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RESUMO GERAL

GODOI, Tatianne Leme Oliveira Santos. Respostas fisioldgicas de potros submetidos
a marcacdo e ao desmame na pratica agropecudria. 2018. 96p. Tese (Doutorado em
Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2018.

Muitas técnicas de manejo de animais de producdo invariavelmente produzem estresse e
comprometem o bem-estar animal. Um melhor entendimento sobre o efeito do estresse pode
ajudar o desenvolvimento de estratégias para reducdo dos efeitos deletérios do mesmo. Neste
sentido, a acupuntura tem sido uma ferramenta da medicina complementar muito utilizada na
reducdo do estresse. O presente estudo teve o objetivo de avaliar, através das respostas
fisiologicas (variabilidade da frequéncia cardiaca (HRV)) e analises comportamentais, duas
praticas agropecuarias muito utilizadas e de grande impacto em potros: marcacdo e desmame.
Para analise do HRV, os intervalos RR foram gravados pelo frequencimetro cardiaco Polar
Equine®, e o comportamento foi filmado para posterior analise através do etograma. No
primeiro capitulo foi analisada a pratica de identificacdo através do uso da marcacdo
permanente em potros. O objetivo foi comparar a marcacdo a quente (ferro candente) e a
marcacao a frio (nitrogénio liquido) quanto ao estresse e a qualidade da marca. Na marcacéao
foi utilizado o simbolo 47 (6,5X8,5 cm) no braco esquerdo, em 23 potros. Os animais foram
divididos em: grupo fogo (n=11) e grupo nitrogénio (n=12). Na anélise do HRV observou-se
no momento da marcacao, um aumento significativo no grupo fogo nos valores da frequéncia
cardiaca (HR), na poténcia de banda de baixa frequéncia (LF), na razdo LF/HF, no desvio
padrdo de todos os intervalos RR normais (SDNN) e diminuicdo na poténcia de banda de alta
frequéncia (HF) sugerindo ativagdo autondmica de predominio simpatico sobre o
parassimpatico, representando maior nivel de estresse no grupo fogo em comparacdo ao
nitrogénio. Na avaliacdo comportamental, no grupo fogo, foram notados intensos movimentos
dos membros comparado ao nitrogénio. No segundo capitulo foi avaliado o desmame dos
equinos como um processo estressor. O objetivo foi comparar as respostas fisiologicas e
comportamentais dos potros desmamados, quando submetidos a trés grupos de tratamentos
previamente ao desmame. Grupo Controle (n=9), sem manipulagdo; grupo Sham (n=8),
acupuntura falsa localizada a uma distancia de 2 cm dos pontos VG16, B49, B23, B52, Bai Hui,
VG1; grupo Acupuntura (n=9), acupuntura nos pontos VG16, B49, B23, B52, Bai Hui, VGL1.
No sétimo dia antes do desmame, foram iniciados os tratamentos, que ocorreram em dias
alternados. Para realizacdo do desmame foi utilizado o método em grupos com a presenca de
uma égua adulta sem parentesco com os potros. O desmame, induziu respostas autondmicas,
no HRV, e resposta comportamentais, indicativas de estresse em todos os tratamentos
(Controle, Sham e Acupuntura). As praticas agropecudrias, envolvendo marcacao e desmame,
geraram importantes alteracdes fisiologicas e comportamentais, indicativas de estresse, porém
métodos alternativos como a marcagdo a frio tém proporcionado menores niveis de estresse
quanto a analise do HRV. O estudo do estresse que envolve 0s manejos da rotina em geral é
importante para avaliagdo e manutengdo do bem-estar animal.

Palavras-chaves: cavalo, bem-estar animal, variabilidade da frequéncia cardiaca.



ABSTRACT

GODOI, Tatianne Leme Oliveira Santos. Physiological responses of foals submitted
branding and weaning in agricultural practice. 2018. 96p. Thesis (Doctorate in Veterinary
Medicine). Veterinary Institute, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2018.

Many animal production management techniques invariably produce stress and compromise
animal welfare. A better understanding of stress effects can help develop strategies to reduce
the deleterious effects of stress. In this sense, acupuncture has been a complementary medicine
tool widely used in stress reduction. The present study had the objective of evaluating, through
the physiological responses (heart rate variability (HRV)) and behavioral analysis; two widely
used agricultural practices with great impact on foals: branding and weaning. For HRV analysis,
the RR intervals were recorded by the Polar Equine® heart rate monitor, and the behavior was
recorded for further analysis using the etogram. In the first chapter, the practice of identification
through the use of permanent branding in foals was analyzed. The objective was to compare
hot branding (hot iron) and cold branding (liquid nitrogen) for stress and brand quality. In
branding it was used the symbol 47 (6.5X8.5 cm) in the left arm in 23 foals. The animals were
split into fire group (n = 11) and nitrogen group (n = 12). In the HRV analysis, a significant
increase in heart rate (HR), low frequency band (LF), LF / HF ratio, standard deviation of all
normal RR intervals (SDNN) and decrease in the power of high frequency band (HF) suggesting
autonomic activation of sympathetic predominance over the parasympathetic, representing a
higher level of stress in the fire group compared to nitrogen. In the behavioral evaluation, in the
fire group, intense movements of limbs were observed compared to nitrogen. At the second
chapter, we evaluated the weaning of horses as a stressful process. The objective was to
compare the physiological and behavioral responses of weanling foals when submitted to three
treatment groups prior to weaning. Control Group (n = 9), without manipulation; Sham group
(n = 8), false acupuncture located at a distance of 2 cm from points VG16, B49, B23, B52, Bai
Hui, VG1; Acupuncture group (n = 9), acupuncture points VG16, B49, B23, B52, Bai Hui,
VGL1. On the seventh day before weaning, treatments were started, which occurred on alternate
days. For weaning, the method was used in groups with the presence of an adult mare that was
not related to the foals. Weaning induced autonomic responses in HRV and behavioral response
indicative of stress in all treatments (Control, Sham and Acupuncture). The agricultural and
livestock practices, involving marking and weaning, generated important physiological and
behavioral changes, indicative of stress, but alternative methods such as cold marking have
provided lower levels of stress in HRV analysis. The study of stress that involves routine
management in general is important for the evaluation and maintenance of animal welfare.

Key words: horse, animal welfare, heart rate variability.
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1. INTRODUCAO GERAL

Por muitos anos, 0 manejo dos animais de producdo nas praticas agropecuarias tem se
baseado nos costumes passados de geracGes em geracOes. Muitas destas técnicas de manejo de
animais de producdo invariavelmente produziam estresse e comprometiam o bem-estar animal.
Atualmente, tem-se buscado formas de manejos que proporcionem a manutencao do bem-estar,
visando a reducdo dos estressores. O estresse pode afetar, negativamente, diversos sistemas
fisiologicos e aumentar a incidéncia de doengas, dependendo da caracteristica do estressor
(intensidade e cronicidade), e da resposta adaptativa individual ao estresse. Um melhor
entendimento sobre o efeito do estresse pode ajudar o desenvolvimento de estratégias para
reducdo desses efeitos deletérios. O presente estudo teve o objetivo de avaliar, através das
respostas fisioldgicas e analises comportamentais, duas praticas agropecuarias muito utilizadas
e de grande impacto em cavalos: a marcacdo e o desmame.

No primeiro capitulo foi abordada a préatica de identificacdo através do uso da marcacgao
permanente. No Brasil, marcar cavalos com sinais permanentes ainda é uma rotina de muitos
criatorios, associacOes de equinos, e controle sanitério oficial. As marcagdes séo utilizadas para
proporcionar uma identificacdo rapida, ndo sendo necessaria a utilizacdo de equipamentos,
como ocorre na leitura do microchip. Esta identificacdo tem sido feita tradicionalmente com
ferro quente, por ser considerada uma técnica de baixo custo, porém muitas vezes ndo permite
uma boa visualizacdo, devido a formagdes de miiases que prejudicam a cicatrizacdo e formacéo
de uma marca mais nitida. J& a marcacdo a frio, com nitrogénio liquido, apesar de ser
aparentemente mais onerosa, tem sido divulgada como um método que provoca menos dor, sem
desenvolvimento de feridas, gerando uma melhor nitidez e, sendo considerado um método que
reduz o estresse da marcacgdo. Apesar desta grande relevancia, poucos estudos tém avaliados 0s
métodos de identificacdo animal, principalmente, na espécie equina, sendo estes em sua
maioria, relacionados aos bovinos Desta forma, este primeiro estudo propde a avaliacdo da
marcacgdo a frio, com nitrogénio liquido, para reduzir os niveis de estresse na marcagdo de
potros, a partir de cinco meses de idade.

No segundo capitulo foi analisada a pratica do desmame, que representa ao potro, além
da privacdo da mée, mudancas na alimentacdo (privagdo do leite), alteracdo de ambiente e
manejo. O desmame, como outros estressores, se ndo for bem conduzido, pode gerar queda de
imunidade tornando o animal mais susceptivel as doencas e infec¢fes. Muitos estudos tém se
preocupado em reduzir o estresse do desmame, sugerindo diferentes técnicas: o desmame
gradual ao invés do abrupto, em piquete ao invés de baias, em grupos ou pares ao invés de
individual, com a presenca de uma égua adulta e/ou o uso de dietas especificas. A acupuntura
tem sido muito utilizada na reducéo de estresse. Os estimulos gerados pela acupuntura podem
ativar os centros autbnomos e hipotalamico- hip6fise- adrenal (HPA) e desse modo, auxiliar na
manutencdo da homeostase e melhorar a eficiéncia de varios sistemas do organismo. N&o ha
relatos, na literatura, do uso da acupuntura para auxiliar a reducéo no estresse do desmame em
potros. Desta forma, este segundo estudo propde o0 uso da acupuntura pré-desmame para reduzir
0s niveis de estresse no desmame dos potros, a partir de seis meses de idade.

Em ambos capitulos, os experimentos avaliaram as respostas autonémicas (frequéncia
cardiaca e variabilidade da frequéncia cardiaca), enddcrinas (cortisol) e comportamentais
(elaboracdo de um etograma). E apenas no experimento do primeiro capitulo, foi avaliada a
evolucdo da ferida e a nitidez da marcacdo. O presente estudo tem por finalidade avaliar os
métodos de manejos e oferecer alternativas menos estressantes aos animais, visando a
manutenc¢do do bem-estar.



2. REVISAO DE LITERATURA GERAL

2.1 Neurobiologia do Estresse

O "estresse" pode ser definido como uma resposta a varios estimulos, chamados
"estressores”, caracterizados pela excitacao fisiolégica (FOLKMAN, 2013). O mesmo estimulo
pode causar " estresse bom" ou " ruim", dependendo de sua magnitude, sendo a estimulagdo
adequada resulta no estresse bom e a insuficiente ou excessiva em “estresse ruim", (LE FEVRE
etal., 2003). Portanto, é possivel distinguir os fatores positivos, daqueles negativos no estresse,
de acordo com seu efeito benéfico ou prejudicial a saude, considerando a melhoria ou reducéo
da resiliéncia ao estresse. Nos aspectos fisiologicos e psicolégicos, as condigdes positivas
ocorrem quando o corpo consegue manter a homeostase em resposta as demandas sofridas,
porém quando a capacidade do corpo em preservar seu equilibrio é excedida surgem as
consequéncias deletérias do estresse (ANTONELLI; DONELLI, 2018)

Em uma situagdo de estresse, dois eixos neuroenddcrinos séo ativados: o sistema simpato-
adrenomedular (SAM), que promove aumento da secrecdo de catecolaminas e
consequentemente, excitacdo rapida do sistema cardiovascular, levando a um aumento da
frequéncia cardiaca e da pressao arterial e o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), que leva
a um aumento na producdo de cortisol, e consequente mobilizacdo de energia (ULRICH-LALI;
HERMAN, 2009).

O cérebro desencadeia respostas de estresse que sdo compativeis com a natureza do
estimulo. Estressores fisicos, como a perda de sangue, infeccdo e dor exigem uma imediata
reacao sistémica, que é desencadeada por mecanismos reflexos. O cérebro também responde a
estressores ndo-fisicos ou psicogénicos com base em experiéncia prévia ou “programas inatos”.
Estas respostas exigem processamento na parte frontal do cérebro e podem ocorrer em
antecipacdo ou em reacdo a eventos estressantes (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

Ativacdo SAM e do eixo HPA sdo sistemas primarios para a manutencdo e
estabelecimento da homeostase. A exposicao ao estressor resulta em ativacao de neurénios pré-
ganglionares simpaticos na coluna intermediolateral da medula espinhal toracolombar (T1 a
L2). Estes neurdnios pré-ganglionares se projetam para os ganglios pré e para-vertebrais que
entdo terminam em 06rgdos alvo e nas células cromafins da medula da adrenal. Esta ativagao
simpatica representa a resposta classica de luta e fuga, que foi, primariamente, caracterizada
por Cannon et al. (1929) 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 contracdo do coragdo, vasoconstricdo periférica e mobilizacdo de
energia. O tbnus parassimpatico também é mobilizado durante o estresse (ULRICH-LALI,
HERMAN, 2009).

No sistema parassimpatico, a ativacdo de nucleos pré-ganglionares cranios-sacrais, que
ativam nucleos poés-ganglionares localizados proximos aos orgdos inervados, com efeito,
geralmente, oposto ao sistema simpético. Para o eixo HPA, a exposi¢do ao estressor ativa
neurdnios hipofisiotroficos no nacleo paraventricular do hipotalamo (PVN) que secretam
hormonios de liberacdo, como horménio liberador de corticotropina (CRH) e vasopressina
(AVP) na circulagéo porta da eminéncia média. Estes hormonios liberadores atuam na hipofise
anterior para promover a secre¢do de hormoénio adrenocorticotrofico (ACTH) que atua no
cortex da adrenal (zona fasciculata) para iniciar a sintese e liberacdo dos hormonios
glicocorticoides, em cavalos o cortisol (KONIG; VISSER; HALL, 2017; ULRICH-LAI;
HERMAN, 2009).

Os glicocorticoides circulantes promovem a mobilizacdo de energia estocada e
potencializam numerosos efeitos simpaticos, como a vasoconstri¢do periférica. Além disso, o
cortex da adrenal é, diretamente, inervado pelo sistema simpatico, que regula a liberacdo de
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cortisol. Ento, a ativagao do sistema simpético e do eixo HPA tem a¢es complementares no
organismo, incluindo a mobilizacdo de energia e a manutencdo da pressao arterial durante o
estresse (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

Diversas estruturas cerebrais estdo envolvidas nas respostas de estresse. Estruturas
limbicas prosencefélicas, hipotalamo e o tronco encefalico recebem aferéncias de outras regides
e promovem a excitacdo ou inibicdo do eixo HPA e do SNA. Algumas estruturas limbicas como
0 hipocampo e o cortex pré-frontal possuem atividade modulatéria sobre o eixo HPA, enquanto
que diferentes nucleos da amigdala excitam tanto o eixo HPA como o SNA. Desta forma, a
integracdo da atividade destas estruturas cerebrais € responsavel pela modulagdo da magnitude
da resposta de estresse. Além disso, vale ressaltar que a ativacdo de diferentes estruturas
limbicas é responsével pela sensagcdo de ansiedade durante uma experiéncia de estresse. A
hiperativacdo da amigdala ou a hipoativacdo de neurénios hipocampais pode resultar em uma
resposta de estresse exacerbada (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

Estressores ativam o tronco cerebral e/ou estruturas limbicas do prosencéfalo. O tronco
cerebral pode gerar respostas rapidas do eixo HPA e do SNA através de proje¢des diretas para
0s neurdnios hipofisiotréficos no ndcleo paraventricular do hipotalamo (PVN) ou para
neurdnios pré-ganglionares autbnomos. Por outro lado, regides limbicas do prosencéfalo
(regulacdo top-down) ndo tém ligacdes diretas com o eixo HPA ou o SNA e, portanto,
necessitam de outros neurb6nios antes que possam acessar 0s neurdénios autondémicos ou
neuroendocrinos. Uma alta proporcdo desses neurdnios intermediarios estd localizada em
nacleos hipotaldmicos que também respondem ao status homeostaticos, proporcionando um
mecanismo pelo qual a informacdo descendente limbica pode ser modulada de acordo com o
estado fisiologico do animal (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

O Caortisol, hormonio final do eixo HPA, interage com as células através da ligacdo a dois
receptores: o receptor glicocorticoide (GR) e o receptor de mineralocorticéide (MR). O GR é
encontrado na maioria dos tecidos do corpo, incluindo a maioria das areas do cérebro. No rim
e em outros tecidos do corpo, a aldosterona liga-se a0 MR durante a regulacdo da reabsorcao
de sddio, mas o0 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
transcricao de genes especificos, a fim de regular a sintese de proteinas que provocam alteracGes
fisiologicas em resposta ao estresse (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

O cortisol tem dez vezes mais afinidade ao MR que ao GR. Em niveis baixos de cortisol
ou situacBes 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, 0 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 estd ligada a varios distirbios cognitivos relativos ao estresse (DE
KLOET; OITZL; JOELS, 1998).

Apesar das respostas de estresse serem fundamentais para a sobrevivéncia das espécies,
a ativacdo constante das respostas de estresse pode produzir efeitos deletérios. Esta
hiperativacdo pode ocorrer pela exposicdo repetida a situagdes de estresse ou a uma
sensibilidade exagerada do individuo a situagfes corriqueiras, levando a uma resposta de
estresse prolongada e aumentada. O prolongamento temporal da exposicdo ao estresse
("estresse crénico") provoca aumento consideravel do tdnus basal do eixo HPA, assim como
aumento da reatividade ao estresse. Estas mudancas ocorrem apesar da secrecdo basal de
glicocorticdides ser alta e cumulativa, sugerindo que existem mecanismos para contornar a
inibicdo do feedback negativo, eixo HPA (AKANA et al., 1992).

O resultado final é a hipersecrecdo basal de glicocorticoides, hipertrofia adrenal e / ou
atrofia do timo (ULRICH-LAI et al., 2006), um aumento na ténus central do eixo HPA, baixa
regulacdo dos receptores de glicocorticoides (GR) em regibes-chave de “feedback” do eixo



HPA (HERMAN et al., 1995), facilitacdo de respostas de corticosterdides a estressores novos
(AKANA et al., 1992), reducdo da eficacia do feedback negativo dos glicocorticoides
(MIZOGUCHI et al., 2003); depressao e alteragfes comportamentais em ratos (WILLNER et
al., 2005).

Todas estas sequelas podem ser associadas a mudancas nas vias centrais responsaveis
pela regulacdo do eixo HPA, incluindo com destaque as vias que intercedem as respostas
antecipatdrias ao estresse, como a amigdala (hipertrofia dentritica) e o hipocampo (atrofia
dentritica e reducéo da sensibilidade ao GR) (JANKORD; HERMAN, 2008).

2.2 Marcadores de Estresse

A mensuracdo dos niveis de estresse pode ser realizada através de parametros fisiologicos
e comportamentais. Em equinos, as respostas de estresse sdo bem descritas e incluem, além da
elevacdo do cortisol plasmatico e salivar, elevadas frequéncias respiratérias 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; RIETMANN et al., 2004a).

2.2.1 Cortisol

Uma das principais ferramentas que possibilitam a mensuracdo do bem-estar animal e a
compreensdo do comportamento é a utilizacdo de dosagens hormonais para avaliacdo da
presenca do estresse em diferentes animais, tanto silvestres quanto domésticos (STRZELEC et.
al., 2011). Uma dessas substancias € o cortisol, horménio glicocorticéide produzido no cortex
da glandula adrenal. Os estressores ativam 0 eixo pituitario-adrenal, levando a um aumento da
producdo de cortisol (RANABIR; REETU, 2011). Sua concentracdo é dependente do ritmo
circadiano natural e pode ser alterado pelo estresse fisico ou mental (STRZELEC et. al., 2011).
Os estimulos estressantes tém o potencial de alterar a liberacdo circadiana de cortisol,
resultando em uma secrecdo modificada desse hormonio (TSIGOS et al., 2016).

A secrecdo de cortisol obedece a um padrao de ritmo circadiano endégeno. Nos animais
de habitos diurnos, como 0s equinos, as concentracfes de cortisol apresentam valores mais
elevados no periodo da manha entre 6:00h e 10:00h, decrescendo ao longo do dia (MCCUE,
2002). As variacOes circadianas do cortisol podem ser afetadas por varios fatores como
exercicio, padrdes de sono, atividade e ambientes estressantes (PELL; MC GREEVY, 1999).

As caracteristicas especificas do paciente, como idade, sexo e particularidades individuais
devem ser consideradas na analise do padrdo diario de secrecdo desse hormonio (VAN
CAUTER et al., 1996; SMYTH et al., 1997; HELLHAMMER et al., 2009).

Diversos métodos foram formulados para dosar os metabolitos dos glicocorticdides a
partir de diferentes fluidos corporeos como o plasma sanguineo (método invasivo), saliva,
urina, fezes e pelos (métodos néo invasivos), todos mensurados por meio de técnicas como
radioimunoensaio (RIE), enzimaimunoensaio (EIA) e cromatografia liquida de alta
performance (HPLC). Cada técnica e espécie-especifica, devendo ocorrer validacdo destes
métodos para cada espécie a fim de mensurar o estresse animal (MONTEIRO, 2006).

Quando medidas fisiologicas associadas as respostas de estresse de curto prazo (agudas)
sdo usadas para avaliar o estresse, nesses casos, alteracfes significativas de cortisol s6 podem
ser obtidas do plasma/soro ou da saliva. Se o estresse for mais duradouro, longo prazo, é
classificado como uma resposta de estresse mais cronica, podendo ser realizadas medidas de
cortisol das fezes ou do cabelo/pelo (MOSTL; PALME, 2002; MONTEIRO, 2006). O estresse



agudo cessa logo apds o afastamento do agente estressor. Ja o estresse crénico refere-se a um
estado de tensdo prolongado que pode levar ao desenvolvimento de varias doencas e prejuizos
para a qualidade de vida (LIPP, 2006).

Embora os niveis sanguineos ou plasmaticos de indicadores endocrinoldgicos de estresse
possam fornecer medidas precisas de estresse, a amostragem de sangue em si pode ser percebida
como um estressor e isso pode afetar os resultados de coletas posteriores. Cateterizar 0s animais
pode ser uma solucdo em alguns casos para reduzir o estresse no momento da coleta de sangue.
No entanto, o procedimento é caro, demorado e invasivo e, portanto, em muitas circunstancias,
ndo é viavel. Por outro lado, medidas ndo invasivas, como o cortisol na saliva, na urina, nas
fezes ou no cabelo, sdo utilizados na medida em que fornecem uma avaliagcdo precisa dos
estados de estresse. Ainda assim, para a extracdo da saliva, bem como da urina, ha necessidade
de manejo do animal, sugerindo que exista uma elevagdo momentanea de estresse (MOSTL;
PALME, 2002).

A deteccdo de niveis basais de cortisol sdo necessarias para avaliar as alteracfes nas
concentracdes. A ativacdo do HPA produz um aumento no nivel de cortisol ap6s 15 minutos do
evento estressor. Os niveis de cortisol podem levar uma hora ou mais para retornar aos niveis
basais, essas mudancas em relagdo ao momento do estressor fornece informacoes valiosas sobre
a resposta individual (KONIG; VISSER; HALL, 2017).

