo, depois ndo foi detectada diferenca
significativa( P= 0,360). A comparacdo entre pares de grupos (teste Student-Newman-Keuls) mostrou que o
grupo CTL-ACP 1% foi diferente dos demais grupos, enquanto estes nao foram diferentes entre si.

4.5 Analise do cortisol sérico e salivar
4.5.1 Analise do cortisol sérico

Na anélise dos niveis de cortisol sérico, Anova de duas vias para medidas repetidas
detectou diferenga significativa no fator tempo (B1,B2,B3) (F(, s6= 30,120; P<0,001). No
entanto, ndo foi detectada diferenga significativa nos fatores grupo (F3, 5= 0,131; P=0,941) e
na interagdo(F, 5= 0,869; P = 0,523).Figura 15.

O teste de Student-Newman-Keuls quando o fator grupo foi desconsiderado, detectou
diferencga entre os tempos B2 e os demais (B1 e B3) (P<0,001). O momento B2 (coleta logo
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ap6s o desembarque) apresentou o maior nivel de cortisol sérico, indicando que o transporte
para todos os grupos foi um fator de estresse. O momento B3 (coleta meia hora apds o
desembarque) representa que neste momento os cavalos ja se encontram mais calmos, nao
havendo diferenca significativa entre os niveis basais Bl(coleta antes do embarque).

As analises da influéncia da repeticao da viagem (viagem um e dois) e da posi¢ao do
animal no caminhdo (posi¢des relativas a ordem de embarque de 1 a 8) foram realizadas
através da Anova de duas vias para medidas repetidas com os fatores: viagem versus tempo
ou posicao no caminhdo versus tempo. Nao foi detectado diferenca significativa no fator
posi¢do no caminhdo (F¢7, 45 = 1,590; P = 0,186). Porém o fator viagem apresentou
significancia (F(; 60= 8,963; P =0,005), com médias de 2,621pg/dL na viagem 1 e 3,986
png/dL na viagem 2. O que demonstra que a posi¢do no caminhao nao foi capaz de interferir
nos niveis de cortisol sérico de equinos submetidos ao estresse de transporte, porém a segunda
viagem produzir maiores niveis de estresse.

Cortisol Sérico
4.5+

4.04

3.5

pg/dl

0.0

Viagem 1 Viagem 2

Figura 15: Efeito das viagens na concentra¢do de Cortisol Sérico dos animais submetidos ao estresse. O fator
viagem apresentou significancia (F ¢0= 8,963; P =0,005), com médias de 2,621pg/dL na viagem 1 e 3,986
png/dL na viagem 2. O que demonstra que a posi¢cdo no caminhdo nao foi capaz de interferir nos niveis de cortisol
sérico de equinos submetidos ao estresse de transporte, porém a segunda viagem produzir maiores niveis de
estresse
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Cortisol Sérico
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Figura 16: Efeito da farmaco-acupuntura na concentragdo de Cortisol Sérico dos animais submetidos ao
estresse. Demonstra o cortisol sérico em pg/dl antes e apos o transporte rodovidrio de equinos nos momentos de
coleta sanguinea Bl(antes do embarque), B2 (logo ap6s o desembarque) e B3 (meia hora apds o desembarque).
Grupo Controle Negativo (CTL-SAL): 0.01 ml kg de solugdo salina administrado por via intramuscular na
tabua do pescoco. Grupo Controle Positivo (CTL-ACP): 0.1 mg kg de Acepromazina 1% administrado por via
intramuscular na tdbua do pescogo. Grupo Aqua-acupuntura (VG1-SAL): 0.01 ml kg™ de salina administrada no
ponto de Acupuntura VG1. Grupo Farmaco-acupuntura (VG1-ACP 1/10): 0.01 mg kg™ de Acepromazina 1%
(1/10 da dose recomendada) administrado no ponto de Acupuntura VG1. Na analise dos niveis de cortisol sérico,
Anova de duas vias para medidas repetidas detectou diferenga significativa no fator tempo (variaveis: frequéncia
respiratoria final e inicial (P<0,001). No entanto, ndo foi detectada diferenga significativa nos fatores grupo
(P=0,941) e na interacao( P = 0,523). O teste de Student-Newman-Keuls quando o fator grupo foi
desconsiderado, detectou diferenca entre os tempos B2 e os demais (B1 e B3) (P<0,001).