Outro método utilizado na dosagem de metabolitos corticais é a utilizacdo de fezes.
Segundo Monteiro (2006), nas fezes, hd uma grande quantidade de hormdnios esteroides, dentre
eles, os glicocorticoides, como o cortisol. Além disso, na amostra fecal, ao contrario da amostra
sanguinea, ha niveis de metabdlitos hormonais de longos periodos, refletindo assim pequenas
oscilagdes entre a dindmica secretdria normal e a resposta fisiologica. A correlagdo do cortisol
fecal com o sérico obtém melhores resultados quando as amostras fecais sdo tomadas com um
dia de atraso. Com isso, diversos estudos sugerem a utilizacdo da amostragem fecal, pelo fato
da ndo interferéncia como manejo de coleta. Sighieri et al. (2005) determinaram a concentracao
de cortisol fecal em cavalos treinados por dois diferentes métodos, encontrando que o
treinamento é um momento dificil e de tensdo para os animais, mesmo ndo existindo diferenca
no cortisol fecal entre os dois grupos avaliados.

Mills et al. (1997) verificaram que a inflamacgdo crénica no equino estava associada a
baixos niveis de cortisol plasméticos, porém niveis aumentados de metabolitos de
glicocorticoides foram encontrados nas fezes de cavalos que j& haviam passado por uma
experiéncia dolorosa (c6lica ou castracdo) (MERL et al.,2000). Aumentos no cortisol salivar
foram encontrados em cavalos submetidos a um procedimento potencialmente doloroso, mas
esse aumento nao diferiu entre os cavalos que apresentaram comportamento relacionado a
esquiva/ ansiedade e os que ndo apresentaram (YARNELL et al., 2013), o que resulta na
interpretacdo de que independente da origem do estresse esse marcador € ativado.

De acordo com as evidéncias disponiveis, os estimulos positivos reduzem a producéo de
cortisol em curto prazo (BERK et al., 1989), provavelmente diminuindo o efeito dos estimulos
estressantes, e melhorando a resposta de liberagdo do cortisol, como um efeito a longo prazo
(KUDIELKA; KIRSCHBAUM, 2003; SAXBE; REPETTI; NISHINA, 2008). Por outro lado,
estimulos negativos sdo capazes de aumentar a secrecdo de cortisol, como um efeito de curto
prazo (ASCHBACHER et al., 2013) e atenuar a resposta de liberagcdo do cortisol (CHIDA,;
STEPTOE, 2009; HUBER et al. 2006; WESSA et al., 2006), excedendo a capacidade do corpo
de reagir a exposicao cronica a estressores (ANTONELLI; DONELLI, 2018).

As alteragdes no nivel de cortisol sdo, sem davida, uma medida do estresse fisico e da
carga de trabalho, indicativas do nivel de ativacdo e afetadas por experiéncias anteriores.
Apesar dessas restricdes, a amostragem de cortisol é um importante fornecedor de evidéncias
fisioldgicas de estresse (KONIG; VISSER; HALL, 2017). Para garantir que as medidas
tomadas sejam significativas e representativas da resposta hormonal ao estresse, seja ela fisica



ou psicologica, € necessario colher amostras antes dos procedimentos de teste e repeti-las,
subsequentemente, até pelo menos uma hora apds o procedimento (KONIG; VISSER; HALL,
2017).

2.2.2 Frequéncia cardiaca

A frequéncia cardiaca € um dos parametros psicofisiologicos mais sensiveis que podem
ser avaliados de forma ndo invasiva. Podendo ser uma medida relevante dos estados fisiol6gicos
e psicologicos de um individuo, quando ha o controle de fatores que podem influenciar a
frequéncia cardiaca (KONIG; VISSER; HALL, 2017).

Os fatores que influenciam a frequéncia cardiaca em cavalos e humanos sdo fatores fisicos
como exercicios (estado de condicionamento, duracdo e intensidade do exercicio), mudangas
posturais, temperatura ambiente e mudancas de altitude e umidade (EVANS et al., 1977,
MYRTEK, 2004). A frequéncia cardiaca tambeém é um indicador sensivel da excitacdo do
sistema nervoso autdnomo (MYRTEK, 2004). Portanto, fatores como emocéao em si, ativacdo
mental, estresse ou estados motivacionais como sede, fome dor, e também afetam a frequéncia
cardiaca (CANNON, 1953).

Assim, a frequéncia cardiaca ¢ um indicador da soma de desafios para um organismo,
pois é um parametro sensivel da carga de trabalho tanto fisica quanto psicolégica (MYRTEK,
2004). Myrtek (2004) afirma que frequéncia cardiaca adicional (ou seja, além de situacGes de
controle) pode ser usada como um indicador de estresse emocional.

A frequéncia cardiaca em repouso varia entre 25 e 60 batimentos por minuto em equinos
(CLAYTON, 1991), sendo resultante de uma combinacao aditiva das respectivas alteracfes da
frequéncia cardiaca provocadas por uma variedade de estressores (MYRTEK;
ASCHENBRENNER; BRUGNER, 2005). Portanto, quando todos, exceto um estressor, sio
mantidos iguais, as diferencas na frequéncia cardiaca podem ser atribuidas aos niveis do
estressor que esta sendo testado.

O controle do sistema cardiovascular é realizado, em parte, pelo SNA, o qual fornece
terminacgdes nervosas aferentes e eferentes ao coracao, na forma de terminacdes simpaticas por
todo o miocardio e parassimpaticas para o nodulo sinusal, o miocérdio atrial e o nédulo
atrioventricular (AUBERT; SEPS; BECKERS, 2003).

Alteracbes na frequéncia cardiaca ou pressdo arterial, representando respostas
autondmicas, também sio, frequentemente, usadas para avaliar o estresse (KONIG; VISSER;
HALL, 2017). Em situacOes estressantes, ocorre uma alteracdo do equilibrio do sistema
autondmico, no qual a atividade do sistema simpatico domina os efeitos do componente
parassimpatico (BASELLI et al.,1987; KATO et al., 2003).

Mudancas rapidas na frequéncia cardiaca sdo induzidas, imediatamente pela estimulacao
vagal (GOLDSMITH et al., 1993) e ocorrem, tipicamente dentro de cinco segundos
(HAINSWORTH, 1995), mas sdo de curta duracdo. Em contraste, a regulacéo pelo sistema
nervoso simpatico, geralmente, leva até cinco segundos para que os efeitos iniciais ocorram e
as respostas maximas sejam alcancadas apos 20-30 s (MALLIANI, 1995). Um aumento do
componente simpatico leva a secrecdo de adrenalina e noradrenalina, que acelera a frequéncia
cardiaca (DEMPSEY; COOPER, 1969). A reducdo da frequéncia cardiaca, por um instante,
pode ser devido ao aumento da atividade parassimpatica, assim como por um decréscimo do
tdnus simpatico, ou em muitos casos a combinacdo de ambos (VON BORELL et al., 2007).

2.2.3 Variabilidade da frequéncia cardiaca como marcador de estresse

A frequéncia cardiaca ¢ o numero de batimentos por minuto. A variabilidade da
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frequéncia cardiaca (HRV) é a flutuacdo dentro do intervalo de tempo entre os batimentos
adjacentes conforme a Task Force da European Society of Cardiology e da Sociedade Norte-
Americana de Pacing and Electrophysiology (1996).

A excitacdo cardiaca inicia-se com um impulso gerado no nodulo sinusal, o qual é
distribuido pelos étrios, resultando na despolarizacdo atrial, que € representada no
eletrocardiograma (ECG) pela onda P. Este impulso é conduzido aos ventriculos por meio do
nodulo atrioventricular e é distribuido pelas fibras de Purkinje, resultando na despolarizacdo
dos ventriculos, sendo representada no ECG pelas ondas Q, R e S, formando o complexo QRS
(VANDERLEI et al., 2009).

O coracdo ndo € um metrénomo e seus batimentos ndo possuem a regularidade de um
relégio, portanto, alteracdes na HR, definidas como variabilidade da frequéncia cardiaca
(HRV), sdo normais e esperadas, e indicam a habilidade do coracdo em responder aos multiplos
estimulos fisioldgicos e ambientais, dentre eles: respiracdo, exercicio fisico, estresse mental,
alteracbes hemodinadmicas e metabdlicas, sono e ortostatismo, bem como em compensar
desordens induzidas por doencas (AUBERT; SEPS; BECKERS, 2003; ACHARYA et al.,
2006). Essa variabilidade é o resultado da oscilacdo ritmica dos componentes regulatérios da
atividade cardiaca. Esses componentes sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase
cardiovascular e por determinar respostas a desafios (VON BORELL et al., 2007).

O HRV primariamente, resulta da atividade dos ramos individuais do SNA, que recebe
influéncias neuronais e humorais além de outros controles fisiologicos e mecanismos de
retroalimentacdo (MALLIANI et al., 1995). O Sistema Nervoso Central (SNC), em particular
os nucleos reticulares bulbares, o hipotalamo e as areas neocorticais e paleocorticais, participam
também na regulacéo da atividade cardiovascular. Sendo assim, o estimulo elétrico produzido
no nddulo sinoatrial recebe influéncias de diversos fatores que véo resultar na variabilidade de
pulsos cardiacos (VON BORELL et al., 2007).

De forma geral, a HRV descreve as oscilagcdes dos intervalos entre batimentos cardiacos
consecutivos (intervalos R-R), que estdo relacionadas as influéncias do SNA sobre o nddulo
sinusal, sendo uma medida ndo- invasiva, que pode ser utilizada para identificar fendmenos
relacionados ao SNA em individuos saudaveis, atletas e portadores de doengas (AUBERT;
SEPS; BECKERS, 2003; PUMPRLA et al., 2002).

A repolarizacdo ventricular é representada pela onda T. Os indices da HRV sdo obtidos
pela analise dos intervalos entre as ondas R, as quais podem ser captadas pelos instrumentos
eletrocardidgrafos, conversores analdgicos ou digitais e através dos cardiofrequencimetros, a
partir de sensores externos colocados em pontos especificos do corpo (VANDERLEI et al.,
2009).
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Figura 1: Frequencimetro Polar Equine modelo (Equine RS800cx). Ilustragdo do fabricante (Polar Equine®, 2011).



A HRV tem sido utilizada com sucesso, como uma medida simples e ndo invasiva de
avaliacdo dos impulsos autonémicos, representando um dos mais promissores marcadores
quantitativos do balanco autonémico para avaliar o estresse e 0 bem-estar de animais em
diversas circunstancias, e tem sido usado como um indicador de estresse agudo e crénico (VON
BORELL et al., 2007). A HRV é resultado das influéncias antagbnicas do sistema nervoso
simpatico e parassimpatico sobre o nddulo sinoatrial. Deste modo, reflete o equilibrio existente
entre os tbnus simpatico e parassimpatico (vagal) fornecem um indicador de comprometimento
da homeostase/equilibrio (VANDERLEI et al, 2009).

Os estados psicoldgicos podem ter um impacto no equilibrio simpético-vagal na auséncia
de quaisquer alteracdes palpaveis nas frequéncias cardiacas e / ou respiratérias (TILLER et al.,
1996). Portanto, a variabilidade da frequéncia cardiaca é um indicador, particularmente, bom
do estresse psicofisioldgico (CERUTTI et al., 1995).

Em equinos, as medi¢des da HRV foram menores, por exemplo, durante a exposicéo a
objetos novos (VISSER et al., 2002) ou em individuos mais reativos (FRIEDMAN; THAYER,
1998). A HRV pode, portanto, ser uma ferramenta util para avaliar o estresse relacionado ao
medo e a ansiedade em equinos. Devido a estreita relacdo entre a frequéncia cardiaca e a
variabilidade da frequéncia cardiaca, os pardmetros da HRV devem ser corrigidos para
diferencas no nivel de atividade / frequéncia cardiaca quando esses fatores ndao podem ser
controlados (KONIG VON BORSTEL et al., 2011).

Para analise da HRV, podem ser utilizados indices obtidos por meio de métodos lineares no
dominio do tempo e no dominio da frequéncia e métodos ndo-lineares (SHAFFER,;
GINSBERG, 2017). No dominio do tempo, assim denominada por expressar os resultados em
unidade de tempo (milissegundos), mede-se cada intervalo RR durante um determinado
intervalo de tempo e, com base em métodos estatisticos ou geométricos (média, desvio padréo
e indices derivados do histograma ou do mapa de coordenadas cartesianas dos intervalos RR),
calculam-se os indices tradutores de flutuacdes na duracéo dos ciclos cardiacos (HOSHI, 2009).

Os indices estatisticos obtidos no dominio do tempo sdo (SHAFFER; GINSBERG, 2017;
STUCKE; GROSSE RUS; LEBELT, 2015; VANDERLEI et al., 2009):

MEAN- Médias dos valores dos intervalos RR. Pode-se obter a HR =(1/Mean) x 60000.

SDRR- Representa o desvio padrao de todos os intervalos RR gravados em um intervalo
de tempo, expresso em ms.

SDNN- Representa o desvio padrao de todos os intervalos RR normais gravados em um
intervalo de tempo expresso em ms, apos a retirada de artefatos.

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

O SDNN ¢ influenciado por ambos sistemas nervoso simpatico e parassimpatico, e esta,
altamente, relacionado com as bandas espectrais ULV, VLF e LF.O RMSSD, ¢ utilizado para
estimar a modulacdo vagal cardiaca (SHAFFER; GINSBERG, 2017).

Para os parametros do dominio do tempo, os intervalos entre batimentos (intervalo entre
dois batimentos consecutivos) sdo a base para a medida. O RMSSD € a medida primaria do
dominio do tempo usada para estimar as variagdes batimento a batida de alta frequéncia, que
representam a atividade reguladora vagal (VON BORELL et al., 2007). Outra medida é o SDRR
(também denominado SDNN). Enquanto o RMSSD mede a variabilidade derivada das
diferencas entre os intervalos entre batimentos adjacentes, 0 SDRR mede a variabilidade
derivada dos intervalos diretamente entre 0s batimentos.

Vaérios estudos utilizaram parametros no dominio do tempo para avaliar a resposta dos
cavalos a exposi¢do a um novo objeto (KONIG VON BORSTEL et al., 2011) ou manipulagio,
(VISSER et al.,, 2002) e diferentes métodos de treinamento (VAN BREDA, 2006;
CHRISTENSEN et al., 2014). Essas situacdes, comumente, induzem um estado fisiologico
caracterizado por um aumento na HR média e uma diminuigdo no RMSSD representando niveis



aumentados de estresse. Segundo Thayer et al. (1997), os cavalos mais reativos apresentavam
reducdo no HRV.

Outro método linear é o dominio da frequéncia. Esta anélise decompde o HRV em
poténcias de bandas frequéncias, sendo que as principais sdo (SHAFFER; GINSBERG, 2017,
VANDERLEI et al., 2009):

a) Poténcia de banda de alta frequéncia (High Frequency - HF), que corresponde a
modulacéo respiratoria e é um indicador da atuagéo do nervo vago sobre o coracao.

b) Poténcia de banda de baixa frequéncia (Low Frequency - LF), decorrente da agédo
conjunta dos componentes vagal e simpatico sobre o cora¢do, com predominancia do simpaético.

c) Poténcia de banda de muito baixa frequéncia (Very Low Frequency - VLF) e ultrabaixa
frequéncia (Ultra Low Frequency - ULF) - indices menos utilizados cuja explicacéo fisioldgica
ndo esta bem estabelecida e parece estar relacionada ao sistema renina-angiotensina-
aldosterona, a termorregulacdo e ao tdnus vasomotor periférico.

A poténcia de banda de HF é um marcador da modulacéo vagal e esta intimamente ligado
a respiragdo conforme “Task Force” da Sociedade Europeia de Cardiologia e & Sociedade
Norte-Americana de “Pacing and Electrophysiology” (1996), Enquanto a LF é por vezes
considerada como principalmente simpéatica (CERUTTI et al., 1995), muitas vezes, sdo
considerados os efeitos combinados da modulacao parassimpatica e simpatica (STEIN et al.,
1994). O LF / HF é, portanto, considerado um indice do equilibrio simpatico-vagal cardiaco,
além de LF e HF normalizados, comumente, usados para avaliar o estresse. Com base na ligacao
direta com a taxa de respiracdo, sdo necessarias larguras de banda especificas para cada espécie
(VON BORELL et al., 2007).

A partir dos valores obtidos de LF e HF, calcula-se a razéo entre as duas poténcias de
bandas de frequéncia e, assim, pode-se acessar 0 balanco entre a modulacdo simpatica e
parassimpatica (VON BORELL et al., 2007). Desta forma, 0 HRV pode avaliar alteracGes do
sistema nervoso autbnomo (SNA) em diferentes niveis de excitacdo, sendo esta uma medida
importante para quantificar o equilibrio simpato-vagal, que permite uma avaliacdo mais precisa
das respostas ao estresse mental durante o exercicio de baixa intensidade de equinos
(RIETMANN et al., 2004 a,b).

A relacdo LF/HF reflete as alteracBes absolutas e relativas entre 0s componentes
simpatico e parassimpatico do SNA, caracterizando o balan¢o simpato-vagal sobre o coracédo.
Para andlise da HRV, séries temporais, batimento-a-batimento, com valores de intervalo RR
sdo processadas e tem seu espectro calculado pela Transformada Répida de Fourier. Em
seguida, é calculada a area abaixo da curva para obtencéo da poténcia das bandas de LF e HF.
Dados normalizados (un) da analise espectral podem ser utilizado para minimizar o efeito das
alteractes da banda VLF (VANDERLEI et al., 2009).

Os limites que definem as bandas de frequéncia variam entre as espécies. Em equinos, as
variagdes da HR podem ser quantificadas em duas bandas de frequéncia principais: a de baixa
(LF) e de alta (HF) frequéncia (STUCKE; GROSSE RUS; LEBELT, 2015).

Kuwabhara et al. (1996) definiram limiares de bandas de frequéncia em equinos com base
em estudos com bloqueio farmacoldgico especifico do SNA e com a comparagdo da
variabilidade relacionando a frequéncia respiratdria e a pressao arterial. Bowen e Marr (1998)
validaram esses limiares comparando diferentes indices em estudos farmacoldgicos adicionais.
Assim, os limites de banda de frequéncia recomendados para analise do HRV em equinos sdo:
LF 0,01 > 0,07 Hz ¢ HF 0,07 > 0,6 Hz ( KUWAHARA et al.,1996;BOWEN; MARR, 1998;
STUCKE; GROSSE RUS; LEBELT, 2015).

Estudos recentes tém utilizado limiares semelhantes: LF 0,01 > 0,07 Hz, HF: 0,07-0,5
(PHYSICK-SHEARD et al. 2000; MATSSURA et al., 2010; ZEBISCH et al., 2013; VILLAS-
BOAS et al., 2016).

O HRYV, pode ser avaliada por periodos longos de 24 horas, por periodos curtos de 5



minutos e por periodos ultracurtos de 60 a 240s (SHAFFER; GINSBERG, 2017). As analises
no dominio do tempo sdo objetivas, mas usualmente insuficientes para informacgoes sobre o
balanco simpato-vagal (MARCHANT- FORDE, 2003), porém a razdo SDNN/ RMSSD foi
utilizada pelo Sollers et al. (2007) como um substituto do LF/HF, podendo representar um
balango simpato-vagal eficaz.

Existe controveérsia em relacéo as medi¢des do HRV fornecerem informaces validas sob
condicOes de exercicio, especialmente quando se utiliza equipamento ndo baseado em ECG.
Por exemplo, um estudo mostrou, em condi¢Bes ndo estacionarias, desvios significativos dos
registros de HRV pelos monitores de frequéncia cardiaca Polar® em comparagdo com 0s
registros de ECG (PARKER et al., 2009).

Os cardiofrequencimentros sdo ferramentas sensiveis, porém podem ocorrer falhas na
interpretacdo e captacdo dos dados. O principal erro é decorrente da interpretacdo equivocada
de uma onda T, mais proeminente, como sendo um pico R, assim os resultados obtidos podem
demonstrar um pequeno intervalo RR. Outro erro bastante comum € a criacdo de artefatos
quando o cavalo se movimenta, havendo um descolamento entre o eletrodo e a pele do animal.
Estes artefatos podem ser, facilmente, corrigidos no proprio programa Polar equine Pro
Trainer5® (PARKER et al; 2009).

Apesar das falhas citadas, o cardiofrequencimetro é uma excelente ferrramenta muito
utilizada para aferir o HRV, por apresentar um custo acessivel e praticidade (VANDERLEI et
al., 2009), tendo sido utilizado em diversos estudos.(ERBER et al., 2012 a,b.; VILLAS-BOAS
etal., 2015, 2016; WULF et al., 2018).

2.3 Acupuntura e Medicina Tradicional Chinesa (MTC)

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) regulamenta a utilizacdo de diferentes
modalidades da medicina complementar, sendo uma dessas a acupuntura, uma terapia
coadjuvante para o tratamento de varias doencas, e 0 seu uso vem se tornando cada vez mais
popular em paises do ocidente (ZHAO, 2008; ZHANG et al., 2013).

A acupuntura vem sendo utilizada, amplamente, em casos de alteracGes comportamentais
e fisicas decorrentes do estresse em humanos e em animais. Além disso, a técnica possui a
vantagem de ndo produzir os efeitos colaterais observados no tratamento convencional, e
baseia-se no restabelecer do equilibrio, por isso, € muito importante, 0 seu uso além do
terapéutico, mas, também, como forma de prevencdo de doencas.

Na medicina chinesa, a prevencdo de doencas tem sido enfatizada, e a idéia e principio
de "preveni-los antes que ocorram™ foram enfatizados. No Huang Di Nei Jing (Classico do
Imperador Amarelo), foi estabelecido o sistema ideoldgico de "tratamento de condigGes
subclinicas". A partir da perspectiva de prevencdo, de modo a alcancar salde plena e
longevidade, sendo a parte mais importante da medicina chinesa, esta estabelecidas pelas bases
da fitoterapia e acupuntura para prevencéo e tratamento de doengas (JIE, 2010).

Baseado no contexto historico, a acupuntura € uma das terapias da Medicina Tradicional
Chinesa, no qual existem relatos do seu uso pratico ha pelo menos cinco mil anos no continente
asiatico, mais especificamente na China (SCOGNAMILLO-SZABO et al., 2006; ZHAO,
2008).

A historia da acupuntura veterinaria esta envolta por lendas antigas sobre o Imperador
Fusi, que uniu as sociedades primitivas, formando a civiliza¢do chinesa. Isso teria ocorrido ha
cerca de 10.000 anos, no periodo de domesticacdo de animais que incluia atividades como o
tratamento dos doentes. A importancia destes na sociedade agraria € indiscutivel e ganhou mais
destaque no Periodo das Guerras durante a Dinastia Chou (475 AC a 221 AC) quando os
exércitos necessitavam de médicos para seus cavalos (LIN et al., 2003). Um registro historico
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marcante é a escultura em rocha da Dinastia Han (206 AC a 220 DC) que mostra soldados
fazendo acupuntura com flechas em seus cavalos para estimula-los antes das batalhas (KIM et
al., 2005; PITTLER;ERNST, 2006; SCHOEN, 2006; XIE; PREAST, 2013).

A pratica da acupuntura veterinaria no Brasil é recente, com o primeiro registro datado
em 1981 e descreve o uso da eletroacupuntura analgésica em cirurgias abdominais em caes.
Mas, antes disso, em 1978, o Professor Paulo lamaguti da FMVZ, UNESP, Botucatu, ja
utilizava a técnica em partos distdcicos e cirurgias de piometra em cadelas. Um dos principais
incentivadores do estudo da acupuntura veterinaria no Brasil foi o Professor Tetsuo Inada, no
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, em meados da década
1980. Nesse periodo, a escassez de literatura fazia com que o “Mestre Tetsuo” ensinasse por
transposicéo, utilizando mapas para humanos. Muitos alunos do “Mestre Tetsuo”, a exemplo
da Professora Magda Alves Medeiros, iniciaram a pratica clinica da acupuntura em animais.
Apesar da acupuntura veterinaria ser, razoavelmente, difundida no Brasil, sé foi reconhecida
como especialidade médica veterinaria em 2014, conforme a resolugdo CFMV n° 1051, de 14
de fevereiro de 2014 (SCOGNAMILLO-SZABO et al., 2006; GODOI et al., 2016).

O termo acupuntura € derivado dos radicais latinos "acus e pungere", que significa agulha
e puncdo. A acupuntura pode ser definida como a insercao de agulhas em pontos especificos no
organismo para gerar um efeito terapéutico ou homeostatico (XIE; PREAST, 2013). Na MTC,
a acupuntura inclui o uso de agulhas finas (agulhas secas), hemopuntura, moxabustéo,
pneumoacupuntura, aquapunturo, eletroacupuntura, acupressdo, agquecimento, entre outros
(XIE; PREAST, 2013).

Na medicina ocidental contemporanea, a acupuntura é considerada uma forma de
estimulacdo sensorial que afeta vérias classes de fibras nervosas aferentes, e uma vez
direcionada para a medula espinhal e os centros superiores do SNC, desencadeia 0s eventos
neurofisioldgicos que geram a resultado terapéutico (SOLIGO et al., 2013).

O ponto de acupuntura, conhecido como acuponto, é definido, geralmente, como um
ponto da pele com sensibilidade espontanea ao estimulo, caracterizado por resisténcia elétrica
reduzida (HWANG; EGERBACHER, 2001). Muitos acupontos estdo situados em depressdes
superficiais nas juncGes musculares e sdo areas cutdneas providas de concentracOes altas de
terminacgdes nervosas livres, plexos nervosos, mastdcitos, vasos linfaticos, arteriolas e vénulas
(HARMAN, 1993; LUNA; TAYLOR, 1998).

Os estimulos gerados pela acupuntura podem ativar os centros autbnomos e o eixo HPA
e, desse modo, auxiliar na manutencdo homeostase e melhorar a eficiéncia de varios sistemas
do organismo (LI et al, 2013).

Portanto, muitos dos conceitos preconizados pela MTC passaram a ter um fundamento
cientifico, e através de pesquisas neurofisiologicas, tem-se explicado muitos dos efeitos da
acupuntura, por meio da teoria neural ndo opidide, teoria humoral, da bioeletricidade e relagdes
somatoviscerais (HARMAN, 1993, SHOEN, 2006). A teoria neural ndo opidide implica na
inibicdo de impulsos conduzidos por fibras nervosas, sendo que o efeito da acupuntura depende
dos sistemas nervosos periférico e central. J& a teoria humoral é baseada na evidéncia de que a
acupuntura estimula a liberacao de opidides endogenos. Este mecanismo age em varios locais
do sistema nervoso central, inibindo a percepgédo dolorosa e a transmisséo da dor da medula
espinhal por meio de inibi¢ao descendente (SHOEN, 2006).

Dessa forma, em termos fisioldgicos, a acupuntura procura restabelecer o equilibrio entre
estados contraditdrios de funcdo e a homeostase. Sob a ética da MTC, isso ocorre porque a
acupuntura alterna os estados de energia e, com isto mantém a organizacéo ideal do 6rgéo e do
organismo a ser tratado (DRAEHMPAEHL; ZOHMANN, 1997).

A teoria geral da acupuntura é baseada na premissa de que ha um padrdo de fluxo de
energia e sangue (chamada "Qi-Xue") através do corpo, essenciais para uma saude perfeita e
que quando ocorre a estagnacdo do fluxo de sangue e energia, as enfermidades acontecem
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(SCOGNAMILLO-SZABO et al., 2006; ZHAO, 2008; ZHANG et al., 2016).

Pela MTC, a energia flui através do organismo ao longo dos canais especificos ou
meridianos. Estes meridianos fazem a comunicagdo entre 6rgdos e extremidades e, através deles
que as funcdes fisiologicas do organismo séo reguladas e o equilibrio é mantido. Existem 14
meridianos principais, sendo 12 deles bilaterais e correspondentes a cada 6rgdo Zang-Fu, e
outros dois que circulam nas linhas médias dorsal e ventral. Ao longo da cada meridiano
existem pontos especificos onde as agulhas de acupuntura séo inseridas (MACIOCIA, 2007;
SCOGNAMILLO-SZABO et al., 2006; ZHAO, 2008; ZHANG et al., 2013). O sistema de
meridianos é utilizado para fazer diagnostico e desenvolver planos de tratamentos para ampla
variedade de condicGes patologicas. Os demais fatores, como Yin Yang, energia, sangue e
6rgdos Zang Fu, devem estar em equilibrio para que haja saude. O organismo deve também
manter o equilibrio com o ambiente externo (CAIN, 2003).

Diversas evidéncias experimentais demonstram que a estimulacdo de pontos de
acupuntura pode promover a liberacdo de diferentes neurotransmissores no sistema nervoso
central (SNC) (HAN 2003), e levando efeitos fisioldgicos que podem ativar mecanismos de
auto-cura (BAI; LAO 2013). Diferentes mecanismos neurobiologicos tém sido propostos para
os efeitos analgésicos (HAN 2003), anti-inflamatérios (MCDONALD et al. 2015) e anti-
estresse (ESHKEVARI et al. 2013, KONDO; KAWAMOTO, 2014) da acupuntura.

Outros comprovam a eficécia dessa terapia também como tranquilizante e anti-estresse
em equinos (LUNA et al., 2008; GODOI et al., 2014; VILLAS-BOAS et al., 2016; RIZZO et
al., 2017).

Estudos revelaram que nas regifes onde os acupontos estdo localizados existem altas
concentragdes de terminagdes aferentes de fibras Aa, B, & e C (respectivamente, os grupos de
fibras I, 11, 11l e IV) e que, quando estimuladas, podem estimular, diretamente, 0 SNC e
induzirem diferentes respostas fisiologicas, como a analgesia, a liberacdo de endorfinas, a
reducdo da resposta imune, a alteracdo na resposta autondmica, a liberacdo de fatores
neurotroficos, entre outros (ZHAO, 2008; JIANG et al., 2014).

Existem formas diferentes de estimulacéo dos acupontos, determinando a modalidade de
acupuntura empregada na pratica clinica. As modalidades da MTC mais difundidas séo a
acupuntura manual, eletroacupuntura, moxabustdo, farmaco-acupuntura (CAI et al., 2015;
KHALIL et al., 2015).

Na acupuntura manual, os acupontos na pele e/ou no musculo sdo estimulados por
movimentos rotacionais da agulha (ZHAO, 2008).

A acupuntura é conhecida por ser capaz de regular a funcdo autonémica (L1 et al., 2013;
VOGEL et al., 2005). Estudos utilizando a andlise da HRV em humanos mostraram que a
acupuntura diminui a razdo LF / HF diminuindo o LF e / ou aumentando o HF em individuos
saudaveis (WANG; KUO; YANG, 2002), em enfermeiras que trabalham a noite (HWANG, et
al. 2011) e em individuos cansados (LI et al., 2005). O tratamento com acupuntura foi capaz de
reduzir a razéo LF / HF em pacientes hipertensos, e embora nenhuma medida de cortisol tenha
sido realizada, esta reducdo foi relacionada a uma diminuigdo no estresse durante o periodo de
tratamento (SPARROW,; GOLIANU, 2014).

Com base nisso, a acupuntura tem sido proposta para o tratamento de doengas
relacionadas ao SNA, modulando o equilibrio entre os ramos simpatico e parassimpatico (LI et
al., 2013). Em equinos, a sesséo de 20 minutos de acupuntura nos acupontos VG1, C7, VG20
e B52, imediatamente antes do teste de sobressalto (abertura do guarda-chuva) modificou o
equilibrio simpatico-vagal com a modulagéo parassimpatica, reduzindo o aumento induzido em
LF / HF apos o sobressalto (VILLAS-BOAS et al., 2015).

Em cées, um estudo preliminar sobre os efeitos de estimulagdo do acuponto PC6
(Neiguan) sobre a HRV durante condicOes estaveis, mostrou que a acupuntura pode mediar as
alteracfes da HRV mesmo ap0s o bloqueio farmacéutico da funcéo autonémica (WANG et al,
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2013). Os autores sugeriram que os efeitos da acupuntura na HRV devem se basear ndo apenas
no sistema nervoso autdbnomo, mas em todo o sistema nervoso central (WANG et al, 2013).
Para estudar os efeitos da estimulacdo da eletro-acupuntura (EA- aplicacdo de corrente elétrica
pulsatil entre pares de agulhas de acupuntura) no sistema nervoso autbnomo em caes, Kimura
et al. (2008) submeteram os cdes da raca Beagle a estimulacdo EA nos pontos VG5 e VG20 e
avaliaram a HRV. A estimulacdo de EA aumentou a razdo LF / HF em diferentes momentos do
dia, sem efeito sobre a HR e no HF, sugerindo que a EA aumenta a modulacdo simpética
cardiaca em cdes (KIMURA e HARA, 2008).

Maccariello et al. (2018) demonstraram que o efeito de uma simples sesséo de acupuntura,
nos pontos Yin Tang, VG 20, C7, PC6 e E36, reduziram o valor da razdo LF / HF em animais
submetidos a um modelo de estresse agudo acustico.

O efeito da acupuntura foi avaliado em experimentos com estresse agudo por contencéo.
Guimarées et al. (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, e a frequéncia cardiaca afim de realizarem uma
analise de comportamento. Os resultados obtidos sugerem que a acupuntura aplicada durante o
estresse agudo por contencdo atenua alguns comportamentos envolvidos na reacdo de luta ou
fuga caracteristica do estresse, de maneira independente dos parametros cardiovasculares
avaliados.

Godoi et al. (2014), avaliaram uma forma de reducéo do estresse no transporte de equinos,
associando o ponto da acupuntura VG1 com 1/10 da dose de acepromazina, aplicada
imediatamente antes do embarque e esta foi capaz de diminuir o aumento da HR, induzido pelo
estresse.

2.4 O Cavalo e a Pratica Agropecuéria

O cavalo € um animal versatil e, em todo Brasil, existem diferentes modalidades
equestres, como alguns esportes mais classicos, como salto e adestramento, e outros mais
regionais, como a vaquejada e tambores. Também existe o uso militar, praticado em diferentes
estados do pais, usos agropecudrios e de trabalho (LIMA; SHIROTA; BARROS, 2006).

O Brasil possui 0 4° maior rebanho de cavalos do mundo, com, aproximadamente, 5,3
milhdes de cabeca. Os Estados Unidos é o pais com maior rebanho, com, aproximadamente,
10,3 milhdes de cabecas, seguido por México, com 6,35 milhdes e China, com 6,33 milhdes
(FAO, 2015). A tropa nacional é superior a 5 milhdes de cavalos, divididos em cavalos trabalho,
lazer e competicdo. Apesar da incorporagdo de maquinas de Gltima geracdo e de ferramentas
tecnoldgicas, o cavalo continua sendo decisivo para o desenvolvimento de atividades pecuarias
e agricolas na grande maioria das propriedades produtivas nacionais. A equinocultura, como
um seguimento do agronegécio, é confirmada pelos nimeros expressivos R$ 16,15 bilhdes
movimentados por ano, gerando 610 mil empregos diretos e 2.430 mil empregos indiretos,
sendo responsavel, assim, por 3 milhdes de postos de trabalho (MAPA, 2016).

Cavalos séo animais sociais, vivem em grupos (MILLS; NANKERVIS, 2005), e possuem
comportamento de presa na natureza. Sobrevive fugindo de predadores e adota o
comportamento de “fuga ou luta”, ou seja, o cavalo pode entdo fugir de uma suposta ameaca
ou achar que a melhor opcdo naquele momento € lutar (GOODWIN, 2002). Deve-se, sempre,
permitir o contato social com diferentes equinos, pois 0s animais mais jovens aprendem com
0S outros e, assim, podem ter experiéncias variadas, ajudados em seus aprendizados (KILEY -
WORTHINGTON, 2011).

Quem convive com cavalos percebe, facilmente, que eles preferem situacdes que lhes
tragam prazer e evitam situagdes que lhes causem medo e sofrimento (DUNCAN e
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PETHERICK, 1991; BROOM; MOLENTO, 2004). E comprovado cientificamente que os
animais sao seres sencientes e possuem a capacidade de experimentar sentimentos bons e ruins.

A senciéncia é a capacidade que um individuo tem de sentir conscientemente algo, ou
seja, de estar consciente do que acontece ao seu redor (MOLENTO, 2006).

Senciéncia animal constitui o fundamento da ciéncia do bem-estar animal (PROCTOR;
CARDER; CORNISH, 2013). Compreender como o0s animais podem sofrer, as praticas que 0s
afetam e como eles experimentam as emocdes é fundamental para melhorar o seu bem-estar
(PROCTOR, 2012).

Segundo Broom (1986), o bem-estar de um individuo é o estado deste em relagdo as suas
tentativas de adaptacdo ao seu ambiente.

O momento para a avaliagdo do bem-estar deve ser considerado frente as diversas
situacBes ocorridas durante a rotina diaria, procedimentos regulares ou esporadicos e de acordo
com os diferentes sistemas de criacéo.

Situacgdes ruins duradouras e frequentes sdo piores para o grau de bem-estar do cavalo.
Algumas situagOes sdo previstas na vida de um cavalo mantido pelo ser humano, como o
confinamento, o desmame, a doma, a castracdo e a marcacdo; porém, as boas praticas
minimizam seus efeitos negativos para o cavalo e suas consequéncias na rotina diaria
(GRANDIN e JOHNSON, 2010).

Quanto ao manejo de éguas prenhes, estas devem parir em local seguro e depois devem
ser mantidas com seus potros, e manejadas de forma que seus potros ndo corram riscos. Maes
e potros devem sempre ficar juntos até o desmame, ambos inseridos em um grupo com outras
éguas e seus potros (MAPA, 2017).

A fase de amamentacdo dos potros € de 180 dias, e pode variar em funcdo do manejo do
rebanho. E uma das mais importantes fases na vida do animal, a taxa de crescimento é acelerada
e as exigéncias nutricionais s&o mais elevadas (CUNHA, 1991)

Segundo Saastamoinen (1996), o crescimento de potros durante o primeiro ano é rapido,
até os doze meses de idade, ele alcancara 65% do peso definitivo e cerca de 90% da altura dos
animais adultos. Cada estagio na vida dos cavalos tem seu requerimento nutricional a ser
observado. O primeiro ano de vida é especialmente importante, devido ao crescimento rapido
do animal, que diminui nos anos subsequentes. Deve-se destacar que a formulacao de uma dieta
deve levar em consideracdo o metabolismo basal do cavalo e fornecer nutrientes suficientes
para crescimento adequado, o que resulta em constantes mudancgas a dieta para suprir 0s
requerimentos do animal em determinada época.

A producdo de leite das éguas é crescente até atingir o pico, antes do segundo més de
lactacdo, e decresce constantemente até o final do periodo de lactacdo (OFTEDAL et al., 1983;
CABRERA et al., 1990; DOREAU et al., 1990; GIBBS et al., 1982, SANTOS et al., 2005).
Santos et al. (2005) avaliaram a producdo de leite das éguas Mangalarga Marchador, e
concluiram que a produgéo segue 0 mesmo padrdo das demais racas da espécie equina.

O leite de éguas é pobre em energia (425 a 825 kcal/kg), em gordura (1,0 a 1,5%) e em
proteina bruta (1,89 a 2,87%), mas rico em lactose (6,5 a 6,6%) (PAGAN; HINTZ, 1988;
GIBBS et al., 1982), quando comparado ao leite das demais espécies domésticas. A
concentragdo dos diversos constituintes do leite decresce desde o inicio do periodo de lactacgéo,
com excecdo da lactose, que segue a curva ja descrita. Segundo Doreau et al. (1991), lactose €
um fator controlador da pressdo osmética dentro do Ubere, o que favorece o enchimento do
mesmao.

No periodo final da lactagdo, quarto més em diante, a producéo leiteira sofre reducédo para
quase metade dos niveis do inicio da lactagéo e o potro ja esta se alimentando de capim ou feno,
suprindo parte de suas necessidades nutricional. Com a suplementagdo de concentrado e
volumoso adequada, o0 potro ja pode ser desmamado sem prejuizo para seu crescimento e
desenvolvimento. O critério ideal para definir o momento do desmame deve ser o tamanho do
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potro, se 0 mesmo tiver que dobrar, acentuadamente, os membros anteriores para mamar, €
sinal de que ele pode ser desmamado, a fim de evitar a possibilidade de desvios nos aprumos.

A dieta do cavalo em crescimento é constituida primariamente de colostro, leite, 4gua,
forragem e concentrados (GEOR et al.,2013). Nas primeiras semanas, o colostro e o leite séo
o0s principais fatores na dieta a fornecer nutrientes suficientes, a populagdo microbiana do trato
gastrintestinal somente digere fibras eficientemente a partir do segundo més de vida do potro
(FAUBLADIER et al.,2013).

A qualidade do leite no fim da lactacdo € mais pobre do que no inicio da lactacédo, devido
ao fato de que o potro ja se alimentar de forragem, portanto o leite ndo é mais essencial para
manter sua sobrevivéncia (SANTOS et al.2005).

Potros devem ser desmamados em grupo. Preferencialmente permanecendo juntos a
cavalos adultos que Ihes sdo conhecidos, que sao calmos e tranquilos. Estes adultos servirdo de
“padrinhos”, auxiliando no aprendizado e passando seguranga aos potros. Este tipo de manejo
aumenta o grau de bem-estar dos potros (MAPA, 2017).

A partir dos 6 meses, 0 potro ja estara relativamente independente da mée e tera seu
sistema imune competente, evitando que o periodo de estresse desencadeie uma
susceptibilidade a doenca. O potro também ja ndo estara tdo dependente do leite, sendo capaz
de se alimentar de forrageiras sem prejuizos nutricionais (MAPA, 2017).
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CAPITULO I:

Respostas de estresse de marcacao a
guente versus marcacao a frio em potros.
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3. CAPITULO I: RESPOSTAS DE ESTRESSE DE MARCACAO A QUENTE VERSUS
MARCACAO A FRIO EM POTROS

3.1 Resumo

Marcar cavalos com sinais permanentes, ainda é uma rotina de muitos criatdrios e associagdes
no Brasil. Estas marcac6es séo utilizadas com a finalidade de identificacdo, seja da propriedade,
da associacao na qual pertenca o animal, em programas de melhoramento genético, em controle
de doencas, ou por outros propdésitos. Essa identificacdo € feita tradicionalmente com ferro
guente, porém tem sido amplamente divulgada a marcacéo a frio com nitrogénio liquido, como
método menos doloroso e que consequentemente colabore com o bem-estar do animal. O
objetivo do presente estudo foi comparar os niveis de estresse e qualidade da marcacdo em
potros marcados a ferro quente e a frio, com nitrogénio liquido. Foram avaliados os parametros
fisiolégicos autondmicos (variabilidade da frequéncia cardiaca (HRV)), enddcrinos (cortisol
sérico), comportamentais e a avaliacdo da nitidez da marcacdo, antes, durante e ap6s a marcacao
com ferro candente e com nitrogénio liquido. Dados do HRV foram adquiridos utilizando o
frequencimetro cardiaco Polar Equine®, as amostras de sangue foram coletadas diretamente da
veia jugular, com agulha e tubo a vacuo sem anticoagulante, no periodo de 30 minutos antes,
30 e 60 minutos ap6s a marcacgdo. O comportamento no momento da marcacéo foi filmado para
posterior analise por um etograma, e foram realizadas fotografias das marcas para anéalise da
nitidez. Foram utilizados 23 potros da raca mangalarga marchador (M.M.) e mesticos de M.
M., provenientes da fazenda da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, que em sua rotina
seriam marcados para identificacdo do criatorio com o simbolo 47 (6,5X8,5 cm). Os animais
foram divididos em dois grupos experimentais: grupo fogo (n=11) e grupo nitrogénio (n=12).
Na analise do HRV, observou-se no momento da marcacdo, no grupo fogo, um aumento
significativo dos valores: da frequéncia cardiaca (HR), da poténcia de banda de baixa frequéncia
(LF), da razdo LF/HF, do desvio padrdo de todos os intervalos RR normais (SDNN) e
diminuicdo da poténcia de banda de alta frequéncia (HF) sugerindo ativacdo autondmica de
predominio simpatico sobre o parassimpatico, representando maior nivel de estresse no grupo
fogo em comparacdo ao nitrogénio. O cortisol ndo foi um pardmetro suficiente para indicar
estresse durante o procedimento das marcacdes, pois o estimulo ndo promoveu um aumento
significativo. Quanto a avaliacdo comportamental, no grupo fogo, foram notados intensos
movimentos dos membros. Na analise da reatividade a dor foi observado, no grupo fogo,
reacbes mais intensas de fuga, com presenca de coices e empinar, porém ndo foi obtido
diferenca significativa entre os grupos. Na marcagédo a fogo houve o desenvolvimento de feridas
abertas e necrose no local da marcacdo, sendo as feridas do grupo nitrogénio superficiais e ndo
ocorrendo necrose. Quanto a analise da nitidez, ndo foram obtidas diferencas significativas em
ambos os grupos. O nitrogénio apresentou ser uma melhor opgéo para realizacdo da marcacéo
por proporcionar menores respostas de estresse, com diminuicao dos indices de HR, LF, LF/HF,
SDNN e por ndo apresentar a formacdo de feridas abertas, obtendo a mesma nitidez da
marcagdo a fogo Em suma, o estudo mostra que pequenas modificagdes no manejo, podem
proporcionar uma grande melhora no bem-estar animal.