4.5.2 Analise do cortisol salivar

O cortisol salivar foi também avaliado por Radioimunoensaio, porém os valores
encontrados estavam fora da curva padrdo, ou seja, abaixo dos valores minimos de detec¢ao
do teste. O método empregado, mesmo com a confeccdo de uma curva padrao adaptada aos
valores de cortisol em equinos, ndo foi eficiente para detectar o cortisol salivar neste
experimento.
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5. DISCUSSAO

Neste experimento, a frequéncia cardiaca média, maxima e minima, a temperatura
corporal, a frequéncia respiratoria, a atividade comportamental e o cortisol sérico foram
analisados em cavalos submetidos a quatro diferentes tratamentos (CTL-SAL, CTL-ACP 1%,
VGI-SAL, VG1 ACP1/10) realizados antes do transporte rodoviario de 2,5 horas. O objetivo
do trabalho foi encontrar técnicas para minimizar o estresse de transporte, sugerindo uso de
um décimo da dose de acepromazina no ponto de acupuntura VGI(VG1-ACP 1/10) e o uso
de condutas ndo agressivas ao realizar o embarque, o transporte ¢ desembarque dos animais.
Cada cavalo foi submetido a duas viagens, com um intervalo de uma semana entre cada uma
para garantir a auséncia de efeitos residuais da acepromazina, da acupuntura ¢ do estresse
(CHOU et al., 2002; MIKSA; CUMMINGS; POPPENGA, 2005). Além disto, os animais
foram randomizados quanto aos tratamentos e posi¢des no caminhao.

5.1 Frequéncia Cardiaca durante o estresse de transporte

Nossos resultados mostram que os valores de FC variaram com o tempo nos diversos
momentos mensurados neste experimento. Os periodos de embarque e desembarque
promoveram os maiores aumentos nas FC Med, FC Min e FC Max. Estes aumentos devem
estar relacionados aos momentos de maior estresse e também de maior movimentagao dos
animais, o que consequentemente levaria a aumentos da FC. Elevacdes na FC de cavalos
durante o transporte rodoviario foram observadas em diversos estudos anteriores (CLARK;
FRIEND; DELLMEIER, 1993; WARAN, 1993; SMITH et al., 1994; WARAN;
CUDDEFORD, 1995; WARAN, 1993; WARAN, 1996; OHMURA; HIRAGA; AIDA, 2006).
Schimidt e colaboradores (2010) demonstraram um aumento significativo da frequéncia
cardiaca média, principalmente no momento inicial do transporte, com permanéncia desta
elevagdo durante o transporte, quando comparada aos valores basais. Outros autores também
encontram mudangas na frequéncia cardiaca inicial, entretanto com um declinio durante o
transporte (WARAN e CUDDEFORD, 1995; WARAN, 1993, WARAN, 1996). Estas
elevacdes na FC indicam que o embarque dos cavalos pode ser o momento mais estressante
do transporte (SHANAHAN, 2003).

A mensuracdo da FC como indice de estresse tem limitagdes. A FC, em individuos
saudaveis, em qualquer momento da vida representa as interagdes entre a regulacdo vagal
(que reduz a FC) e a simpatica (que aumenta FC). Em repouso, a regulagao vagal domina,
enquanto que o aumento da atividade fisica ¢ frequentemente caracterizado pela diminui¢ao
vagal e aumento da influéncia simpatica. Um aumento no FC ¢ causado principalmente por
um aumento da atividade simpatica (HAINSWORTH, 1995), mas pode também resultar de
uma diminuicdo na regulacdo vagal ou a partir de mudancas simultdneas em ambos os
sistemas de regulacdo (VON BORELL et al., 2007).

Efeitos separados dos dois ramos do sistema nervoso autdonomo ndao podem ser
determinados por simples adi¢cdo ou subtragdo dos componentes relativos (HAINSWORTH,
1995). De fato, os ramos nao necessariamente funcionam como um continuo, na regulacdo da
atividade cardiaca, onde um aumento em um ramo resulta na diminuicdo do outro. Ao
contrario, eles t€ém a capacidade de se comportarem de forma sincroma ou independente um
do outro, possibilitando multiplos padrdes de ativagdo. Portanto, ¢ dificil avaliar as atividades
caracteristicas regulatorias do SNA com a simples mensuragdo da FC. Aumento da FC pode
resultar da reducdo da atividade vagal, bem como de aumento da atividade simpatica ou, na
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maioria dos casos, de uma combinacdo de alteracdes simultaneas da atividade de ambos os
ramos. Na realidade, porém, a intera¢do entre os ramos ¢ bastante complexa, e os pardmetros
de FC Med fornecem informagdes sobre os efeitos liquidos de todos os componentes na
atividade cardiaca e sdo de uso limitado para avaliar com precisdo a regulacdo simpatico-
vagal (VON BORELL et al., 2007).