Palavras-chaves: bem-estar animal, cavalo, variabilidade da frequéncia cardiaca.
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3. CHAPTER I. STRESS RESPONSES OF HOT IRON BRANDING VERSUS
FREEZE BRANDING IN FOALS

3.2 Abstract

Branding horses with permanent signs, is still a routine of many breeding farms and associations
in Brazil. These markings are used for the purpose of identification, to determine the
property or the association in which the animal belongs, in breeding programs, in disease
control, or for other purposes. This identification is traditionally made with hot iron, but the
cold marking with liquid nitrogen has been disseminated as a less painful method and
consequently collaborates with animal welfare. The objective of the present study was to
compare stress levels and marking quality in hot and cold-marked colts with liquid nitrogen.
The autonomic physiological parameters (heart rate variability (HRV), endocrine (serum
cortisol), behavioral and the evaluation of marking clarity, before, during and after marking
with burning iron and with liquid nitrogen were evaluated. HRV data were acquired using the
Polar Equine® heart rate monitor, blood samples were collected directly from the jugular vein,
with needle and vacuum tube without anticoagulant, within 30 minutes before, 30 and 60
minutes after branding. The behavior at the moment of marking was filmed for later analysis
by an etogram, and photographs were taken of the marks for analysis of sharpness. METHODS:
Twenty - three young horses from the Federal Rural University of Rio de Janeiro farm were
used to identify the owner with the symbol 47 (6.5 x 8.5 cm) . The animals were divided into
two experimental groups: fire group (n = 11) and nitrogen group (n = 12). In the HRV analysis,
a significant increase in heart rate (HR), low frequency band (LF), LF / HF ratio, standard
deviation of all normal RR intervals (SDNN) and decrease of the high frequency band (HF)
power suggesting autonomic activation of sympathetic predominance over the parasympathetic
one, representing a higher level of stress in the fire group compared to nitrogen. Cortisol was
not a sufficient parameter to indicate stress during the marking procedure, since the stimulus
did not promote a significant increase. Regarding the behavioral evaluation, in the fire group,
intense movements of the limbs were noticed. In the reactivity analysis the pain was observed
in the fire group, more intense reactions of leakage, with presence of kicks and cramps, but no
significant difference between groups was observed. In the fire marking there was the
development of open wounds and necrosis at the marking site, the wounds of the nitrogen group
being superficial and no necrosis occurring. Regarding the analysis of the sharpness, no
significant differences were obtained in both groups. Nitrogen was a better option to perform
the branding because it provided lower stress responses, with a decrease in HR, LF, LF / HF,
SDNN, and because of the absence of open wound formation, obtaining the same sharpness of
fire marking in short, the study shows that small changes in the management, can provide a
great improvement in animal welfare.

Key words: horse, animal welfare, heart rate variability.
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3.3 Introducao

Os animais de producdo foram marcados com ferro quente por milénios de anos.
Originalmente, o objetivo da marcacgéo era, simplesmente, identificar a propriedade na qual o
animal pertencia, utilizando assim o ferro quente para promover uma marca permanente no
animal. Mais tarde, tornou-se uma maneira de marcar a raga de um animal e um meio de
identificar os animais, individualmente, de forma confiavel (LINDEGAARD; ANDERSEN,
2012).

Em alguns paises da Europa, como Escocia e Dinamarca, a marcacdo a quente foi
proibida, porém permanece amplamente utilizada em diversos paises (LINDEGAARD;
ANDERSEN, 2012). No Brasil, a marcacdo com ferro quente ainda € permitida e até mesmo
obrigatoria em alguns casos de sanidade animal e por associa¢Ges dos criadores de ragas.

Conforme a lei n°11.794, o ato de identificar um animal, seja por tatuagem, introducéo
de brincos ou marcagdo com ferro, é considerado uma pratica de manejo, sendo conferidos a
estes procedimentos apenas dor ou aflicio momentanea ou dano passageiro (BRASIL, 2008).

O regulamento técnico do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
da Tuberculose Animal - PNCEBT, em bovinos e bubalinos, instituido em 2001, recentemente,
foi revisto pela Instrucdo Normativa SDA n° 10, de 3/03/2017. No programa, 0S animais
vacinados e 0s animais positivos eram, obrigatoriamente, marcados com ferro candente, porém,
com a crescente preocupagdo em proporcionar bem-estar aos animais, houve mudancgas na
legislacdo e foi permitido também o uso do nitrogénio liquido para realizacdo da marcacéao
(BRASIL, 2017). No programa de sanidade Equidea, no caso de animais positivos para Anemia
Infecciosa Equina, ainda ¢ obrigatoria a identificagdo com ferro candente com a letra “A”
circunscrita, no caso destes ndo serem imediatamente, sacrificados (BRASIL, 2004).

Identificar animais de producdo é uma pratica agropecuaria muito importante, sendo
necessario que esta identificacdo seja de facil visualizacdo, individualizada, de féacil aplicacéo,
preferencialmente, acessivel a todos (AURICH et al., 2013). A identificacdo devera gerar o
minimo de dor e desconforto ao animal, preservando o bem-estar. Apesar desta grande
relevancia, poucos estudos tém avaliados os métodos de identificacdo animal, principalmente,
na espécie equina, sendo estes em sua maioria, relacionados aos bovinos (LINDEGAARD;
ANDERSEN, 2012).

Nos estudos envolvendo marcacdo na espécie bovina, foram comparados os métodos de
marcacdo a ferro candente (marcacdo a fogo) com a marcacdo a nitrogénio, comparando
também a marcacao falsa (marcacdo com ferro a temperatura ambiente), podendo concluir que
a marcacao a fogo é, substancialmente, mais dolorosa e induz mais inflamacao que a marcacéo
a nitrogénio liquido ou marcacéo falsa (LAY et al., 1992a, 1992b, 1992c, SCHWARTZKOPF-
GENSWEIN et al., 1997, 1998; SCHWARTZKOPF-GENSWEIN; STOOKEY, 1997,
SCHWARTZKOPF-GENSWEIN; STOOKEY; WELFORD, 1997).

Nos estudos envolvendo marcacdo na espécie equina foram avaliados os metodos de
marcacdo a fogo comparados com a introducdo de microchip (ERBER et al., 2012b;
LINDEGAARD et al., 2009; POLLMANN, 1998) ndo havendo estudos comparativos da
marcacgéo a fogo, com a marcacao a nitrogénio liquido em equinos.

O ato de marcar um animal a fogo, consiste em colocar um ferro de coloragéo rubro clara,
previamente, aquecido até temperatura de 500°C, na pele do animal por até 5 a 6 segundos a
fim de gerar uma queimadura e uma cicatriz na qual o pelo ird crescer num padrdo diferente
dos pelos adjacentes (CAJA et al., 2004).

Aurich et al. (2013), avaliaram 248 cavalos e concluiram que a marcagéo utilizando ferro
quente provoca feridas compativeis com lesdo térmica de terceiro grau, mas nem sempre
permite a identificacdo de cavalos.

O uso do nitrogénio como método de marcagdo ndo € tdo antigo como a marcacao a
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quente, e seus primeiros relatos datam do século XX. Em 1966, Farrell apud (MACPHERSON;
PENNER, 1967) publicou um experimento sobre a técnica de marcas a frio em bovinos. Em
1967, Macpherson e Penner estudaram a identificagdo por nitrogénio em bovinos, concluindo
que os ferros devem ter 14 milimetros de largura e 25 milimetros de espessura para gerar uma
boa marcacdo. Em 1992, é lancado um manual técnico orientando a utilizagdo do nitrogénio em
equinos (HOUSEHOLDER et al, 1992), e em 1993, Householder et al., avaliaram um aerossol
para utilizagdo prévia antes da marcagdo com nitrogénio em cavalos, com objetivo de melhorar
a nitidez e a aceitabilidade da marcacao.

Nos ultimos anos, a marcagdo com nitrogénio liquido tornou-se, extremamente, popular,
por ser um método seguro, econdmico e de simples execucdo. A marca a frio pode ser feita em
cavalos de qualquer idade. Parece ser, relativamente, indolor e ndo gera feridas abertas, ndo
danificando a pele do animal. A marca ¢ legivel, permanente e, facilmente, visualizada durante
todo o0 ano (HOUSEHOLDER et al, 1992).

Para realizacdo do ato de marcacdo com nitrogénio liquido, o animal deve estar bem
contido, e ndo pode se mover. O marcador ¢ resfriado num isopor com nitrogénio liquido até
gque o mesmo cesse de borbulhar. Dessa forma, o marcador € aplicado na pele do animal,
previamente tricotomizada, limpa (com solucgdo alcodlica 96%) e seca.

Os tempos de permanéncia da marca na pele do animal variam de acordo com o tipo de
liga metalica que compde o ferro de marcar, a idade do animal (espessura da pele) e cor do
cavalo. E importante, durante a marcac&o, cronometrar o tempo de permanéncia do ferro, bem
como manter uma pressao constante da marca sobre a pele do animal.

Pode-se utilizar os marcadores de liga férrica, geralmente, empregados em marcacédo a
fogo, porém estes ndo retém, suficientemente o frio e assim requerem um maior tempo de
permanéncia na pele para gerar os mesmos resultados de ferros projetados especificamente para
marcacao a nitrogénio liquido, como o aco inox. O tempo de permanéncia do ferro na pele do
potro é de 8 ou 45 segundos em animais de pelagem escura e 12 ou 50-60 segundos na pelagem
clara, utilizando os ferros de aco inox e liga férrica respectivamente, atingindo uma temperatura
-170 a -197°C (HOUSEHOLDER et. al 1992; CAJA et al., 2004).

Quando o ferro congelado pelo nitrogénio € colocado sobre a pele, a temperatura fria
destroi os melandcitos responsaveis pela coloracdo do pelo. Contudo, o pelo continua a crescer
a partir do foliculo responsavel pelo crescimento. Como resultado, no local da marcacgdo havera
0 crescimento de pelos sem pigmentos, 0 que resultara na aparéncia de pelos brancos, resultado
desejado em animais de pelagem escura. Porém, se o ferro for pressionado contra a pele por um
periodo mais curto de tempo e / ou com uma pressdo menor do que necessario, alguns pelos
permanecerdo com a coloracdo original e outros crescerdo brancos, conferindo a uma aparéncia
listrada. Se o ferro permanecer na pele do animal por um maior periodo de tempo,ird ocorrer
lesdo de matriz extracelular, pois a temperatura fria destruird a base do foliculo piloso, que
contém a raiz germinativa, responsavel pelo crescimento do pelo, fazendo com que nenhum
cabelo cresca naquele local, sendo desejavel em animais de pelos claros e pele escura, na qual
a marcagdo com pelos brancos néo seria bem visualizada. Assim, no local da marcagéo o pelo
ndo cresce, a marca apresentard uma visualizacéo escura, devido a auséncia de pelos, e a pele
do animal sera exposta (HOUSEHOLDER et. al 1992; CAJA et al., 2004).

Atualmente, existem diversos estudos que avaliam as condi¢cGes do bem-estar animal,
contudo, a marcacdo permanente em animais de producdo ainda € muito utilizada na préatica
agropecuaria, e gera diversas polémicas quanto a manutencao do bem-estar animal, porém este
tipo de identificacdo ainda é necessario e previsto na legislagdo brasileira vigente.

A fim de melhorar as condi¢6es de bem-estar e minimizar o efeito do estresse da marcacéo
em potros, foram comparadas as marcag0es a quente, com ferro candente, e as marcacoes a frio,
com nitrogénio liquido, analisando as variaveis fisiologicas através da Frequéncia Cardiaca,
Variabilidade da Frequéncia Cardiaca, do Cortisol Sérico, estudando também a nitidez da
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marcacao na pele através da fotografia da regido apds marcacao.

Assim, analise dos métodos de identificacdo visa contribuir para a escolha acertada de
identificacdo de potros, de forma a minimizar o estresse na marcagdo aumentando as chances
de melhor sociabilizacdo deste com o ser humano.

3.4 Justificativa

As marcag0es dos potros da UFRRJ eram feitas apenas com ferro candente, configurando
a marcacao a quente. O ato de marcar a quente o animal ainda gera polémicas, mas € necessario
a identificacdo inclusive dentro da propria Universidade. A guarda da Universidade ao avistar
um animal com a marca “47”, devera, imediatamente, avisar ao setor de equinos, e este realizara
o recolhimento do animal. Caso o animal ndo esteja marcado, este animal podera ser levado
pela Apreensdo Federal, se 0 mesmo estiver solto dentro do Campus. Assim sendo, a
identificacdo rapida, acessivel a todos e de facil visualizagéo é essencial.

Apesar da marcacdo gerar um estresse de curta duragdo, este é de grande intensidade e
pode traumatizar o potro, gerando comportamentos aversivos ao contato com o homem. Deste
modo, foram avaliados dois tipos de identificacdo permanente utilizando o marcador
confeccionado com liga de ferro ja utilizado para identificar os animais do Setor de Equinos da
UFRRJ, através da avaliacdo de dois grupos experimentais: um grupo com marcacao a frio,
com nitrogénio liquido, e outro com marcacédo a quente, com ferro candente, para, futuramente,
ser implementado o melhor método para uso no setor de equinos e possiveis criatorios do Brasil.

3.5 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi comparar 0s niveis de estresse, nas respostas
fisioldgicas, comportamentais, e a qualidade da marcacao a ferro quente e a frio, com nitrogénio
liquido nos potros.

3.5.1 Objetivos especificos

e Estudar as alteracGes fisiologicas através da frequéncia cardiaca, variabilidade da
frequéncia cardiaca, do cortisol sérico, antes, durante e ap6s marcacao a quente, com
ferro candente nos potros.

e Estudar as alteragdes fisioldgicas pela frequéncia cardiaca, variabilidade da frequéncia
cardiaca, cortisol serico, antes, durante e apds a marcacéo a frio, com nitrogénio liquido
nos potros.

e Avaliar o comportamento do animal durante o processo de marcagdo, através de
filmagem e elaboracdo de uma tabela propria para aferir o comportamento e a reatividade
do potro durante as marcacdes a fogo e a nitrogénio liquido.

e Acompanhar a evolucdo da ferida e sua nitidez na pele através da fotografia da regido
ap0Os marcacao a frio, com nitrogénio liquido e da marcacéo a quente, com ferro candente
nos potros antes do desmame até sua completa cicatrizag&o.

3.6 Material e Métodos

O experimento foi aprovado pela comissdo de ética e bem-estar do Instituto de
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Veterinaria, UFRRJ, de acordo com o protocolo n® 2640020517 (Anexo A).

Foram utilizados 23 potros: 17 da raca Mangalarga Marchador e 6 mesticos de
Mangalarga Marchador, com idade de 20 a 28 semanas, sendo 16 fémeas e 7 machos. Os
animais pertencentes ao setor de Equinocultura da UFRRJ, foram criados juntos, desde o seu
nascimento, estando adaptados aos pastos e as instalacfes. Os potros foram manipulados e
medidos, semanalmente, estando adaptados a presenca e ao contato com o ser humano. Os
potros foram aleatoriamente divididos em dois grupos experimentais e marcados conforme
descrito por Caja et al. (2004) para o protocolo de marcacgéo a quente e Householder et al. (1992)
para marcacgéo a frio, seguindo as orientacdo de fabricantes de marcadores confeccionados com
liga férrica.

1- Grupo fogo (n=11): Potros marcados a quente, com a utilizacdo de ferro candente. O
ferro foi aquecido num fogareiro a gas liquefeito de petroleo (gas de cozinha) até atingir a
coloracgdo rubro clara, sendo posicionado na regido do brago esquerdo (musculatura do triceps).
O ferro permaneceu em contato com a pele do animal por até 3 segundos.

2- Grupo nitrogénio (n=12): Potros marcados a frio, com a utilizagdo de ferro congelado
por nitrogénio liquido. O ferro permaneceu na pele do animal por 60 segundos.

Os potros foram marcados aproximadamente um més antes do processo de desmame, na
presenca de suas respectivas maes. No dia anterior a marcacéo, os potros foram cabresteados,
e conduzidos com as mdes para o tronco de contencao, onde foi colocado o frequencimetro para
adaptacdo, e a regido do braco esquerdo (musculatura do triceps) foi tricotomizada com
tricdtomo e lamina de barbear descartavel Gilette® facilitando o manejo de limpeza da ferida.
Foi realizada uma marcacdo Unica, de acordo com o grupo experimental a que o animal foi,
aleatoriamente, designado. As marcacdes foram realizadas no periodo da manha, em média os
horérios de 9:52 (marcacdo a fogo) e 9:31(marcacao a nitrogénio), as temperaturas médias dos
dias da marcacao a fogo foram 26°C e do dia da marcacdao a nitrogénio foram 25°C.

3.6.1 Protocolo experimental:

Baia Externa Tronco Baia Externa
& : v /: /:
\)’<‘/ \\@ g/é)
Marcacao h

. Legenda:
¢ ' Coleta de sangue
v Coleta de dados da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca
) Filmagem

Figura 2: llustragdo esquematica do protocolo experimental.
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No dia do experimento, como de costume, 0S potros e as respectivas maes foram
separados no pasto e conduzidos em dupla (mae e potro) para as baias externas, fechadas com
a utilizacdo de cordas. Apos todos 0s animais estarem dispostos em suas respectivas baias,
foram colocados os cabrestos, individualmente, e realizada a primeira coleta de sangue
(momento basal). As coletas de sangue foram realizadas com agulha para coleta de sangue a
vacuo em tubos com ativador de soro e sem anticoagulante, “com tampa vermelha”, nos
momentos: basal (30 minutos antes da marcacao), pés 30 (apds 30 minutos da marcacao) e pds
60 (apds 60 minutos da marcacdo). Imediatamente ap0s a coleta de sangue basal, foi colocado
no térax do animal o frequencimetro Polar Equine® RS800 e ativado. O potro permaneceu com
o frequencimetro durante todo o periodo experimental.

Na realizacdo do procedimento de marcacdo, o potro e a égua foram conduzidos para o
tronco de contencdo dupla, ficando a matriz contida ao lado do potro. Apds a entrada no tronco,
foi utilizado o cachimbo no l&bio superior do potro, como método de contencdo, a fim de
imobilizar o animal durante o processo de marcacéo, evitando acidentes e garantindo o tempo
da marcacéo.

Os potros foram marcados de acordo com o grupo experimental previamente selecionado
e 0 momento foi registrado em video para posterior analise comportamental. As marcagdes a
fogo e a nitrogénio foram realizadas sempre pelo mesmo individuo, treinado para realiza¢do do
procedimento. Foi utilizado o mesmo marcador de liga férrica contendo os nimeros “47”, com
dimensoes totais de 6,5cm de altura e 8,5 cm de largura.

Nas marcacgdes a fogo, foi utilizado o ferro candente, previamente aquecido com gas
liquefeito, a marca permaneceu por 3 segundos em contato com a pele do brago esquerdo do
potro (Figura 3), e no grupo de animais marcados a nitrogénio, foi utilizado o mesmo ferro,
porém congelado com nitrogénio liquido, e a marca permaneceu em contato com a pele por 60
segundos (Figura 4).

Ap0s a retirada do ferro que estava em contato com a pele, foi realizado o tratamento da
ferida, sendo utilizado um spray larvicida, cicatrizante e antimicrobiano, composto por
sulfadiazina de prata, fipronil e aluminio, conferindo a marcagdo uma coloracao prata.

Apos o término da marcacdo, os potros, juntamente com a mée, retornaram a baia externa
onde permaneceram por 60 minutos para realizacao das coletas p6s 30 e pds 60. No término do
experimento ambos foram soltos no pasto, como de costume. Nos dias subsequentes, 0s potros
foram manejados, diariamente, para o tratamento da ferida p6s marcacdo, foi realizada a
limpeza da ferida e a aplicacdo do spray (larvicida, cicatrizante e antimicrobiano) sobre a marca.
Foram realizadas fotografias das marcas nos dias subsequentes para posterior analise da nitidez
da marcacéo.
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Figura 3: (A). Momento da marcagdo de um animal do grupo fogo. (B). Fogareiro aquecendo o marcador.

Figura 4: (A). Momento da marca¢do de um animal do grupo nitrogénio. (B). Marcador sendo congelado em um isopor
utilizando nitrogénio liquido.

3.6.2 Frequéncia cardiaca e a variabilidade da frequéncia cardiaca

No presente projeto foi utilizado o cardiofrequencimetro especifico para uso em equinos,
RS 800 (Polar Equine®), programado para gravar o intervalo de tempo em milisegundos entre
as sucesssivas despolarizac@es do ventriculo esquerdo, representadas pelas ondas R-R, através
da ativacdo do modo RR, presente nas configuracoes do relogio.

O Polar Equine ® representa um sistema de gravacdo mével, que capta os dados gravados
por um transmissor preso no torax do cavalo por uma cinta eléstica. Nesta cinta existem dois
eletrodos (um para regido precordial, abaixo do codilho esquerdo e outro eletrodo proximo a
cernelha na regido torécica) que foram abundantemente umedecidos com uma solucéo saturada
de agua e sal, a fim de garantir uma boa conducdo dos impulsos elétricos a regido do torax.

Os dados armazenados no relégio foram enviados para o programa Polar Pro Trainer
Equine Edition® por meio da interface de emissdo de infravermelhos. Os dados foram
apresentados num grafico confeccionado a partir da HR (bpm) em raz&o do tempo (Figura 5).
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Figura 5: Grafico das oscilagbes da Frequéncia Cardiaca pelo intervalo de tempo, disponibilizado pelo programa Polar
ProTrainer 5®.

Os dados armazenados pelo programa Polar ProTrainer Equine Edition 5®, apés
exportacao para arquivos no formato .txt, foram analisados no programa Microsoft Office Excel
2013®, obtendo-se uma lista de sucessivos valores em milisegundos (ms), representando 0s
intervalos RR. Foi realizada a correcdo de alguns artefatos de leitura, através da substitui¢éo
dos valores dos intervalos RR discrepantes, pela média entre os valores dos dois intervalos RR
anteriores e os dois posteriores (VON BORELL et al., 2007). Foram rejeitados 0s segmentos
com correcdes maiores de 20% (PELTOLA, 2012), e utilizados segmentos com até 95% de
batimentos sinusais (VANDERLEI et al.,2009).

Apbs a retirada dos artefatos e escolha dos segmentos avaliados, foram gravados no
arquivo de texto (TXT) os valores do intervalo RR em milissegundos e do tempo em segundo,
para posterior analise pelo programa CardioSeries v2.4®. O programa disponibiliza os valores
dos pardmetros da anélise da HRV no dominio do tempo (Figura 6) e no dominio da frequéncia
(Figura 7) através da Transformada Répida de Fourier (FFT).

Os valores das variaveis utilizadas no programa CardioSeries v2.4® foram padronizadas
em: LF 0,01 - 0,07; HF — 0,07 — 0,5; taxa de interpolacdo = 4 e tamanho dos segmentos = 256
valores.

25



T3 DA1S. Doutorado\2. resu

I stomaL Graptis LOAD

 CordiacTnterval (@) Whole Recording @) hemm:ss  FROM [0 064 MEAN |75 | VARIANCE|isss) T ———
@ stenar2 Selection Jseconds  LENGTH |64 spf3s | RMsSD[335 | TOFLLE
Cardiac Interval
1314+
B
(M| 1100

1000
900
© a0

700

600

500

5§ W 15 22 25 30 35 4 45 50 55 60 65 A 75 80 8 90 9 00 1205 110 115 10 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170173
Seconds.

SIGNAL 2

(=[]

Figura 6: Andlise da HRV, através do dominio do tempo, programa Cardio Series v 2.4®, demonstrando o tacograma com
valores de RR(ms) em funcéo do tempo(s).

3 D15 Doutorado\2. resul 15.Ando\ana cardio momento marcagao.bt - CardioSeries v2. [EETEaE
I FREQUENCY DOMAIN E LOAD
@ averageLine ) FROM 10
i o
: — F 2 Sl W
1133 1133 Length of Segment 255 [+ o 1 ;’—u'm i]_um "
1000 1000-| . &
Beat-by-beat Series| [ [ Spectra  HF Y|n,n7 Y|n,5n -
2 800-| g 800 DOMAIN RESULTS
= I
e e MEAN | 779 =112 | o Segments used |1 [ 1
P oy VLFABS 558,52 =N | 'hIAG LF (nu) |34
[ 256 0 2% LF ABS |7475,07 £ Nall % |51 16
points points. [FR— (RO
HF ABS | 1353,06 = Nant |
| = e TS ILF/HF |5,33
i JE— a JE—
1133 1133+ SAVE RESULTS TO FILE
o e Average Spectrum
@ Locate Hr Peak. += o2
2 800-| 2 800 130000
120000
600 600-| p—
- J . J 100000
[ 256 0 256 80000
points. paints 80000
£ 70000
O g J—
JE— e
1133 1133+ e
1000 1000- 20000
30000
2 800- 2 s00-] o000
600-| 600+ gy
0 D T D i
00 J a0 J o 05 Hl] 15 2
0 256 0 256 - e c
points points _ | " autoscale Power @vr L wF

Figura 7: Andlise da HRV, dominio da frequéncia, através da Transformada Rapida de Fourier, programa Cardio Series v
2.4®.

A avaliacdo dos indices da variabilidade da frequéncia cardiaca (HRV), no dominio da
frequéncia e no dominio do tempo, foram analisados em 18 animais (Fogo, n=10 e Nitrogénio,
n=8). Foram avaliados os segmentos de intervalos RR, a partir da sele¢do de 64 segundos nos
seguintes intervalo de tempo: basal (25-20 minutos antes da marcagéo), marcagio (momento
que o ferro frio (nitrogénio) ou quente (fogo) foi encostado no animal), pos 30 (20-25 minutos
apos a marcacao) e pos 60 (50-55° minutos da marcacao).

Para a obtencdo da HRV no momento da marcacéo, ndo foi considerado os dados da
HRV no inicio da colocacdo do cachimbo, pois este ato gerou um aumento na HR, e esses
resultados néo estdo relacionados com a marcagdo propriamente dita, pois ambos 0s grupos
utilizaram o cachimbo como forma de contencdo. Assim o tempo estipulado para analise da
marcagéo abrangeu os dados captados entre quatro segundos antes de iniciar a marca¢do com o
nitrogénio liquido, e cerca de 20 segundos antes de iniciar a marca¢do no grupo fogo até
completar 64 segundos, ndo abrangendo o momento da aplicacéo do spray em ambos 0s grupos.
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3.6.3 Cortisol

Os niveis de cortisol sérico foram avaliados no Laboratorio de Neuroendocrinologia
Comportamental do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UFRRJ pela técnica de
radioimunoensaio (RIE). As amostras de sangue foram acondicionadas em tubo sem
anticoagulante, sob refrigeracéo e ao final do experimento foram centrifugadas na velocidade
3000 RPM por 20 minutos e os soros foram estocados em freezer a -20°C. Todos o0s
ensaios/dosagens foram realizados em duplicata. Ap6s descongelamento das amostras a
temperatura ambiente e identificacdo dos tubos, foi pipetado em duplicata, 25uL de diferentes
concentragdes padrdes de cortisol do kit (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 3; 10; 30; 100 pg/dL) nos tubos,
adicionando-se 25uL dos soros testes e em seguida testados e, posteriormente, adicionado 1,0
mL de cortisol. Os tubos foram incubados em banho-maria por 45 minutos a 37°C +/- 1°C sendo
feita, em seguida, decantacdo e secagem de todos utilizando um papel absorvente. A contagem
foi realizada em um contador gama calibrado para iodo radiativo (1125) da marca Wallac®.
Apbs 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 relacdo aos valores da curva padrdo. Os célculos
dos valores testes apresentados em pg/dL foram realizados através do programa Graph Prism
5.0®. Para a manutencéo da confiabilidade do teste, todos os valores estavam dentro dos valores
da curva padréo, ndo sendo considerados os valores fora da curva.

3.6.4 Anélise comportamental

A analise comportamental foi realizada através do preenchimento de um etograma, por
dois veterinarios capacitados. O momento da marcacgdo foi filmado, utilizando uma méaquina
Canon® e os videos foram armazenados para posterior analise. Foram avaliados os diferentes
comportamentos como: movimento geral, repouso, movimento da cabeca, movimento do
corpo, movimento dos membros, movimento do membro anterior esquerdo, movimento corpo
e membros, aparecimentos de vocalizagéo, coice e empinar (Tabela 1). Os comportamentos
foram analisados quanto a frequéncia: nimero de ocorréncia divididos pela duracdo do evento
em segundos. Desta forma, o numero de ocorréncia de cada comportamento listado na Tabela
1, foi somado durante todo o evento, este somatério total foi dividido por 6 segundos no grupo
fogo (tempo total de marcacéo pelo ferro quente), e por 60 segundos no grupo nitrogénio (tempo
total de marcacdo pelo nitrogénio). A partir desse resultado pode-se comparar o nimero de
ocorréncias por segundo em cada grupo.
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Tabela 1: Descricdo dos comportamentos avaliados durante a marcacgéo a fogo e a

nitrogénio liquido.

Comportamento

Descricao

Parado

Periodo que ndo houve movimentacao

Movimento geral

Somatorio de tempo que houve alguma movimentagéo da
cabeca, corpo ou membros

Movimento cabeca

Movimentacdo leve a moderada da cabeca e pescogo para frente,
tras e/ ou lateral

Movimento corpo

Movimentacdo leve a moderada do corpo para frente, tras e/ ou
lateral

Movimento membros

Movimentacdo leve a moderada dos membros para cima, frente,
tras e/ ou lateral (exceto membro anterior esquerdo)

Movimento membro
anterior esquerdo

Movimentacao leve a moderada do corpo e/ou do membro anterior
esquerdo para frente, tras e/ ou lateral

Movimento corpo e
membros

Movimentacdo leve a moderada do corpo e membros
simultaneamente para frente, tras e/ ou lateral (exceto membro
esquerdo)

Vocalizar Emitir sons de desagrado, denominado guincho
Coicear Ato de bater com 0s membros traseiros
Empinar Erguer o corpo e membros em posicao vertical

Reatividade a dor

Avaliacdo do comportamento do animal, analisando o0s
movimentos da cabeca, corpo e membros durante o ato da
marcacgéo

Foi avaliada a reatividade a dor, sendo atribuido escore variando de 0 a 5 (Tabela 2). Essa
analise ocorreu por intensidade e envolveu a percepc¢do dos avaliadores quanto ao aparecimento
das reacOes aversivas do animal, através de uma analise integrativa dos movimentos de cabeca,
membros e corpo e o aparecimento da vocalizacdo durante o ato de marcacéo, sendo 5 o escore

méaximo (Figura 8).
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Tabela 2: Escore de reatividade durante a marcacao.

Escore

0 Auséncia de reacdo

1 Reacdo leve dos movimentos: cabeca, corpo e membros

2 Reacéo leve dos movimentos de cabeca e moderada reagdo do corpo e membros

3 Reacdo moderada dos movimentos: cabeca, corpo e membros

4 Reacdo moderada dos movimentos de cabeca e reagdo intensa dos movimentos:
corpo e membros

5 Reacéo exacerbada de movimentagdo dos membros e corpo

Figura 8: Fotografia representando o escore 5 de reatividade no momento da marcagéo a fogo.

3.6.5 Analise das feridas da marcacao

Os momentos escolhidos para realizar a analise das fotografias foram: antes
(imediatamente antes da realizacdo da marcacgéo), ap6s (imediatamente apds a realizacdo da
marcacao), 1d (um dia apds a marcacdo), 6d (seis dias ap0s a marcacao), 12d (doze dias apds a
marcacgéo) e 7m (setes meses apds a marcacao). A pele foi avaliada quanto a formacéo de ferida,
presenca de necrose, formacdo de exsudato e nitidez, sendo atribuido escore de 0 a 3, por dois
veterinarios experientes conforme descrigdo do Quadro 1.
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Quadro 1: Escore de descricdo das mudancgas ocorridas na pele e a nitidez apos as
marcacOes a fogo e a nitrogénio liquido. Adaptado de Erber et al. (2012b).

Ausente

<20 % do local da marcacéo

20 a 40% do local da marcagao
>40% do local da marcacao
Ausente

Apenas visivel

Bem visivel

Pronunciada e/ou necrose grossa
Ausente

Gotejamento em um local

Exsudato Gotejamento em mais de um
local

Plano expandido com exsudato
0 a 25% da marcacdo visivel

26% a 50% da marcacao visivel
51 a 75% da marcacdo visivel
>76% da marcacao visivel

Ferida
Aberta

Necrose

RPIOWINIFIOWNIFIO

Nitidez

WINIFPIOIWIN

3.6.6 Andlises estatistica

Os resultados dos parametros da variabilidade da frequéncia cardiaca e do cortisol sérico
foram avaliados pela ANOVA de duas vias para medidas repetidas, quando significativas foram
comparadas pelo Teste de Bonferroni. Os resultados obtidos pela analise comportamental foram
avaliados pelo teste Mann Whitney, para medidas ndo paramétricas. A andlise do fator sexo
(macho e fémea) na reatividade a dor foi avaliada pela ANOVA de duas vias sem medidas
repetidas. Os escores obtidos pela analise da ferida, necrose, exsudato e nitidez foram avaliados
pela ANOVA de duas vias para medidas repetidas, quando significativas foram comparadas
pelo teste de comparagdo mdltipla de Sidak’s. As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando intervalo de confianca de 95% e probabilidade de 5%. Os dados foram apresentados
como média + erro padrdo. Os gréficos foram construidos usando GraphPad Prism 5.0
(Software GraphPad).
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3.7 Resultados

3.7.1 Frequéncia cardiaca e variabilidade da frequéncia cardiaca

O ato da marcacdo aumentou a frequéncia cardiaca em ambos 0s grupos fogo e nitrogénio
(Anova de duas-vias, fator tempo, F (3, 48) = 15,15; p<0,0001). Além disso, a HR do grupo fogo
foi significativamente maior em comparagdo ao grupo nitrogénio no momento da marcagéo
(fator interagdo, F (3,48) = 3,143, p= 0,0336), Teste de Bonferroni: p<0,01) (Figura 9 D).

No momento basal, foi observado uma frequéncia cardiaca média de 53,33+1,89 bpm e
54,09+1,65 bpm nos grupos fogo e nitrogénio respectivamente, houve um aumento apos a
marcagao para 78,81+7,01 bpm e 62,14+4,30 bpm, sendo observado o retorno aos valores de
HR média no momento apds 30 min.

Ao avaliar a HRV no dominio da frequéncia foi observado que a marcagdo aumentou a
razdo LF/HF independente do grupo (fator tempo, F (3 48 = 33,57; p<0,0001). O grupo
nitrogénio apresentou LF/HF diferente do grupo fogo, independentemente do tempo (fator
Grupo, F (1, 16) = 9,153; p=0,0080). Além disso, no momento da marcagédo, 0 grupo nitrogénio
apresentou a razdo LF/HF menor que o grupo fogo (fator interacéo, F (3, 48) = 8,953; Teste de
Bonferroni p<0,0001). Da mesma forma, na analise das potencias das bandas de baixa (LF) e
alta frequéncia (HF), a marcagdo aumentou a poténcia da banda de LF e reduziu a poténcia da
banda de HF do espectro dos intervalos cardiacos em ambos os grupos (fator Tempo, F (3, 48) =
33,83, p<0,0001), os grupos foram diferentes independente do tempo (fator grupo, F (1, 16) =
6,395, p=0,0223) e o grupo fogo obteve LF maior e HF menor no momento da marcacdao (fator
interacéo, F (3,48 = 3,125, p= 0,0343, teste de Bonferroni p<0,01) (Figura 9 B —C).

Os parametros de HRV no dominio do tempo indicaram que o SDNN, aumentou em
ambos os grupos fogo e nitrogénio (fator tempo, F 3,48y = 25,37, p<0,0001), sendo que 0 grupo
fogo apresentou maior SDNN que o grupo nitrogénio no momento da marcacdo (fator interacéo,
F (3, 48) = 3,238, p= 0,0301; teste de Bonferroni p<0,01) (Figura 9 F). Na analise da RMSSD,
observou-se a diferenca significativa no momento marcacdo independentemente dos grupos
(fator tempo, F (3, 48) = 17,25, p<0,0001; teste de Bonferroni p<0,0001) (Figura 9 E). A anélise
da razdo SDNN/RMSSD, demonstrou que 0 momento da marcacdo foi capaz de aumentar a
razdo SDNN/RMSSD (fator tempo, F (3,48) = 8,562, p=0,0001; teste de Bonferroni p<0,01). Os
grupos foram diferentes independentemente do tempo (fator grupo, F ¢, 16)= 8,088, p=0,0117),
porém ndo foi possivel analisar diferenca significativa na interacdo grupo e tempo (F @, 48) =
2,535, p=0,0678) (Figura 9 G).
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Figura 9: Indices da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca em resposta marcacio a quente com ferro incandescente (grupo
fogo n=10) e da marcacéo a frio utilizando ferro com nitrogénio liquido (grupo nitrogénio n=8) em potros da raga mangalarga
marchador e mesticos. Os dados sdo apresentados como média +EPM, nos momentos Basal, marcagdo, pos 30 e pos 60. (A)
Razdo LF/HF. (B) Componente de baixa frequéncia LF. (C) Componente de alta frequéncia HF. (D) Frequéncia Cardiaca
Média. (E) RMSSD (raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre intervalos RR normais adjacentes, em um
intervalo de tempo, expresso em ms). (F) SDNN (desvio padréo de todos os intervalos RR normais gravados em um intervalo
de tempo, expresso em ms). (G) SDNN/RMSSD. (*) Diferenca significativa no fator interagdo grupo x tempo. (#) Diferenca
significativa no fator tempo. (° ) diferenca significativa no fator grupo.
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3.7.2 Cortisol

Na analise dos niveis de cortisol sérico, ndo houve diferenca significativa nos fatores
tempo (F (2, 20) = 2,994, p= 0,0729), interacéo (F (2, 20) = 0,3919, p= 0,6809) e grupo (F (1, 10 =
0,07708, p=0,7870) (Figura 10).

Cortisol

-O- Fogo

- Nitrogénio

pg/dl
N
L

Basal Pos 30 Pos 60

Figura 10: Efeito das marcac¢des no grupo fogo e no grupo nitrogénio quanto aos niveis de no cortisol de potros. Os dados sdo
apresentados como média + EPM nos momentos Basal (n=6), ap6s 30 minutos da marcacdo (n=6) e 60 min apos
marcagdo(n=6). Analise através da ANOVA de duas vias (p < 0,05). Os animais marcados com ferro frio foram representados
como Nitrogénio e os animais marcados com ferro quente foram representados como Fogo.

3.7.3 Comportamento

O comportamento foi analisado quanto a frequéncia: namero de ocorréncia dividido pela
duracdo do evento em segundos. Desta forma, o nimero de ocorréncia dos comportamentos foi
dividido por 6 segundos no grupo fogo (tempo total de marcacdo pelo ferro quente), e por 60
segundos no grupo nitrogénio (tempo total de marcacéo pelo nitrogénio). A reatividade a dor
foi avaliada, atribuindo-se escores variando de 0 a 5.

N&o foram detectadas diferencas significativas entre os grupos fogo e nitrogénio na
frequéncia de reacdes dos movimentos da regido da cabeca, corpo, membro anterior esquerdo,
e dos movimentos simultaneos do corpo e membros e da presenca de vocaliza¢do. No entanto,
o grupo fogo apresentou maior frequéncia de movimentos de membros (p= 0,031) em relagédo
ao grupo nitrogénio.

Né&o foram observadas diferencas significativas na reatividade a dor, entre os grupos fogo
e nitrogénio. Apesar de reagOes exacerbadas como escoicear e empinar terem sido observadas
apenas no grupo fogo, a anélise estatistica também néo detectou diferenca entre 0s grupos nestes
parametros.

A duracdo em segundos da presenca do movimento em geral e permanéncia sem
movimento (parado) foram expressos em frequéncia (duracdo da ocorréncia dividido pelo
tempo de analise, 6 segundos para o fogo e 60 segundos para nitrogénio). O grupo nitrogénio
obteve uma maior frequéncia de animais parados e consequentemente apresentou menor
movimento em geral (p< 0,0001) que o grupo fogo. Em porcentagem os animais do grupo fogo,
durante as marcagdes, apresentaram 65% de movimento geral e 35% do tempo parado,
enquanto que os animais do grupo nitrogénio apresentaram 16% de movimento geral e 84% de
tempo parado (Tabela 3).
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Tabela 3: Anélise comportamental durante a marcagdo com fogo e nitrogénio liquido por

60 segundos

Fogo Nitrogénio
Parado 0,35+0,07 | 0,84+0,05 < 0,0001****
Movimento geral 0,65+0,07 0,16+0,05 < 0,0001****
Mov. Cabeca 0,14+0,04 | 0,02+0,01 0,2367
Mov. Corpo 0,14+0,05 | 0,029+0,01 0,1477
Mov. Membros 0,23+0,06 | 0,04+0,01 0,031*
Mov. Membro 0,15+0,04 | 0,03£0,01 0,1353
anterior esquerdo
Mov. Corpo e 0,15+0,04 | 0,03£0,01 0,175
membros
Vocalizar 0,18+0,12 | 0,08+0,08 0,2174
Coicear 0,09+0,09 0 0,4783
Empinar 0,18+0,12 0 0,2174
Reatividade a dor 2,82+0,46 2,12+0,33 0,2606

Nota: grupo marcado com fogo (n=12) e com nitrogénio liquido (n=11) e em potros da raca mangalarga marchador e mesticos.
Os dados séo apresentados como média + EPM.

Considerando que esta forma de anélise apresenta limitacGes, uma vez que 0s tempos de
analise sdo muito diferentes entre os dois grupos (o tempo de estimulo do fogo é de seis
segundos e o do nitrogénio € de 60 segundos), optou-se por analisar apenas 0s primeiros 12
segundos do estimulo nitrogénio. Esta primeira fase da marcacdo com nitrogénio é o periodo
em que 0s animais apresentam maiores reagGes comportamentais. Vale ressaltar que na
identificacdo com nitrogénio liquido utilizando marcador de aco inox (ao invés do ferro), o
tempo necessario de permanéncia do ferro na pele do animal € de 12 segundos, enquanto que
no marcador de liga-férrica o tempo necessario é de 60 segundos. Desta forma, foi realizada a
comparacdo entre o grupo fogo (6 segundos de analise) e grupo nitrogénio (andlise dos
primeiros 12 segundos de estimulo) (Tabela 4). Nesta analise pode-se observar que o grupo
nitrogénio apresentou menor frequéncia dos movimentos dos membros (p=0,02) e de
movimento do membro anterior esquerdo (p=0,03), onde é realizada a marcagdo, além de
apresentar maior tempo parado e com menor tempo em movimento comparado ao grupo fogo.
Os demais comportamentos ndo foram diferentes entre os grupos fogo e nitrogénio (Tabela 4).
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Tabela 4: Anélise comportamental durante a marcagdo com fogo e nitrogénio liquido por
12 segundos.

Fogo Nitrogénio P
Repouso 0,35+0,07 0,80+0,07 0,0004***
Movimento geral 0,65+0,07 0,20+0,07 0,0004***
Mov. Cabeca 0,14+0,04 0,04+0,03 0,0805
Mov. Corpo 0,14+0,05 0,04+0,02 0,5054
Mov. Membros 0,23+0,06 0,05+0,02 0,0204*
Mov. Membro 0,15+0,04 0,03+0,01 0,0363*
anterior esquerdo
Mov. Corpo e 0,15+0,04 0,04+0,02 0,0512
membros
Vocalizar 0,18+0,12 0 0,2174
Coicear 0,09+0,09 0 0,4783
Empinar 0,18+0,12 0 0,2174
Reatividade a dor 2,82+0,46 2,12+0,33 0,2606

Nota: grupo marcado com fogo (n=12) e com nitrogénio liquido (n=11) e em potros da raca mangalarga marchador e mesticos.
Os dados séo apresentados como média + EPM. (*) Diferenca significativa.

Na reatividade a dor, o fator sexo foi avaliado separadamente, e ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os sexos (p=0,1127), conforme Tabela 5.

Tabela 5: Andlise do fator sexo na reatividade a dor durante a marcagé&o.

Fémea Macho P
Fogo 2,94+0,62 2,5+0,5 ns
Nitrogénio | 1,72+0,25 3,33+0,88 ns

Nota: Animais marcados no grupo fogo (n=12) e com nitrogénio liquido (n=11) e em potros da raga mangalarga marchador e
mesticos. Os dados sdo apresentados como média + EPM. (ns): indica que ndo houve diferenca significativa.