A andlise da VFC, por outro lado, permite uma determina¢do muito mais precisa e
detalhada da regulagdo funcional do SNA. VFC ¢ um indicador particularmente bom para a
avaliagdo ndo invasiva da atividade SNA, em resposta a estresse psicoldgico e fisiologico
(STAUSS, 2003). Estados psicolégicos podem ter um impacto no balango simpatico-vagal na
auséncia de quaisquer mudangas palpaveis em frequéncia cardiaca e/ou respiragao (STAUSS,
2003).

Apesar das limitagdes do uso da FC como indicador de atividade autondmica e de
estresse, a FC pode ser considerada como um indice indireto de estresse, principalmente se
analisada em conjunto com outros pardmetros. No presente estudo, todos os animais foram
submetidos ao mesmo tipo estresse e o principal objetivo foi demonstrar se os tratamentos
(farmacopuntura e acepromazina) poderiam alterar as respostas de estresse. Neste sentido, a
injecdo de 1/10 da dose de acepromazina no ponto de acupuntura VG1 foi capaz de reduzir a
FC Med quanto comparada ao controle da salina (injecdo de salina na tabua do pescogo). A
injecdo de salina no VG1 ou mesmo a aplicacdo da dose usual de acepromazina (0.1 mg kg™
‘IM, na tdbua do pescoco) ndo foram capazes de alterar a FC media (Figura 10). Estes
resultados sdo obtidos apenas quando foi analizado o fator tratamento independentemente do
fator tempo, ou seja, todos os tempos sdo considerados em conjunto e foi obtido apenas um
valor de FC Med para cada grupo (e ndo valores de FC em cada tempo S2, S3, etc para cada
grupo).

Luna e colaboradores (2008) utilizando os mesmos grupos experimentais do presente
experimento, num estudo sobre o efeito da farmaco-acupuntura sobre o grau de sedacdo de
equinos, nao observaram diferengas na frequéncia cardiaca entre os tratamentos utilizados. No
entanto, o trabalho de Luna foi realizado em animais em repouso (sem estresse) € com a
aferi¢do da frequéncia cardiaca realizada somente em alguns momentos com o auxilio de um
estetoscopio. No presente estudo, a FC foi aferida com o uso de um frequencimetro cardiaco
(Polar Equine) durante todo o processo experimental, em animais submetidos ao estresse de
transporte.

O efeito da fdrmaco-acupuntura no VGI sobre a FC Med de animais submetidos ao
estresse de transporte pode estar relacionada a agdo da acupuntura diretamente sobre o SNA e
consequentemente sobre o sistema cardiovascular, ou indiretamente sobre as estruturas
centrais relacionadas a ativacdo do simpato-adrenal. A acgdo direta da acupuntura sobre o
sistema simpatico foi sugerida em estudos com individuos saudéveis, onde acupuntura no
ponto E36 promoveu uma reducao significativa nas elevagdes na pressdo arterial induzida
pelo estresse, sendo estes efeitos principalmente relacionados a inibi¢do simpatica
(MIDDLEKAUFF; YU; HUI, 2001). Por outro lado, a modulag¢ao do sistema cardiovascular
pela acupuntura também tem sido relacionada a ativagcdo de uma via neural de al¢a-longa que
envolve o nucleo arqueado do hipotalamo (ARC), a susbstancia cinzenta periaqueductal
ventrolateral (PAGv]) e o bulbo rostral ventrolateral (VLMTr) (LI et al., 2002).