3.7.4 Andlise das feridas

Imediatamente ap0s a marcacao observou-se formacao de ferida no grupo fogo, podendo
haver necrose, porém no grupo nitrogénio, foi observado apenas edema. Apenas no grupo
nitrogénio observou-se um edema acentuado no local da marcacéo, e este desapareceu apos 24
horas. Um dia apds o tratamento a marcagdo do grupo fogo estava bem visivel e ndo havia
ferida pronunciada, pois as feridas ainda continham o “spray” como prote¢éo, algumas destas
apresentaram um pequeno exsudato. No grupo nitrogénio, a marcagdo ndo era visivel 24 horas
apos a sua realizacdo, sendo pronunciada a sua visibilidade apds 6 dias. No grupo fogo, apos
12 dias, alguns animais apresentavam necrose ou a presenca de feridas abertas, e no grupo
nitrogénio foram encontradas apenas feridas superficiais. No vigésimo quinto dia, as feridas ja
haviam cicatrizado no grupo fogo, entretanto os pelos ainda ndo haviam crescido, enquanto que
no grupo nitrogénio o simbolo da marcacdo na coloracdo branca ja era visivel, devido ao
crescimento dos pelos. No grupo nitrogénio, a partir do 45° dia os pelos estavam maiores e as
marcas encontram-se mais visiveis. No grupo fogo as marcac¢Ges nao sofrem alteracOes a partir
do 2° més permanecendo iguais até 7° més. No grupo nitrogénio, as marcacdes a partir do
segundo, terceiro e quarto més apresentaram pelos com a coloragédo branca, sendo que, a partir
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do quinto més, os pelos brancos cairam e ficou nitida a pele escura dos animais (Figura 11-12).
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Figura 11: Fotografia demonstrando a evolugéo da marcacéo no grupo fogo em diferentes momentos no mesmo animal. (T)
Pele tricotomizada antes da marcacéo. (D) Momento imediatamente apds a marcacéo. (30”) 30 Minutos ap6s a marcacéo. (1D)
Um dia apds a marcagdo. (6D) Seis dias ap6s a marcacao. (12D) Doze dias ap6s a marcagdo. (25D) Vinte e cinco dias apds a
marcacéo. (45D) Quarenta e cinco dias apds a marcagdo. (2M) Dois meses ap6s a marcacédo. (3M) Trés meses apds a marcagao.
(4M) Quatro meses ap6s a marcagdo. (5M) Cinco meses ap6s a marcacdo. (6M) Seis meses ap6s a marcagdo. (7M) Sete meses
apds a marcagao.
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Figura 12: Fotografia demonstrando a evolugdo da marcacédo no grupo nitrogénio em diferentes momentos no mesmo animal.
(T) Pele tricotomizada antes da marcagdo. (D) Momento imediatamente ap6s a marcacédo. (30”) 30 Minutos apds a marcagéo.
(1D) Um dia ap6s a marcagdo. (6D) Seis dias ap6s a marcacéo. (12D) Doze dias ap6s a marcacdo. (25D) Vinte e cinco dias
apos a marcagdo. (45D) Quarenta e cinco dias apds a marcacéo. (2M) Dois meses apds a marcagdo. (3M) Trés meses apds a
marcagdo. (4M) Quatro meses ap6s a marcagdo. (5M) Cinco meses ap6s a marcacéo. (6M) Seis meses ap6s a marcagdo (7M)
Sete meses ap6s a marcacao.
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Figura 13: Foto de dois potros manga-larga marchador em perfil lateral. (A) Animal marcado a fogo. (B) Animal marcado a
nitrogénio.
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Os animais foram acompanhados a cada dois dias durante os primeiros 15 dias, sendo
realizada a limpeza da ferida com remocao de tecido necrético, e aplicacdo do spray. Apos a
completa cicartizagéo, a evolucdo das marcagdes foram acompanhadas, mensalmente, a fim de
avaliar a legibilidade da marcacdo. A marcacéo a fogo gerou feridas como as demostradas na
Figura 14, porém devido ao tratamento diario com aplicacdo de spray, ndo foram observadas
miiases nos locais das marcacgdes, provavelmente o spray criou uma camada auxiliando na
cicatrizacdo e evitando que moscas depositassem ovos na ferida (Figura 14).

Figura 14: Feridas mais intensas encontradas nas marcagdes a fogo no periodo de 6 a 12 dias ap6s a marcagdo, em seis
diferentes animais.
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Ap0s a realizacdo da marcacdo a fogo houve formacédo de ferida e necrose significativa
(p<0,0001) em relacéo ao grupo nitrogénio (Tabela 6). Apds 7 meses a pele de ambos 0s grupos
estavam cicatrizadas.

Tabela 6: Escore na avaliagdo das marcacdes a fogo e a nitrogénio.

FERIDA P NECROSE P EXSUDATO P
GRUPO | Fogo Nitrogénio Fogo Nitrogénio Fogo Nitrogénio
ANTES | 0+0 0+0 ns 0+0 0+0 ns 0+0 0+0 ns
APOS 0,90+0, 040 *Hkk - 1,540,09  0x0 FRxx 010 0+0 ns
15
1D 0+0 0+0 ns 0,32+0,1 040 * 0,27+0,1 040 *
4 9
6D 0,730, 0,042+0,04 *** 0,5+0,15 0x0 faleied 0,04+0,0 0x0 ns
31 4
12D 0,860, 0,12+0,09  *** 0,40+0,2 0x0 o 0,18+0,1 0%0 ns
25 0 4
™ 0+0 0+0 ns 0+0 0+0 ns 0+0 0+0 ns

Nota: resultados obtidos por escore na avaliagdo das marcac@es a fogo e a nitrogénio, quanto a formacéao de ferida, presenca
de necrose e formacdo de exsudato. Antes: momento antes da marcagdo. Ap6s: momento imediatamente ap6s a marcagao, 1D:
um dia apds a marcacdo, 6D seis dias apds a marcagdo, 12D: doze dias ap6s a marcacgdo, 7M: sete meses apds a marcagao.
Valores representados por média + EPM. Diferenca significativa * p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001, **** p< 0,0001.

Na analise da nitidez da ferida foi obtida diferenca significativa somente no momento
imediatamente apds a marcacdo, sendo a marcacao a fogo mais nitida em relacdo a marcacao a
nitrogénio (p<0,005) (Tabela 7).

Tabela 7: Escore de nitidez nas marcag6es no grupo fogo e no grupo nitrogénio

NITIDEZ FOGO NITROGENIO P

ANTES 0+0 0+0 ns
APOS 2,82+0,10 1,58+0,33 *

1D 2,09+0,28 1,125+0,30 ns
6D 1,40+0,30 1,67+0,34 ns
12D 1,5+0,33 2,12+0,28 ns
™ 1,5+0,34 2,12+0,28 ns

Nota: Tabela representando os resultados do escore na avaliacéo da nitidez nas marcagdes no grupo fogo e no grupo nitrogénio.
Antes: momento antes da marcagdo. Ap6s momento imediatamente ap6s a marcagao, 1D: um dia apds a marcacéo, 6D seis
dias ap6s a marcagdo, 12D: doze dias apds a marcacdo, 7M: sete meses apds a marcacdo. Valores representados por média +
EPM. Diferenca significativa * p< 0,05.

41



3.8 Discussao

O ato de identificar cavalos através da marcacdo permanente induziu respostas
autonémicas na HRV em ambos os métodos a fogo e a nitrogénio, com aumento da modulagéo
simpatica em relacdo a parassimpatica, e respostas comportamentais, indicativa de estresse. A
marcagdo a nitrogénio obteve menores niveis de estresse por apresentar significativamente
menores valores de HR, LF, LF/HF, SDNN e com formacéo de feridas superficiais, obtendo a
mesma nitidez da marcacdo a fogo. A utilizacdo de um marcador de liga férrica néo
proporcionou diferenca significativa na nitidez das marcacdes ap0s sete meses da aplicacao das
técnicas.

O ato da marcacéao € uma pratica agropecuaria muito comum no Brasil, porém ndo foram
encontrados na literatura até 0 momento, estudos avaliando as marcagdes a quente e a frio em
equinos, sendo esta comparacdo citada apenas em bovinos. Portanto nas discussdes foram
incluidos os dados obtidos em bovinos.

No momento da marcacdo observou-se uma elevacdo da frequéncia cardiaca em ambos
os grupos (fogo e nitrogénio), porém o aumento no grupo fogo foi significativo, sugerindo um
maior estresse. Tais achados corroboram com os estudos realizados em bovinos, nos quais
demonstraram um aumento significativo da frequéncia cardiaca imediatamente apds marcacdes
a fogo quando comparadas a marcacao a nitrogénio liquido e as marcacdes falsas (LAY et. al,
1992 a,b,c).

Nos estudos envolvendo equinos foram observados o aumento da HR nas marcacgdes a
fogo comparadas a introdugé@o de microchip em cavalos adultos (LINDEGAARD et. al, 2009)
e em potros (POLLMANN et al 1998). Entretanto Erber et al. (2012 b) obtiveram apenas um
aumento transitério da HR de ambos (marcacdo a fogo e introducao de microchip), ndo obtendo
diferenca significativa entre 0s grupos e a interacdo grupo e tempo.

A avaliacdo da HRV, utilizando tempo ultra curto (64 segundos) permitiu a utilizacéo de
dados da HRV com uma maior confiabilidade, com minimos erros de captacdo, principalmente
no momento da marcagao, que perdurou 60 segundos no grupo a frio. Entretanto Erber et al.
(2012 b) utilizaram analises de cinco minutos, para avaliacdo da HRV no dominio do tempo,
obtendo muitos artefatos na gravacdo, com isso ocorreu muitos comprometimentos em seus
achados, erros que 0 nosso grupo reduziu ao realizar a analise da HRV em 64 segundos.

A HRV foi avaliada tanto no dominio da frequéncia quanto no dominio do tempo. A razao
LF/HF, dominio da frequéncia, apresentou um aumento significativo, indicando maior estresse
no grupo fogo em comparacdo ao grupo nitrogénio no momento da marcacdo. A razao
SDNN/RMSSD, dominio do tempo, apresentou aumento no momento marcagdo, no grupo
fogo, porém a interagdo grupo e o tempo néo foi significativa. Em nossos achados a razdo
SDNN/RMSSD, néo foi capaz de substituir a razdo LF/HF, como sugerido por Sollers et al.
(2007).

O aumento na razdo LF/HF foi consequéncia do aumento significativo do componente de
baixa frequéncia (LF) e da diminuicdo significativa do componente de alta frequéncia (HF).
Considerando que o LF representa predominio da atividade do sistema nervoso simpatico e que
HF representa exclusivamente a atividade vagal para o coragdo (HOSHI, 2009; VANDERLEI,
2009), pode-se concluir que houve um aumento da regulagdo simpética em relacdo a
parassimpatica nesse momento.

A andlise da RMSSD, apresentou aumento significativo apenas no momento da
marcacéo, corroborando com os achados de Erber et al. (2012b), que ndo encontraram diferenca
significativa entre os grupos estudados.

O indice SDNN demostrou um aumento significativo no grupo fogo no momento da
marcacao, porém Erber et al. (2012b) encontraram apenas um aumento transitério apds a
marcacgéo a fogo e a introducéo do microchip. Quando o valor de SDNN esta aumentado, ndo
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é possivel afirmar se ha aumento do ténus simpatico ou retirada do ténus vagal (VON BORELL
et al., 2007), porém, é esperado um aumento dos valores no momento do estresse, como
observado em nossos achados.

O presente estudo avaliou que ndo houve diferenca significativa nos niveis de cortisol
sérico entre os tratamentos, o procedimento de marcagdo gerou um estimulo muito curto, ndo
sendo capaz de aumentar os niveis de cortisol nos intervalos avaliados, de um modo téo
significativo como um estresse de transporte (SCHMIDT, et. al.;2010b-c), treinamento
(SCHMIDT, et al.,2010a) ou desmame (ERBER, et al., 2012a).

Os valores de cortisol ndo apresentaram aumento significativo em nenhum dos
parametros avaliados (fator tempo; grupo ou interacéo). Lay et al. (1992 a, b) em dois estudos
avaliando as marcacdes a fogo, a nitrogénio e o grupo marcacéo falsa, observaram um aumento
nos niveis de cortisol sérico em gado mestico e da raca Angus nos trés tratamentos, sugerindo
que a contencdo do animal tenha interferido e se sobreposto a resposta do cortisol a dor, sendo
a contencdo um estimulo mais potente. Tais achados tentam elucidar o aumento do cortisol no
grupo nitrogénio. Porém Lay et al. (1992c), em outro estudo, com vacas de leite, observaram
um aumento significativo nas marcacGes a fogo e a nitrogénio em comparacdo ao grupo
marcagéo falsa, avaliando a alta concentracdo de cortisol em ambas marcagdes.

Corroborando com os nossos achados, Lindegaard et al. (2009) também nédo obtiveram
um aumento significativo do cortisol no momento do fogo, ndo havendo diferenca significativa
em relacdo ao basal (30 minutos antes dos tratamentos) e na introducdo do microchip. Ao
avaliar o cortisol salivar, Erber et al. (2012b), na marcagdo a quente e na introducdo de
microchip em potros, obtiveram como estressante ambos 0s procedimentos.

O ato da marcacéo representou tempos diferentes, assim foi somada a frequéncia de cada
acontecimento e divido pelo nimero de segundos que durou o evento (Fogo 6s, Nitrogénio 60s).
A relacdo de movimento e repouso dos animais foram, significativamente, maior no grupo fogo
em relacdo ao grupo nitrogénio. O ato da marcacdo ndo gerou diferencas significativas no
somatério dos acontecimentos por segundo em relacdo aos movimentos da regido da cabeca,
corpo, membro anterior esquerdo, e dos movimentos simultaneos do corpo e membros, e quanto
a presenca da vocalizagdo quando comparados os grupos fogo e nitrogénio. Porém houve uma
diferenca significativa nos movimentos dos membros por segundo, sendo que houve uma maior
movimentacao do grupo fogo em relagéo ao grupo nitrogénio. Observou-se que movimentos de
maior intensidade como empinar e coicear com 0s membros traseiros, foram relatados apenas
em animais marcados com fogo, porém foi observado que 0s animais marcados a frio se
incomodavam muito em ficar imovel. Nas reacdes comportamentais em bovinos, a marcacao a
ferro candente provocou significativas reacdes de fuga, indicativas de dor, em comparagdo com
a marcacdo a nitrogénio liquido e marcacdo falsa (SCHWARTZKOPF-GENSWEIN et al.,
1998; SCHWARTZKOPF-GENSWEIN; STOOKEY; WELFORD, 1997).

Em outro estudo similar com vaca de leite, acostumada com contencdo, foi observada
uma elevada resposta de fuga na marcacdo a quente em contraposi¢do a marcacao a frio, ndo
havendo reacdo significativa em vacas marcadas com ferro a temperatura normal (LAY, et al;
1992a). Assim pode ser sugerido, que se a manipulacdo fosse subtraida a marcacdo a frio
poderia ser considerada menos estressante ao animal. Erber et al. (2012b) avaliando os escores
de comportamento durante a marcacdo a fogo e a colocacdo do microchip ndo observaram
diferencas significativa entre os grupos, atribuindo tal fato a contenc¢éo dos animais.

Como sugerido por Erber et al. (2012b), os potros sdo animais mais susceptiveis ao
estresse de manipulacdo, quando comparados a equinos adultos. No presente experimento 0s
animais marcados a frio ficaram contidos, ndo podendo se mover, por no minimo 60 segundos,
0 que possivelmente gerou maior estresse, ndo gerando diferenca significativa na reatividade
entre 0s grupos de tratamento. Enquanto que a marcacéo a fogo foi rapida e intensa.

As marcas a fogo nédo apresentaram queda de pelo, conforme descrito por Lindegaard et
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al. (2009), sendo observado um crescimento de pelo e sentido diferente assim como descrito
por Caja et al.(2004).

A nitidez da marcago a nitrogénio, utilizando um marcador de liga férrica, ndo foi capaz
de proporcionar melhores qualidades de marcacdo em comparacao com o grupo fogo. Algumas
marcagOes a nitrogénio apresentaram falha na transferéncia de frio, ndo aparecendo em sua
totalidade em alguns animais, fato devido ao movimentar do animal, fazendo que a pressao da
marca fosse diferente em alguns pontos, ndo sendo possivel a elaboragdo de uma boa
identificacdo em alguns animais. Foram observadas também falhas na nitidez da marcacgéo a
nitrogénio, corroborando com nossos achados Farrell 1966 apud (MACPHERSON; PENNER,
1967)também nédo encontrou a formacéo de pelos brancos em todas as marcacGes a nitrogénio,
podendo as falhas a ser atribuido a dificil contencdo de alguns animais, sendo descrito também
por Macpherson e Penner (1967). O tempo utilizado para marcar 0s animais no grupo nitrogénio
ocasionou o aparecimento de pelos pretos em alguns animais, devido ao permanecia de 60
segundos do ferro congelado na pele.

Apesar da experiéncia de 20 anos do tratador em realizar a identificacéo a fogo e ter sido
treinado e supervisionado para realizacdo da marcacgdo a nitrogénio, foi dificil manter a mesma
pressdo do ferro frio por 60 segundos na pele do animal devido a movimentacao do cavalo. A
realizacdo da marcacdo com aco inox seria melhor devido ao tempo de permanéncia menor (12
segundos) e a melhor conducdo térmica do material conforme indicado por Householder et al.
(1992). Apesar das dificuldades apresentadas na marcacdo a nitrogénio os trés tratadores, do
setor de Equinos da UFRRJ, por unanimidade preferiram a marcagéo a nitrogénio, pois em suas
concepcBes os animais sofreram menos e proporcionaram feridas superficiais de facil manejo
e cicatrizagéo.

Em suma, o estudo mostra que pequenas modificacBes no manejo, podem proporcionar
uma grande melhora no bem-estar animal.
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3.9 Conclusoes

A marcacdo a fogo e a nitrogénio induziram respostas autonémicas, na HRV, e
respostas comportamentais, indicativas de estresse.

O cortisol ndo foi um parédmetro suficiente para indicar estresse, pois o estimulo
ndo gerou um aumento significativo entre os tempos basal, 30 e 60 minutos apds
ambas marcacoes.

Os indices de HRV estudados evidenciaram aumento da HR, LF, LF/HF, SDNN,
SDNN/RMSSD e diminuicdo do HF sugerindo ativagdo autondmica de um
predominio simpatico sobre o parassimpatico, caracterizando 0 momento como
estressante em ambas marcagoes.

O nitrogénio apresentou ser uma melhor opcéo para realizacdo da marcacao por
proporcionar menores respostas de estresse, com diminuicdo dos indices de HR,
LF, LF/HF, SDNN e por ndo apresentar a formacéo de feridas abertas, obtendo a
mesma nitidez da marcagéo a fogo.

A marcacdo com nitrogénio utilizando o marcador de liga férrica ndo foi eficaz
para proporcionar melhores condi¢es de nitidez na marcacdo. Sendo sugerido
que a marcacéo seja realizada com aco inox, material que proporciona um menor
tempo de contencdo, e melhor conducéo do frio, podendo proporcionar melhores
resultados.

No que concerne o bem-estar animal a marcacdo a fogo deveria ser evitada,
sempre que possivel, devido ao estresse gerado no momento da marcacéo, € a
formacdo de feridas, que podem ser intensas e as marcas nem sempre
proporcionam uma boa identificacao.
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CAPITULO II:

Efeito da acupuntura nas repostas de
estresse induzidas pelo desmame abrupto
em potros
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4. CAPITULO II. EFEITO DA ACUPUNTURA NAS REPOSTAS DE ESTRESSE
INDUZIDAS PELO DESMAME ABRUPTO EM POTROS.

4.1 Resumo

O desmame dos equinos € um processo que promove estresse fisico e psicologico. Este processo
representa ao potro, um afastamento materno, mudancas na alimentacdo com a privacdo do
leite, alteracdo de ambiente e manejo, ocasionando ao mesmo tempo, diversas situacdes novas
as quais eles devem se adaptar. O desmame, se ndo for bem conduzido, pode gerar uma queda
de imunidade tornando o animal mais susceptivel as doencas. A acupuntura tem sido uma
ferramenta da medicina complementar muito utilizada na reducgéo de estresse, e tem como base
o0 principio de manter ou recuperar a homeostase. Este procedimento visa a prevencdo e cura
das enfermidades pela aplicacdo de estimulos através da pele, com a insercdo de agulhas em
pontos especificos. O objetivo foi avaliar os parametros fisiologicos autonémicos (variabilidade
da frequéncia cardiaca (HRV)) e comportamentais dos potros desmamados. Foram utilizados
vinte e seis potros da raca mangalarga marchador (M.M.) e mesticos de M. M., provenientes da
fazenda da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, divididos em: grupo Controle (n=9),
0s animais permaneceram, por 20 minutos sem qualquer manipulacdo; grupo Sham (n=8),
denominado acupuntura falsa, foram inseridas agulhas de metal 0.30x40 mm, com a
profundidade de 0,2 cm, em locais préximos aos pontos de acupuntura, localizados a uma
distancia de 2 cm dos pontos VG16, B49, B23, B52, Bai Hui, VG1, estes locais ndo foram
coincidentes com outros pontos de acupuntura ja conhecidos; grupo Acupuntura (n=9), foram
inseridas as agulhas de metal 0.30x40 mm, com a profundidade de 0,2 cm nos pontos VG16,
B49, B23, B52, Bai Hui, VG1. No sétimo dia antes do desmame, foram iniciados os
tratamentos, que ocorreram em dias alternados. Para realizagdo do desmame foi utilizado o
método em grupos, com a presenca de uma égua adulta sem parentesco com os potros. O
desmame, induziu respostas autonémicas, no HRV, e resposta comportamentais, indicativas de
estresse em todos os tratamentos (Controle, Sham e Acupuntura). Nas respostas do HRV, foi
observado aumento da significativo dos valores da frequéncia cardiaca (HR), na poténcia da
banda de baixa frequéncia (LF), na razdo LF/HF, no desvio padrdo de todos os intervalos RR
normais (SDNN), na razdo SDNN/RMSSD e diminuicdo na poténcia de banda de alta
frequéncia (HF), sem alteracdes na raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre os
intervalos RR normais adjacentes (RMSSD) nos momentos iniciais do desmame, indicando
uma ativacdo simpatica, responsavel pela elevacdo dos niveis de estresse nos trés grupos de
tratamento. Na analise comportamental foi evidenciado a intensificacdo nos comportamentos
indicativos de estresse, como permanecer em alerta, andar, investigar, lamber, relinchar,
eliminar e uma diminuicdo da frequéncia de repouso e do pastejo, durante a primeira hora do
desmame em relacdo aos demais tempos. A acupuntura realizada no periodo anterior ao
desmame ndo foi capaz de reduzir o estresse do desmame em nenhum dos parametros avaliados.
As principais alterages fisioldgicas e comportamentais ocorreram entre 0 momento inicial e a
242 hora ap0s o desmame, sendo este considerado o periodo de maior atencdo ao potro, com
maiores riscos de doengas e acidentes.

Palavras-chaves: cavalo, bem-estar animal, variabilidade da frequéncia cardiaca.
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4. Chapter Il. Effect of acupuncture on stress responses induced by abrupt weaning in
foals.

4.2 Abstract

Foal weaning equines is a process that promotes physical and psychological stress. This process
represents to the foal, a maternal separation, changes in feeding with milk deprivation, alteration
of environment and management, causing at the same time, several new situations to which
they must adapt. Weaning, if not well conducted, can lead to immunity failure, making the
animal more susceptible to diseases. Acupuncture has been a complementary tool to medicine,
widely used in stress reduction, and is based on the principle of maintaining or recovering
homeostasis. This procedure aims at the prevention and cure of diseases by the application of
stimuli through the skin, with the insertion of needles at specific points. The objective was to
compare the physiological and behavioral responses of weaned foals. METHODS: Twenty -
six young horses from the Federal Rural University of Rio de Janeiro farm were divided into:
Control group (n = 9), the animals remained, for 20 minutes without any manipulation; Sham
group (n = 8), termed as false acupuncture, 0.30x40 mm metal needles with a depth of 0.2 cm
were inserted near acupuncture points, located at a distance of 2 cm from the points VG16, B49,
B23, B52, Bai Hui, VGL1, these sites did not coincide with other known acupuncture points;
Acupuncture group (n = 9), metal needles 0.30x40 mm, with a depth of 0.2 cm were inserted at
points VG16, B49, B23, B52, Bai Hui, VG1. On the seventh day before weaning, treatments
were started, which occurred on alternate days. To perform weaning, the method was used in
groups, with the presence of an adult mare not related to the foals. Weaning induced autonomic
responses in HRV and behavioral response indicative of stress in all treatments (Control, Sham
and Acupuncture). HRV responses showed a significant increase in heart rate (HR), low
frequency band (LF) power, LF / HF ratio, standard deviation of all normal RR intervals
(SDNN), SDNN / RMSSD ratio and decrease in the high frequency band (HF) power, without
changes in the square root of the square mean of the differences between adjacent normal RR
intervals (RMSSD) at the initial moments of weaning, indicating a sympathetic activation
responsible for the elevation of stress levels in the three treatment groups. In the behavioral
analysis, it was evidenced the intensification in the behavior indicative of stress, such as staying
alert, walking, investigating, licking, neighing, eliminating and a decrease in the frequency of
rest and grazing during the first hour of weaning in relation to the others. Acupuncture
performed in the pre-weaning period was not able to reduce weaning stress in any of the
parameters evaluated. The main physiological and behavioral changes occurred between the
first and the 24th hour after weaning time, which is considered the greatest period attention to
the foal, with higher risks of illness and accidents.

Key words: horse, animal welfare, heart rate variability.
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4.3 Introducéo

O desmame € uma pratica incondicional, e ocorre em todas as espécies animais, porém
este processo pode ocorrer de forma natural ou artificial (WARING, 2003).

O desmame natural nos equideos é um processo gradual que comeca a partir do oitavo
més e seu término depende, principalmente, da condicdo corporal da égua e seu status
reprodutivo. As éguas, geralmente, desmamam seus potros antes de completarem um ano de
idade, época do proximo parto, porém as matrizes que ndo conseguiram conceber podem
continuar amamentando seus potros até completarem dois anos de idade (CAMERON et al.,
2000; DUNCAN; HARVEY; WELLS, 1984; PLUHACEK et al., 2007). No desmame natural,
havera interrupcdo gradativa da ingestdo do leite, no entanto, ndo ha quebra do vinculo mae-
prole, podendo este persistir por varios anos em muitos mamiferos (NEWBERRY;
SWANSON, 2008), incluindo os cavalos. O vinculo entre mée e filhos permanece forte até o
potro deixar o grupo natal em uma idade que varia de um a quatro anos (KHALIL; KASEDA,
1997; MONARD; DUNCAN, 1996; WARING, 2003).

Em contraste, os potros nascidos de éguas domesticadas sdo submetidos ao processo de
desmame em uma idade muito mais jovem do que os nascidos de matrizes selvagens. As
mudangcas nutricionais, sociais e ambientais decorrentes do desmame podem ter consequéncias
duradouras para a mée e para o potro (APTER; HOUSEHOLDER, 1996; HENRY et al., 2012)
O desmame de potros na préatica agropecuaria €, comumente, realizado com a idade de quatro
a oito meses (APTER; HOUSEHOLDER, 1996; ROGERS; GEE; FARAM, 2004; WEEKS et
al., 2000). A época do desmame em criacGes de cavalos reflete preocupagdes opostas para 0s
criadores, podendo ser baseadas nas condi¢des da matriz, resultando em desmame precoce e/
ou consequéncias no desenvolvimento e comportamento dos potros, retardando ou acelerando
o processo do desmame (BARTOSOVA et al., 2011).

O desmame € um periodo de grande estresse para o potro, e pode ter influéncia negativa
sobre o crescimento e consumo de alimentos (WARAN; CLARKE; FARNWORTH, 2008) e
até ocasionar um aumento temporario na sua frequéncia cardiaca (MOONS; LAUGHLIN;
ZANELLA, 2005).

A avaliacdo dos niveis de estresse em potros tem sido baseada em indicadores
comportamentais, avaliando a locomocdo, vocalizacdo ou comportamentos anormais
(HELESKI et al., 2002; HENRY et al., 2012; HOUPT; HINTZ; BUTLER, 1984), nivel de
atividade (MCCALL,; POTTER; KREIDER, 1985), niveis de cortisol no sangue (BERGER et
al., 2013; HOFFMAN et al., 1995; HOUPT; HINTZ; BUTLER, 1984; MALINOWSKI et al.,
1990; MCCALL et al., 1987); niveis de cortisol salivar e variacbes de peso e crescimento
(DUBCOVA; BARTOSOVA; KOMARKOVA, 2015; ERBER et al., 2012 a, b; HENRY et al.,
2012; MOONS; LAUGHLIN; ZANELLA, 2005; WULF et al., 2018).

O animal durante o desmame ¢é exposto a diversas situagcdes novas as quais ele deve se
adaptar. Geralmente, é introduzido em um ambiente novo, sem a mae, e seu manejo €
intensificado (DUBCOVA; BARTOSOVA; KOMARKOVA, 2015). E como consequéncia ha
perda de peso (ERBER et al., 2012a; HENRY et al., 2012); podendo ocorrer ferimentos e,
principalmente, queda na imunidade celular tornando o potro mais susceptivel a doencas e
infecgdes (FRANCI, 2005).

A quebra do vinculo mée-prole (seja natural ou forcada), muitas vezes, constitui um
evento altamente estressante para ambos, mées e filhos, especialmente durante o periodo de
desmame dos animais domésticos (WEARY; JASPER; HOTZEL, 2008). Com a necessidade
de melhorar o bem estar na criagdo de animais tem se buscado uma discussao mais aprofundada
sobre o processo de desmame, enfatizando a necessidade de estudos sobre a qualidade de vida,
através de métodos alternativos de desmame que promovam menores indices de estresse.

A prética de desmame mais disseminada € o desmame abrupto, no qual a égua e o potro
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sdo separados de modo repentino, por distancia suficiente para impedi-los de ver, ouvir ou
cheirar uns aos outros (APTER; HOUSEHOLDER, 1996; MCCALL; POTTER; KREIDER,
1985; WARAN; CLARKE; FARNWORTH, 2008). Além da falta da mae e do leite (MCGEE;
SMITH, 2004), o processo de desmame abrupto impde mudancas, incluindo um novo ambiente
ou mistura com novos parceiros sociais (NEWBERRY; SWANSON, 2008). Essas mudancas
podem provocar varios comportamentos em potros, que pode incluir maior locomocao e
vocalizacdo, e comportamento estereotipico ou autodestrutivo podendo persistir como
estereotipias durante toda a vida (MCGEE; SMITH, 2004; NICOL et al., 2005a; SARRAHRHI;
BLOKHUIS, 2013). Mudancas abruptas, podem ainda aumentar a incidéncia de problemas de
salde, associados a desvios na curva de crescimento (HOUPT; HINTZ; BUTLER, 1984;
ROGERS; GEE; FARAM, 2004).

Dadas estas potenciais repercussdes do desmame abrupto, varios métodos alternativos
foram submetidos a pesquisas detalhadas (WARAN; CLARKE; FARNWORTH, 2008)
incluindo o desmame gradual (ROGERS; GEE; FARAM, 2004), separacdo parcial permitindo
0 contato entre as mées e os potros (MCCALL; POTTER; KREIDER, 1985), desmame em
pares (HOFFMAN et al., 1995; MALINOWSKI et al., 1990) ou grupos (HELESKI et al., 2002)
desmame em piquetes com a possibilidade de pastoreio (HELESKI et al., 2002; NICOL et al.,
2005a), desmame com a presenca de cavalos adultos sem parentesco (ERBER et al., 2012a;
HENRY et al., 2012), e alimentacdo com diferentes dietas na época do desmame (COLEMAN;
MATHISON; BURWASH, 1999; MCCALL; POTTER; KREIDER, 1985; NICOL et al.,
2005).

Morel (2003) relacionou quatro diferentes formas de manejo do desmame: abrupta,
gradual, em pares e em piquetes. No desmame abrupto separa-se a égua e o potro de forma
repentina e ndo existe contato entre eles apds a separacao. Para este método € necessario, uma
baia segura, sem pontas, em que possam ser fornecidas agua fresca de boa qualidade e
alimentacdo adequada. O desmame em pares € realizado de forma abrupta com dois potros da
mesma idade em uma mesma baia. O desmame gradual é realizado aumentando o tempo de
separacao entre o potro e a égua ao longo de semanas. Na primeira semana, recomenda-se meia
hora por dia de separacdo e este tempo vai aumentando, progressivamente, até que ambos
passem um dia inteiro separados. E recomendado para este tipo de manejo duas baias com uma
janela gradeada entre elas, onde o potro e sua mae mantenham contato entre si, porém o potro
ndo consegue mamar. Ha registros de que o método gradual & menos estressante que o abrupto
(MCALL et al., 1987). Embora pareca ser um bom método, a repetida separagdo de curto prazo
da égua induz nos potros uma maior sensibilidade a separacdo definitiva (MOONS;
LAUGHLIN; ZANELLA, 2005).

O desmame em piquetes ndo da para ser executado com apenas um animal ou com
animais de idades diferentes. Neste método os potros entram no piquete com suas maes, apos
um dia é retirada a égua mais dominante ou a méae do potro mais independente, no outro dia é
retirada a égua mais dominante que se encontra no piquete e assim por diante até todas as éguas
sairem. As mdes sdo levadas a um local longe o suficiente para 0s potros ndo escutarem 0s
chamados das mées. Para diminuir o estresse dos potros, pode ser utilizada uma égua madrinha,
que € uma égua mais velha e docil para manter uma hierarquia e dar seguranca (MOREL, 2003)

Para minimizar o estresse e seus efeitos deletérios, € recomendado que se adote um
sistema de desmame racional ou planejado, onde as mudancas séo lentas e progressivas,
permitindo que o potro se adapte a nova condicdo. A pratica de acostumar o potro ao cabresto
no periodo pré desmame, ndo tem efeito no desempenho de aprendizado no periodo pos
desmame, e também ndo torna os potros menos medrosos com humanos desconhecidos ou
quando submetidos a novos estimulos (MAL et al., 1994). Schmidek et al. (2011) ndo
compartilharam dessa opinido, e seus estudos indicaram que a manipulacdo de potros ao
nascimento de forma gentil trés vezes por semana (em dias intercalados) por 15 minutos nas
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duas primeiras semanas, facilita o cabresteamento no periodo da desmama.

Em estudo conduzido por Guirro e colboradores (2009), onde se avaliou o
comportamento exploratorio de potros com 25 a 75 dias de vida e de suas mées, mediante a
introducdo de novos objetos em um piquete apos permanéncia dos potros com suas maes por
30 minutos verificou-se que os potros exibiam maiores frequéncias de exploragdo e gastaram
maior tempo de investigacdo na presenca dos novos objetos. A aproximacéao solitaria dos potros
apos prévia aproximacao das éguas, provavelmente, ocorria por imitacdo do comportamento
materno ou em decorréncia de confianca adquirida pela observacgéo das atitudes delas.

Hoffman et al. (1995), observaram que potros desmamados individualmente, ficaram
menos estressados que os desmamados em pares, 0 que se correlacionou, positivamente, com
as dosagens de cortisol serico e ACTH. Potros desmamados em pares vocalizaram com menor
frequéncia, mas houve uma maior frequéncia de comportamento agressivo. Potros machos
gastaram mais tempo comendo que as fémeas, ndo havendo diferenca quanto ao sexo nos outros
comportamentos. Os autores também observaram que os potros lidam melhor com o estresse
quando suplementados previamente com concentrado. Quando desmamados em grupo, onde
todas as éguas foram retiradas de uma s6 vez, os potros eram mais estressados do que aqueles
em que as éguas foram retiradas gradualmente. Os resultados indicam que ha reducdo no apetite,
no metabolismo e na imunocompeténcia quando o desmame é realizado de forma brusca e o
desmame individual, aparentemente, é menos traumatico do que aos pares, € 0 comportamento
de vocalizar, geralmente, esta relacionado com estresse.

Segundo Malinowski et al. (1990), o desmame em pares estressa mais 0s potros quando
comparado com o desmame do animal sozinho, sendo comprovado por aumento nha
concentracdo plasmatica de cortisol e diminuicdo da resposta imunoldgica dos animais
desmamados em pares.

McCall et al. (1985) concluiram que tanto o desmame gradual como o abrupto
provocavam comportamento mais agressivo entre os potros. Nenhum comportamento anormal
foi observado no grupo de controle, que consistia de potros mantidos com suas mées. Em outro
estudo, McCall et al. (1987) concluiram que a separacdo abrupta resulta em maior nivel de
estresse que a separacdo gradual, com base nos niveis de cortisol.

Houpt et al. (1984) ao avaliarem dois métodos de desmame, observaram que a frequéncia
dos comportamentos de vocalizar, andar, urinar e defecar aumentaram no periodo pos
desmame, indicando estresse. Na analise do cortisol, observaram que houve diferenca antes do
desmame para depois do desmame, mas ndo houve diferenca entre os animais que foram
desmamados sozinhos ou em pares. Entretanto, Turner et al. (2003) ao estudarem os efeitos do
desmame gradual e abrupto ndo observaram diferenca significativa nas concentracdes de
cortisol plasmatico e na fungdo imunoldgica. Concluiram que aparentemente a fungdo imune
ndo é influenciada pelo método de desmame.

Potros desmamados em piquetes apresentavam reagdo mais calma ao evento estressante
do desmame, do que potros desmamados em celeiros (HELESKI et al.2002; PARKER et al.
2008; NICOL et al. 2005 a).

No periodo pré desmame, a presencga de uma pessoa, proxima a porta da baia, € suficiente
para reduzir o comportamento inadequado (agitacdo, vocalizagdo e traumas contra a parede)
quando ocorre separacdo da mae. A reducdo do nivel de estresse diminui a probabilidade de
desenvolvimento de estereotipias locomotoras, que diminui o valor do animal (MCGEE;
SMITH, 2004).

As estereotipias nos equinos podem ser divididas em duas categorias: orais e locomotoras
(HOUPT; MCDONNELL, 1993; REDBO et al., 1998). A primeira é caracterizada por
comportamentos como aerofagia, morder madeira, automutilacdo, lamber e morder cochos
(HOUPT; MCDONNELL, 1993) e movimentos variados com a lingua (REDBO et al., 1998).
J& as estereotipias locomotoras sdo caracterizadas por movimentos laterais repetitivos, por
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andar constante pela baia (MILLS et al., 2002) e por balanco de cabeca (HOUPT,;
MCDONNELL, 1993).

O confinamento ap6s o desmame foi associado a uma elevagdo no risco de estereotipias
quando comparado com o desmame em piquetes (WATERS et al.,, 2002). Em cavalos
selvagens, ndo ha observacdo de comportamento anormal, enquanto estereotipias estdo
presentes em mais de 15% dos cavalos domesticados (LUESCHER et al., 1991).

As estereotipias orais estdo, comumente, relacionadas com a dieta e restricdo do
comportamento de pastejo. Em estudo realizado por Waters et al. (2002), foi demonstrado que
0 desmame e o comportamento da mae tem influéncia no desenvolvimento de aerofagia,
principalmente, quando o desmame é realizado em baia ou em estabulo. Potros de éguas
dominantes tém uma incidéncia maior de problemas comportamentais, quando comparados
com potros de éguas com comportamento mais submisso e 74% dos potros que desenvolveram
aerofagia, antes apresentaram o habito de roer madeira. E sugerido que, em um ambiente aberto,
especialmente, com outros animais, 0s potros apresentem uma maior variedade de
comportamentos, que potros desmamados em baias ndo teriam a oportunidade de expressar,
diminuindo a chance do desenvolvimento de estereotipias.

Em estudo conduzido por Nicol et al. (2005b), observaram que 18 potros, dos 186 potros
estudados, desenvolveram estereotipia oral antes do desmame. Destes, nove desenvolveram
aerofagia e habito de roer madeira, sete mastigavam madeira e dois faziam aerofagia. Apds
serem desmamados, 42 potros desenvolveram estereotipias orais, sendo mais comum o habito
de roer madeira e/ou aerofagia. Os potros que desenvolveram estereotipias orais antes do
desmame continuaram a apresentar este comportamento apds o desmame. Potros filhos de
éguas submissas apresentaram maior quantidade de comportamento social, gastando um maior
tempo praticando este ato e recebendo quando comparados com potros de éguas dominantes.

A alimentacéo também influencia no estresse. Potros desmamados que receberam dieta
rica em fibra e 6leo sofreram menos estresse quando comparados com 0s gque receberam dieta
rica em amido e agucares. Porém o estresse ¢ manifestado de forma diferente conforme o
método de desmame. Quando o desmame foi feito em estabulos, os potros que consumiram
dieta rica em Oleo e fibra apresentaram menor atividade locomotora que 0s potros que
consumiram dieta rica em amido e agUcares. Quando realizado em piquete 0s animais que
receberam alimentos ricos em 6leos e fibras, ficaram menos tempo em alerta e permaneceram
mais tempo pastando que 0s animais que receberam alimentos ricos em amido e agUcares.
Contudo ambos 0s grupos de potros apresentaram uma curva de crescimento similar até os dois
anos de vida, independentemente do evento estressante (NICOL et al. 2005a).

Comparando os diferentes métodos de desmame, McCall et al. (1987) verificaram que,
na primeira semana pdés desmame, 0s potros que sofreram separacao total e abrupta com creep
feeding no periodo pré desmame, tiveram consumo menor de alimento quando comparado com
0s outros grupos que sofreram separagéo total sem creep feeding. Apos a primeira semana, 0
consumo se igualou entre os grupos. No periodo pré desmame, potros que tiveram creep
feeding, ganharam mais peso que os sem creep feeding e no periodo pds desmame ndo houve
diferenca de ganho de peso entre os grupos. Potros desmamados de forma abrupta e total
exibiram concentragcbes mais altas de cortisol, além de sinais emocionais (vocalizacdo e
aumento da atividade) que os manejados de forma mais intensiva e desmamados de forma
gradual.

Avaliando o comportamento alimentar de potros da raga Mangalarga Marchador sob
confinamento noturno com ofertas de alimento, Dittrich et al. (2010) observaram que potros
confinados consumiram forragem por mais tempo no periodo da tarde em comparacdo ao
periodo da manhd. Em animais alimentados somente com volumoso, o tempo diario de pastejo
foi superior durante a noite, em relagdo a madrugada (00hOOmin as 06h00min) e de manha
(06h00mMin as 12h00min).
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O sexo do potro parece estar relacionado a um nivel maior ou menor de estresse. Moons;
Laughlin; Zanella (2005) observaram maiores parametros de estresse (cortisol salivar, atividade
locomotora e tempo deitado) em potras em comparacdo aos potros. Wulf et al. (2018)
observaram no desmame abrupto uma diminui¢do do peso e aumento do cortisol salivar em
fémeas, maior vocalizacgéo e defecagdo em machos, ndo sendo encontradas diferencas entres o
sexo na analise da HRV no periodo pds desmame.

O desmame, se ndo for bem conduzido, pode gerar uma queda de imunidade tornando o
animal mais susceptivel a doencas e infeccoes (HOFFMAN et al.,1995). A acupuntura é
amplamente utilizada em casos de alteracbes comportamentais e fisicas decorrentes do estresse
em humanos e animais. A acupuntura proporciona o alivio de tensdo muscular, melhora do
fluxo sanguineo local, controla a dor e modulacéo do sistema nervoso autonémico (BARLAS
et al., 2000; KNARDAHL et al, 1998) As investigacGes cientificas ocidentais sobre os
mecanismos e a eficicia dessa terapia em equinos ainda sdo escassas (R1ZZO et al., 2017). Com
base na hipotese de que estimulacdo de pontos a acupuntura pode melhorar as respostas de
estresse e, consequentemente, melhorar a adaptagdo do organismo nessas situacOes e dessa
forma poder proporcionar melhor recuperacdo da homeostase do organismo ap6s o desmame.

Mudangas nos padrdes da HRV fornecem um indicador de comprometimento da
homeostase/equilibrio (VANDERLEI et al, 2009). Representando um dos mais promissores
marcadores quantitativos do balanco autonémico. Para evitar esta situacdo, € necessario
aprofundar os conhecimentos sobre os processos fisioldgicos que desencadeiam o estresse do
desmame. Na tentativa de reduzir o efeito deletério deste estresse, o presente estudo realizou
sessOes de acupuntura antes do desmame dos potros da UFRRJ.

A hipétese do presente projeto baseia-se na utilizacdo da acupuntura como uma
ferramenta capaz de reduzir o estresse do desmame, para isso serd avaliado o efeito da
acupuntura na Variabilidade de Frequéncia Cardiaca, no Cortisol Sérico e Fecal e a analise
comportamental dos potros durante o processo de desmame.

4.4 Justificativa

O desmame dos potros é realizado a partir dos seis meses de idade, nos equinos da
UFRRJ. A préatica do desmame é considerada um estresse de longa duragdo. A fim de reduzir o
estresse do desmame, foi proposto a utilizagdo da acupuntura, como uma ferramenta preventiva,
reequilibrando o organismo do animal, gerando melhores condicdes para ele superar a fase do
desmame.

A acupuntura tem sido pe¢a fundamental para obtencdo do bem-estar animal e prevencéo
de doencas, sendo de extrema relevancia, o estudo das respostas fisioldgicas dos potros tratados
com acupuntura anteriormente a situagao do estresse do desmame.

4.5 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da acupuntura nas respostas fisioldgicas de potros submetidos a estresse
do desmame.

4.5.1 Objetivos especificos

e Estudar as alteracdes fisiologicas através da Frequéncia Cardiaca, Variabilidade
da Frequéncia Cardiaca, do Cortisol Sérico, antes e ap0s o desmame abrupto em
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piquetes, com a presenca de uma égua madrinha, nos potros com 24 a 32 semanas
de idade.

e Correlacionar o efeito da estimulagéo dos pontos de acupuntura VG1, VG16, Bai
Hui, B23, B49 e B52 na Variabilidade de Frequéncia Cardiaca, no Cortisol Sérico
e, apos o desmame abrupto em piquetes, com a presenca de uma égua madrinha,
nos potros com 24 a 32 semanas de idade.

e Estudar as alteragdes comportamentais de potros com 24 a 32 semanas de idade,
decorrentes do desmame abrupto em piquetes, com a presen¢a de uma égua
madrinha, correlacionando com a Variabilidade de Frequéncia Cardiaca, Cortisol
Sérico e Fecal.

4.6 Material e Métodos

O estudo foi aprovado pela comissdo de ética e bem-estar do Instituto de Veterinaria,
UFRRJ, de acordo com o protocolo n°9316020517 (Anexo B).

Foram utilizados 26 potros, 17 da raca Mangalarga Marchador e 9 mesticos de
Mangalarga Marchador, com idade variando entre 24 a 32 semanas, sendo 16 fémeas e 10
machos. Os animais pertenciam ao Setor de Equinocultura da UFRRJ, sendo este composto por
duas instalacdes: o galpdo das matrizes e o galpdo dos garanhdes.

Todos os potros nasceram e foram criados nas mesmas condicdes, estando adaptados aos
pastos e as instalacdes do galpdo das matrizes. Ndo havia sistema de creep feeding para
suplementacdo alimentar dos potros no periodo da amamentacgdo. Os potros se alimentavam do
concentrado farelado (composto por farelo de milho, soja, 6leo, premix, sal), juntamente, com
a mae nas baias individuais externas, localizadas nas matrizes. Os potros foram, semanalmente,
manipulados, medidos e pesados, com a utilizacdo de fita de peso, especifica para uso em
equinos, estando os mesmos adaptados a presenca e ao contato com o ser humano.