Como foi dito anteriormente, no presente estudo, acepromazina (0.1 mg kg IM, na
tabua do pescoco) ndo foi capaz de alterar a FC de equinos submetidos ao transporte
rodoviario. Bergeron e colaboradores 2006 (estudando parametros comportamentais e
fisiologicos de caes transportados por via aérea) verificaram que a sedacdo induzida pela
acepromazina nao interfere em nenhum parametro fisioldgico estudado (frequéncia cardiaca,
contagem de neutrofilos e leucdcitos, temperatura corporal ou niveis de cortisol). Estes
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autores concluem que a sedagdo nado altera as respostas de estresse. Outros estudos apontam
tanto efeito bradicardico como taquicardico da acepromazina. Segundo Fantoni e Cortopasi
(2002) a acepromazina promove redugdo dose dependente da pressdo arterial, podendo
acarretar taquicardia reflexa e aumento da concentragao de catecolaminas circulantes. Pode-se
verificar, também, diminui¢do da pressdao venosa central, que esta relacionada diretamente
com o aumento da frequencia cardiaca, combinada com a reducdo da resisténcia vascular
sist€émica, resultando no aumento inicial do débito cardico. Outros efeitos apontam que a
acepromazina pode provocar bradicardia por bloqueio atrio ventricular e até mesmo bloqueio
sinoatrial, em animais pré-dispostos, indicam reducao da dose e aplicagdo via intramuscular .

5.2 Temperatura Corporal e Frequéncia Respiratoria

A temperatura corporal variou significativamente com o fator tempo, sendo a
temperatura final maior que a inicial para todos os animais. Esse incremento de temperatura
pode ser atribuido a elevacao da temperatura ambiental (visto que o término do transporte da-
se no inicio da tarde (12:00hs) e ao estresse do transporte. Porém ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos, demonstrando que, a farmaco-acupuntura ¢ a
acepromazina ndo interferem na temperatura corporal em equinos submetidos ao estresse de
transporte.

Segundo Fantoni e Cortopasi (2002) a administracdo de acepromazina pode levar a
uma possivel reducdo da temperatura corporal, entretanto essa diminui¢cdo de temperatura nao
foi observada no presente estudo.

Nossos resultados apontam um aumento da FR causada pelo estresse nos grupos CTL-
SAL, VGI-SAL e VG1-ACP 1/10. No grupo CTL-ACP 1%, a acepromazina promoveu uma
inibicdo do aumento da FR induzida pelo estresse, o que sugere uma possivel depressao
respiratdria provocada pela acepromazina. A depressdo cardiorrespiratoria ¢ um dos efeitos
colaterais dos fenotiazinicos em geral e também da acepromazina em cavalos (FANTONI,
CORTOPASI, 2002), e pode ser perigoso em animais com problemas respiratdrios e em
ambientes pouco ventilados.

Estes resultados corroboram com Luna e colaboradores (2008) que observaram
redu¢do da FR induzida pela dose usual de acepromazina enquanto que a farmaco-acupuntura
e a aqua-acupuntura no VGI1 ndo provocaram alteragao na FR. Assim farmaco-acupuntura
com utiliza¢do de doses subclinicas de drogas pode ser uma alternativa para evitar os efeitos
colaterais indesejaveis de algumas drogas.

5.3 Analise do Comportamento

Partindo da premissa que o ponto focal do experimento constituia-se do transporte, os
animais utilizados no experimento foram adaptados as manipulacdes (de embarque e
desembarque, coleta de sangue e saliva), sendo apenas o transporte uma novidade. Essa
adaptacdo somada a uma manipulagdo cuidadosa propiciou que as operagdes citadas
transcorressem de forma tranqiiila no dia do experimento, evitando assim sobressaltos de
estresses.

Os animais usados no experimento foram adaptados as manipulagdes, embarque e
desembarque, sendo apenas o transporte uma novidade para os animais. Com a adaptacao
prévia e a manipulagdo cuidadosa dos animais, no dia do experimento nao observamos
animais muito agressivos e todos os procedimentos (coletas, embarque e desembarque) foram
executados em todos os animais sem grande variagao de tempo. A analise comportamental foi
realizada através de um escore de atividade, no qual escore 1 um indicaria sedagdo e escore 6
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agitacdo. Apenas o grupo CTL-ACP 1%, apresentou sedacdo consideravel, com abaixamento
de cabega e relaxamento peniano. Apesar do grupo VG1-ACP 1/10 ndo ter apresentado
sedacao significativa, alguns animais deste grupo apresentaram algum grau de sedacao.

Nossos resultados diferem de Luna e colaboradores (2008) que observaram a sedagao
produzida pela farmaco-acupuntura no VGI1. No entanto devemos considerar que a andlise do
comportamento realizada por Luna e colaboradores se baseou no escore de sedacdo (soma de
parametros como ptose palpebral e labial resposta a diferentes estimulos) e no abaixamento de
cabeca medido pela distancia do focinho do animal ao chdo. No presente estudo os animais
foram submetidos ao estresse, € 0 comportamento analisado enquanto os animais estavam no
caminhdo e depois do desembarque. Desta forma, a andlise do comportamento foi mais
subjetiva e superficial o que limita bastante a interpretacao dos resultados. Considerando que
outros estudos mostraram que a acupuntura pode atenuar comportamento aversivo induzido
pelo estresse agudo (GUIMARAES et al.,1997), acreditamos que a analise do comportamento
realizada neste estudo nao foi eficiente na determinacdo das variagdes mais sutis de
comportamento que poderiam ser alteradas pela acupuntura.

5.4 Niveis de cortisol durante o estresse

Nossos resultados mostraram que houve um aumento significativo nos niveis de
cortisol sérico imediatamente apos o estresse € que estes valores voltaram ao basal 30 minutos
apos o desembarque. O que indica que o transporte foi estressante para os animais e corrobora
com diversos estudos anteriores (BAUCUS et al., 1990a; BAUCUS et al., 1990b; CLARK;
FRIEND; DELLMEIER, 1993; SMITH et al., 1996; FRIEND, 2000; STULL; RODIEK,
2000; FAZIO; FERLAZZO, 2003; FAZIO et al., 2008).

Por outro lado, a farmaco-acupuntura, a aqua-acupuntura e, surpreendetemente, a
acepromazina, ndo alteraram os niveis de cortisol dos animais transportados. Enquanto que
alguns estudos apontam que a acupuntura pode promover uma reducdo do aumento dos niveis
de cortisol induzido pelo estresse (LIAO,1978), outros estudos ndo conseguiram mostrar esta
reducdo (GUIMARAES et al.,1997). Os mesmos dados contraditorios podem ser observados
para a agdo da acepromazina. Enquanto que Bergeron e colaboradores (2006) verificaram que
a acepromazina ndo interfere no aumento de cortisol induzido pelo estresse de transporte
aéreo em caes, Lopez-Olvera e colaboradores (2007) demonstraram que a acepromazina pode
diminuir o aumento do cortisol induzido por estresse de captura em Rupicapra pyrenaica
(caprino das montanhas). Neste contexto devemos considerar o tipo de estresse a que o animal
estd sendo submetido, o grau de domestica¢do do animal e a dose de acepromazina utilizada.
A captura para animais selvagens representa um estresse muito mais intenso que o transporte
em animais domésticos e promove elevagdes de cortisol muito mais significativas. O que faz
com que a sedacdao seja fundamental na reducdo dos niveis de cortisol. Em animais
domesticados, como as elevagdes do cortisol induzidas pelo transporte sdo mais brandas, a
acdo da acepromazina nesta reducdo deve ser menor.

A auséncia de efeitos da acepromazina na reducdo das respostas de estresse em
animais domésticos transportados deve ser levada em consideracao na decisao do uso deste
medicamento nestes animais. Apesar do possivel efeito benéfico deste medicamento em
animais agressivos, principalmente na prevencao de acidentes e lesdes, em animais “normais”
em que a manipulacdo adequada j& possibilita a um manejo razoavelmente seguro, este
medicamento pode ser completamente dispensavel e at¢é mesmo maléfico. Devemos lembrar
que a sedagdo pode levar a um maior nimero de quedas durante o transporte e a depressao
respiratoria pode evidentemente piorar quadros respiratorios. Além disso, se 0 medicamento
ndo previne o aumento dos niveis de cortisol, ele ndo reduz os possiveis efeitos em longo
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prazo do aumento repetitivo dos niveis de cortisol no organismo, ou seja, as consequéncias do
estresse para o animal.

No presente estudo foi realizada a coleta de saliva em diversos momentos do
transporte para a verificagdo dos niveis de cortisol salivar. Infelizmente a técnica de
radioimunoensaio utilizada nao foi eficiente na deteccdo do cortisol salivar. Schimidt e
colaboradores (2010) estudaram os niveis de cortisol salivar durante o transporte rodoviario
em equinos ¢ verificaram um aumento significativo deste nivel, 30 minutos apds o embarque.
O estudo do cortisol salivar poderia ser mais uma ferramenta mais sensivel na determinacao
de um possivel efeito da acupuntura no estresse em equinos. Além disso, outros protocolos de
estimulacdo por acupuntura (outros pontos, tipo de estimulagdo e um numero maior de
sessOes) devem ser testados para verificar se o procedimento pode trazer beneficios para estes
animais.

As estratégias para reduzir o estresse de animais transportados estdo intimamente
relacionadas com as condi¢gdes do transporte que os animais sdo submetidos (FRIEND, 2001)
e com os bons tratos para introduzir os cavalos dentro do caminhdo. Sendo assim o uso da
for¢ca no embarque e o desembarque do caminhdo de transporte sdo fatores adicionais de
estresse para o cavalo (SHANAHAN, 2003). Uma importante recomendacao neste sentido ¢
de ndo usar forga ou dor fisica para o animal cooperar. Além do embarque e desembarque
tranquilos, devemos levar em consideragdo: a disposi¢ao dos animais (animais soltos ou
presos), a quantidade de animais no transporte (se soltos os animais tem maior risco de queda
e de ndo levantarem se tiver muitos cavalos), a distancia a ser percorrida, o tipo de reboques
de cavalos (sendo melhores os reboques fechados, podendo ser de aluminio, com paredes
laterais, cobertura superior e isolantes térmicos, diminuindo assim desidratacdes, € exposi¢ao
a calor e frio intensos) (FRIEND, 2001).
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6. CONCLUSOES

1) O transporte rodoviario de 2,5 horas promoveu aumento na Frequéncia cardiaca
(FC Med, FC Max e FC Min), na Frequéncia respiratoria, na temperatura corporal e nos
niveis de cortisol sérico em equinos saudaveis.

2) Os maiores valores de FC foram observados no momento do desembarque.

3) A farmaco-acupuntura com 1/10 da dose de acepromazina no ponto de acupuntura
VGI1 aplicada imediatamente antes do embarque foi capaz diminuir o aumento da FC
induzido pelo estresse. No entanto, este tratamento nao alterou outros parametros estudados
como o grau de atividade, Frequéncia respiratoria, temperatura corporal e niveis de cortisol
sérico.

4) A aqua-acupuntura (inje¢do de salina) no ponto VG1 aplicada imediatamente antes
do embarque ndo alterou nenhum dos parametros estudados.

5) A acepromazina (0,1mg/Kg, IM) aplicada imediatamente antes do embarque
produziu sedacao consideravel e bloqueou o aumento da Frequéncia respiratéria induzida pelo
estresse. No entanto, a acepromazina ndo preveniu o aumento dos niveis de cortisol e da
frequéncia cardiaca média induzida pelo estresse. Estes resultados sugerem que este
medicamento ndo preveniu o aumento dos niveis de estresse induzido pelo transporte em
equinos.

6) Estratégias de manejo para reduzir o estresse e dar mais conforto aos cavalos
transportados podem ser mais eficientes que o uso de drogas. Estas estratégicas como: evitar
as agressdes, dar dgua durante o transporte longo, usar transporte fechados para evitar
incidéncias de fatores climaticos diretamente nos animais, devem ser adotadas para que o
transporte seja menos estressante possivel e seguro para os animais.
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8. ANEXOS

8.1. Ficha de avaliac¢io individual dos animais durante o transporte

Estresse no transporte Eqiiino DATA:
Experimento:
GRUPO:
Animal n° : | Preenchido por:
Horério do Inicio:
Colocagdo de fita cardiaca n’: | Horario de Ativagio:

Comportamento na Argola:

Temperatura: Frequéncia Respiratoria:

Coleta de sangue B1: Coleta de Saliva S1:

Farmaco utilizado e via de aplicagdo:

Comportamento durante medicagao:

Embarque Horas: Comportamento:
Inicio do Transporte Horas: Comportamento:
Ap6s 30 minutos S2 coleta Horas: Comportamento:
Apo6s 60 minutos S3 coleta Horas: Comportamento:
Apo6s 90 minutos S4 coleta Horas: Comportamento:
Eventos e Horario durante o transporte: Comportamento:
Desembarque: Comportamento:
Coleta de sangue B2: Coleta de Saliva S5:
Esperar 30 minutos ap6s embarque: Comportamento:
Temperatura: Frequéncia Respiratoria:
Coleta de sangue B3: Coleta de Saliva S6:
Comportamento:

Retirada da fita cardiaca:

Observagoes:
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