Os potros, apds o desmame, foram acondicionados nas instalacdes disponiveis no galpédo
dos garanhdes, e as éguas mudaram para outro pasto pertencente ao galpdo das matrizes,
estando estes alojamentos a uma distancia aproximada de 800 metros entre si, com a presenca
de prédios no percurso, impossibilitando o contato visual entre a mae e o filhote recém
desmamado.

O local onde os potros foram alojados durante o processo de desmame, tratava-se de um
piquete ao ar livre, com dimensdes de aproximadamente 4.000 m?, com cobertura vegetal de
grama batatais (Paspalum notatum), contendo arvores com areas de sombra, um bebedouro
com 4agua potavel, e oito cochos plasticos, presos a um tronco de arvore, onde eram
administrados os concentrados e feno peletizado, para cada potro.

Os animais foram suplementados com feno de tifton, com disponibilidade diaria de um
fardo para cada 500 kg de peso vivo, um quilo de concentrado farelado (composto por farelo
de milho, soja, 6leo, premix, sal) e um quilo de feno de alfafa peletizado, duas vezes ao dia,
sendo uma suplementacdo no periodo da manha e outra a tarde. Os desmames ocorreram nos
meses de junho, agosto e setembro, e sempre com a presenca de um animal adulto sem
parentesco com os potros, denominado égua madrinha.

Os potros permaneceram no piquete por 15 dias, durante o processo de desmame, e no
término deste periodo, os potros e a égua madrinha retornaram ao pasto de origem, pertencente
ao galpéo das matrizes.

Os potros foram aleatoriamente divididos e submetidos a trés tipos de tratamento:

1.Controle (Cont): os animais permaneceram apenas com cabrestos por vinte minutos
sem qualquer manipulacao.

2.Acupuntura ndo ponto (Sham): os animais permaneceram por 20 minutos com a
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agulhas para acupuntura (0.30x40 mm) inseridas na pele, na profundidade de 0,2 cm, em regides
denominadas ndo pontos, sendo estas localizadas a uma distancia de 2 cm dos pontos de
acupuntura: VG16, B49, B23, B52, Bai Hui, VG1.

3.Acupuntura (Acup): os animais permaneceram por 20 minutos com a agulhas para
acupuntura (0.30x40 mm) inseridas na pele, na profundidade de 0,2 cm, nas regifes dos pontos
de acupuntura: VG16, B49, B23, B52, Bai Hui, VG1.

4.6.1 Protocolo experimental :

| Pasto das Matrizes | ’ Piquete desmame || Pasto das matrizes
DESMAME
-7D 5D -3D -1D o 1H 6H D1 D2 D7 D8 Dig Dis
A
“ Coleta Coleta Coleta
&of/: @ }\\,‘; ! e @ e @ fezes @ fezes @ fezes
; & Animais
@ @ @@r retornaram ao
Coleta asto de origem
Tratamentos: fezes /| y P 8
CTL (] (]
SHAM & &
ACUPUNTURA 5 &
p Legenda:

« ' Coleta de sangue
Coleta de dados da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

% Filmagem

Figura 15: llustracdo esquematica do protocolo experimental.

Os tratamentos foram realizados em dias alternados, conforme a distribuicdo prévia dos
grupos e potros, e seu inicio deu-se setes dias antes do processo do desmame. Nos dias de
tratamentos os animais foram apartados no pasto como de costume e foram alojados nas baias
externas com as respectivas maes, o potro foi contido com a utilizagdo de cabresto.

No primeiro (-7D) e no tltimo (-1D) dia de tratamento foram realizadas coletas de sangue,
e as fitas cardiacas Polar Equine® colocadas para a afericdo da HRV, durante todo o
procedimento. Nos demais dias de tratamento foram realizadas apenas a contencdo com
cabresto. Nos dias -7D e -1D, os tratamentos foram iniciados, apds 20 minutos de ativacdo das
fitas cardiacas,e ap6s o término do tratamento, 0s potros permaneceram por mais 20 minutos
com as fitas. No dia -1D, foi realizada a coleta de fezes, ap6s 20 minutos do término do
tratamento, os potros foram conduzidos com as mées ao tronco de contencdo dupla, dentro do
galpéo das matrizes. No tronco, foi realizada a coleta de fezes diretamente da ampola retal dos
potros, com a utilizacdo de uma luva de latex descartavel, embebida com vaselina liquida, as
fezes coletadas foram armazenadas, imediatamente, em pote proprio e congeladas para
posterior analise de cortisol fecal.

Todos os dias ap0s os procedimentos que envolviam os tratamentos e suas analises, 0s
potros foram suplementados com o concentrado de costume e retornaram ao pasto de origem
juntamente com as mées.
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O dia do desmame foi dividido em trés momentos: momentos que antecederam o
desmame (0D), momento da primeira hora do desmame (1H) e momento que compreende a
sexta hora apds o desmame (6H).

No momento que antecedeu o desmame (0D), os animais foram apartados no pasto, e
alojados nas baias externas juntamente com as maes. Cada potro foi contido pelo cabresto, e
assim, permaneceram até a separacdo da mée. Foi realizada a coleta de sangue para anélise
basal do cortisol sérico, e foi colocado no térax a fita cardica Polar Equine®. Apds vinte
minutos, 0s potros, as mées e a égua madrinha foram conduzidos a pé para o piquete desmame,
localizado nas instalagfes do galpdo dos garanhdes. Todos entraram no piquete desmame,
foram retirados os cabrestos dos potros, e realizado o desligamento e reativacéo do relégio RS
800 que capta os dados da fita cardiaca Polar Equine®. Ap0ds todos 0s potros estarem sem 0
cabresto, ocorreu a saida das éguas, uma apés a outra, em sequéncia, permanecendo no piquete
a égua madrinha e os animais a serem desmamados. Neste momento, iniciou 0 processo de
desmame propriamente dito.

Figura 16: Fotografia do piquete desmame. Potros no momento 1H e a égua madrinha esquerda.

O momento da primeira hora do desmame (1H), foi subdividido em trés fases: fase dos
primeiros cinco minutos do desmame (D5min), fase dos 25 minutos apds o desmame (D25
min), a fase dos 45 minutos ap6s o desmame (D45min), estas fases foram utilizadas para
avaliacdo da HRV, gravada pelo frequencimetro, disposto no térax dos animais, como
informado anteriormente.

Apds a retirada das éguas, 0s potros permaneceram no piquete por 50 minutos,
denominado momento 1H. Na filmagem do comportamento utilizada uma maquina fotogréafica
Canon®, no modo de filmagem, com auxilio de um tripé, e sem a presenca humana, para ndo
influenciar o comportamento. No término dos 50 minutos os potros foram retirados do piquete
acompanhados pela égua madrinha e alojados em uma baia fechada, dentro do galpdo dos
garanhGes. Um potro por vez, contido pelo cabresto, e acompanhado da égua madrinha, foi
conduzido para o tronco de contengdo individual, no hall do galpdo dos garanhdes.
Imediatamente apos a entrada no tronco, foi realizada a coleta de sangue no momento (1H), e
desligado o relogio RS 800 e retirada a fita cardiaca Polar Equine®. Apos esses procedimentos,
os animais foram alojados em outra baia fechada. Apos o término da coleta de sangue de todos
0s animais, estes foram conduzidos livremente ao piquete de desmame, acompanhados pela
égua madrinha, que foi conduzida pelo cabresto. Apds entrarem no piquete, 0s animais
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receberam a suplementacdo alimentar como descrita anteriormente.

Nos demais momentos avaliados (6H, D1, D7, D14) os potros foram retirados do piquete,
sempre acompanhados da égua madrinha, e conduzidos para as baias fechadas. E, um a um,
foram contidos pelo cabresto e levados para o tronco de contencdo individual, acompanhando
a égua madrinha. Imediatamente ap6s a entrada no tronco, foi realizada a colocacéo da fita
cardiaca Polar Equine® com ativacdo do relogio RS800. Apds esse procedimento, 0s animais
foram acondicionados em outra baia fechada. Ao término da colocacdo e ativagdo do
frequencimetro, estes foram conduzidos, livremente, ao piquete de desmame, acompanhando a
égua madrinha, que estava sendo conduzida no cabresto. Apds entrarem no piquete, foram
realizados os mesmos procedimentos descritos no momento 1H, logo apds a saida das éguas.
No momento D1, foi realizado também coleta de fezes, apds a coleta de sangue, antes dos potros
serem retirados do tronco de contencao.

No segundo (D2), oitavo (D8) e décimo quinto dia (D15) ap6s o desmame, 0S potros
foram retirados do piquete com a égua madrinha e alojados numa baia fechada. E, um a um,
foram contidos pelo cabresto e levados para o tronco de contencgdo individual, com a égua
madrinha. Imediatamente apds a entrada no tronco, foi realizada a coleta de fezes diretamente
da ampola retal, como descrito anteriormente, e os animais foram fotografados, pesados e
medidos. Apds esses procedimentos, os animais foram alojados em outra baia fechada. Ao
término dos procedimentos, em todos os animais, estes foram conduzidos, livremente, ao
piquete de desmame, com égua madrinha, que estava sendo conduzida no cabresto. Apos
entrarem no piquete, os animais receberam a suplementacdo alimentar como descrita
anteriormente.

Figura 17: Alimentacéo dos animais durante o desmame

No décimo quinto dia (D15), apds a alimentacdo, os potros e a égua madrinha foram
conduzidos a pé ao pasto de origem, no galpdo das matrizes.
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4.6.2 Caracteristicas do ponto de acupuntura segundo a Medicina Tradicional Chinesa
(MTC).

Foram utilizados pontos de acupuntura, também chamados de acupontos, (VG16, B49,
B23, B52, Bai Hui, VG1) que permaneceram no animal por 20 minutos com objetivo de
diminuir o medo e a ansiedade pela auséncia da mée, e proporcionar calma aos animais
(Quadro 2). Os pontos foram escolhidos por suas fun¢Ges na MTC, e pela localizacdo dos
mesmos. Os potros, por serem animais pouco manejados, ndao respondiam bem a manipulacéo
da cabeca e membros, sendo escolhidos 0s pontos em sua maioria na regido do dorso-lombo
(Figura 18).

No grupo acupuntura falsa, foram colocados os pontos a cerca de 2 cm da localizagdo dos
pontos, sem coincidir com outros pontos de acupuntura coincidentes, representados pela figura
(Figura 18).
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Quadro 2: Localizagdo e descricdo dos acupontos, adaptados de Maciocia, (2007);

Schoen (2006).

Acuponto

Localizagéo Substrato Anatdmico Indicacdo MTC
VGl Ponto médio entre a cauda e | Area rica em tecido | Nervosismo,
(HouHai) | o anus, na prega anocaudal. | conjuntivo frouxo, | agitacdo e acalma a
Mar de Tras inervada pelos ramos | mente
ventrais dos nervos | Alteragdes na porcao
sacral e coccigeo, | final do intestino
originados no plexo | grosso.
lombossacral. Nervos
sensitivos e motore
VG16 Na linha média dorsal, numa | Ramos do terceiro | Dispersa o vento frio
(Tian Men) | depresséo entre as | nervo cervical e do | llumina o espirito

Portdo protuberancias occipitais, na | nervo grande occipital. | Drena o fogo.

Celestial | base das orelhas, sobre a
articulacdo atlantoccipital

B23 A 3 cun (1 cun corresponde | Ramo cutaneo dorsal | Tonifica a Yin do
(Shenshu— | a largura da costela do | do nervo lombar. Rim. Fortalece o
Shu do cavalo) lateralmente a linha cérebro e a medula.
Rim) média, entre a segunda e Beneficia a mente.

terceira vertebras lombares,
dorsal ao aspecto caudal da
ultima costela.
B49 Localizado a 6 cun (1 cun | Ramo cutaneo dorsal | Acalma a
Yishe corresponde a largura da | do nervo toracico. preocupacdo e a
(Residéncia | costela do equino) a linha obsessdo no caso do
do média dorsal, na altura do desiquilibrio da terra.

Intelecto) | décimo  sétimo  espaco Este ponto tonifica o
intercostal. aspecto mental do

Baco, melhora a
capacidade de
aprendizagem.

B52 Localizado a 6 cun (1 cun | Ramificagbes dorsais | Tonifica a Esséncia,

(zhishi) | corresponde a largura da|do segundo nervo | beneficia a regido

Morada da | costela do equino) | lombar lombar.

Vontade | lateralmente a linha média, Controla 0 medo.
entre a segunda e terceira Reforca a vontade.
vertebras lombares, dorsal
ao aspecto caudal da ultima
costela.

Bai Hui Na depressdo entre 0s | Ramo dorsal do ultimo | Ascende 0 Qi
processos  espinhais  da | nervo lombar. limpido e clareio o

Gltima vértebra lombar e a
primeira vértebra sacral,
ponto Unico.

Espaco lombo sacral.

espirito.
Nutre o cérebro e
acalma a mente.
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VG1

Figura 18: Esboco do corpo do cavalo mostrando as localizag6es dos pontos de acupuntura (circulos vermelhos) e ndo pontos/
sham (circulos abertos). VG: Vaso Governador, B: Bexiga

Figura 19: Aplicagdo de agulha em um animal do grupo acupuntura durante o tratamento pré-desmame.
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4.6.3 Frequéncia cardiaca e variabilidade da frequéncia cardiaca.

Os intervalos RR dos animais foram registrados por um frequencimetro, RS 800 (Polar
Equine®) com descrito no capitulo primeiro. O transmissor do sistema capta os sinais e envia-
0s para o relégio do equipamento, que armazena estes dados. Os dados armazenados no relégio
foram enviados para o programa Polar Pro Trainer Equine® por meio da interface de emissao
de infravermelhos, para realizar a analise espectral da HRV.

A avaliacdo dos indices da variabilidade da frequéncia cardiaca (HRV), no dominio da
frequéncia e no dominio do tempo, foram analisados em 22 animais (Controle n=8, Sham n=7
e Acupuntura n=7), sendo retirados 0s animais que apresentaram um erro acima de 5 % na
captacdo dos dados. Sendo avaliados os segmentos de intervalos RR, correspondentes a 300
segundos nos momentos: -7 D (7 dias antes do desmame), -1D (1 dia antes do desmame), 0D
(aproximadamente uma hora antes do desmame), D5min (0s primeiros cinco minutos do
desmame), D25 min (20-25 min ap6s o desmame), D45min (40-45 minutos apds o desmame),
D 6h (6 horas ap6s o desmame), D 24h (24 horas ap6s o desmame), 7D (7 dias ap6s o desmame)
e 14D (14 dias ap6s o desmame).

4.6.4 Anélise do comportamento

Para realizacdo da analise comportamental, foram avaliados os primeiros 20 minutos dos
de gravacdo no piquete nos momentos (1H, 6H, D1).

Nas gravacoes, foi utilizada uma maquina fotografica Canon® e uma Nikon®, no modo
de filmagem, com auxilio de um tripé, sem interferéncia humana, ndo influenciando no
comportamento gravado. Porém as maquinas gravam apenas 20 minutos seguidos, sendo
necessario as trocas das maquinas por um colaborador, na troca das maquinas observou-se
alteracdo do comportamento do potro. A fim de evitar esta interferéncia, foram escolhidos os
primeiros 20 minutos para analise comportamental.

Os comportamentos foram avaliados quanto a frequéncia (nUmero de ocorréncias) e
quanto ao tempo de duracdo (em segundos), de acordo com o Quadro 3.
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Quadro 3: Analise Comportamental do desmame, adaptada de Nicol et al. (2005a).

Comportamento pds desmame

Frequéncia

Agressao

Interacdo Social
Investigar

Tentativa de Mamar
Lamber o coxo
Movimento de cavar
Eliminagéo
Relinchar

Contato
Social

n® X

Atividade

(segundos)

Deitar

Repousar
Permanecer em alerta
Passo

Marcha e/ou Canter
Alimentacéo

Duragao | A idade

Cada comportamento avaliado no Quadro 3 foi classificado de acordo com a Tabela 8.
Alguns comportamentos sdo ilustrados nas figuras 20 e 21.

Tabela 8: Descri¢do dos comportamentos avaliados, adaptado de Nicol et al.(2005a).

Classificagédo

Descrigdo

Agressao Cavalo apresenta comportamentos agressivos.

Passo Andamento natural, a quatro tempos, marcado pela progressao de cada par
lateral dos membros, andando pelo piquete sem estar pastando.

Alerta Ficar atento com a cabeca e pescogo levantados, olhos arregalados e orelhas
em pé ou moveis.

Deitar Ficar deitado em decubito lateral ou em decubito esternal.

Eliminagdo Ato de esvaziamento do liquido da bexiga (mic¢éo) e/ou liberacdo das fezes

presente na ampola retal (defecacéo).

Interacéo Social

Cavalo realiza mordiscos em regides de outros cavalos, sem objetivo de
agressao.

Investigar

Cavalo estende o pescogo para a parte do meio ambiente e olhau cheira um
objeto.

Tentativa de

Animal posiciona a cabeca na regido inguinal de outro animal e realiza

mamar tentativas de sugar, mimetizando o ato de mamar.

Marcha e/ou Marcha: Andamento natural, simétrico, a quatro tempos, com apoio

Canter alternado dos bipedes laterais e diagonais, intercalados por momentos de
triplice apoio. Canter: andamento a trés tempos, em que o cavalo avanca a
perna direita quando vira para direita e vice-versa.

Repousar Ficar distraido, com a cabecga e pescogo abaixados, olhos parcialmente ou
completamente fechados e as orelhas relaxadas, sem estar em decubito.

Alimentacéo Ingestdo de grama ou feno, em estacdo ou andando.

Relinchar Emitir som curto através da laringe, com objetivo de comunicagéo.
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Figura 20: Fotografia do comportamento apurado, conforme a duracdo em segundos. (A): Animais apresentando a atividade
de andar. (B): Animal da esquerda apresentando o comportamento de alerta, enquanto os animais da direita estéo realizando o
comportamento de alimentacdo. (C): Animal da esquerda apresentando cénter, e o animal na direita em repouso. (D) Animal

deitado.
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Figura 21: Fotografia do comportamento apurado em nimero de acontecimentos. (A): Animais apresentando a atividade de
cavar na agua com o membro anterior esquerdo. (B): Atividade de lamber o coxo. (C): Comportamento antissocial. (D):
Atividade de relinchar. (E): Interagdo social. (F): Eliminacdo. (G): Tentativa de mamar. (H): Investigar com a cabeca para fora

da cerca.
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4.6.5 Analise do cortisol sérico e fecal

Para avaliacdo dos parametros fisiologicos enddcrinos, foram realizadas coletas de
sangue para analise de cortisol sérico e fezes para anélise do cortisol fecal.

O sangue foi coletado, diretamente, da veia jugular, atraves da utilizacdo de uma agulha
estéril descartavel (25x0,8mm) para coleta com tubo a vacuo sem anticoagulante (10ml), com
ativador de soro.

Ap0s cada coleta, os tubos foram identificados e armazenados no isopor com gelo e, ap6s
o término do experimento, as amostras foram centrifugadas no laboratorio de Ciéncias
Fisioldgicas da UFRRJ, na velocidade 3000 RPM por 20 minutos e 0s soros armazenados em
duplicatas, num Ependorf® de 1,5 mL, e foram identificados e estocados em freezer a -20°C.

As fezes foram coletadas, diretamente, da ampola retal dos potros, com a utilizacdo de
uma luva de latex descartavel e embebida com vaselina liquida, sendo as fezes coletadas e
colocadas imediatamente em pote prdprio e congeladas no freezer a -20°C, para posterior
andlise do cortisol fecal.

4.6.6 Estatistica

Os resultados dos parametros da variabilidade da frequéncia cardiaca foram avaliados
pelo teste ANOVA de duas vias para medidas repetidas, quando significativas foram
comparadas pelo Teste de Tukey. Os valores obtidos pela analise comportamental foram
avaliados pelo teste ANOVA de duas vias para medidas ndo repetidas, e quando significativas
foram comparadas pelo Teste de Tukey. As anélises estatisticas foram realizadas utilizando
intervalo de confianca de 95% e probabilidade de 5%. Os dados foram apresentados como
média * erro padrdo. Os gréficos foram construidos usando GraphPad Prism 5.0® (Software
GraphPad).
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4.7 Resultados

4.7.1 Frequéncia cardiaca e variabilidade da frequéncia cardiaca

O desmame aumentou a frequéncia cardiaca nos trés grupos: CTL, SHAM, ACUP;
(Anova de duas-vias, fator tempo, F (9, 171) = 16,23, p<0,0001), sem diferenca significativa nos
fatores grupo (F 2, 19) = 0,9238, p= 0,4141) nem na interagdo tempo x grupo (F (s, 171y = 0,5178,
p= 0,9472) (Figura 22 D). Através do pos-teste de Tukey, foi observado o aumento da
frequéncia cardiaca no periodo de D5min, D25 min, D45 min (p<0,05) em comparacdo aos
momentos basais (-7D, -1 e 0) e posteriores ao desmame (24h, 7D e 14D). Seis horas ap0s ao
desmame, a HR ainda n&o voltou aos niveis basais (apresenta diferenca significativa em relacéo
aos momentos basais -7D, -1 e 0 e posteriores ao desmame 7D e 14D, mas nao é diferente de
24h). Vinte e quatro horas ap6s ao desmame a HR retornou aos niveis basais, onde os tempos
24h, 7D e 14D ap06s ao desmame ndo diferem dos momentos basais.

Ao avaliar a HRV no dominio da frequéncia foi observado que o desmame aumentou a
razdo LF/HF independente do grupo (fator Tempo F (9, 171y = 11,28, p<0,0001), sem diferenca
significativa nos fatores grupo (F ¢, 19) = 2,231, p= 0,1348) e interagéo (F (s, 171) = 1,326, p=
0,1771) (Figura 22 A). Os maiores valores de LF/HF foram observados nos momentos D5 min
e D 25 min em relagdo aos demais momentos avaliados (sendo significativamente diferentes de
-7D, -1 e 0, 6h, 24h, 7D e 14D, Teste de Tukey p<0,05). O momento de D6h e D24h diferem
também do momento 14D. O momento D45min apresentou valores intermediarios, sendo
diferente de -7D, 7D e 14D.

Da mesma forma, na analise dos componentes de baixa (LF) o desmame aumentou a LF
em ambos os grupos (fator Tempo F (o, 171y = 5,918, p<0,0001), ndo havendo diferenca
significativa nos fatores Interacdo (F (s, 171y = 1,491, p= 0,0983) e Grupo (F (2, 19) = 0,6972, p=
0,5103) (Figura 22 B). Na analise dos componentes de alta frequéncia (HF) o desmame
diminuiu 0 HF em ambos os grupos (fator Tempo F (9, 171y = 5,856, p<0,0001), ndo houve
diferenca significativa nos fatores Interagdo (F (s, 171y = 1,491, p= 0,0982) e Grupo (F (2, 19) =
0,7605, p= 0,4811) (Figura 22 C). Os maiores valores de LF e os menores de HF foram
observados nos momentos D5 min e D 25 min em relagdo ao momento -7D, 7D e 14D (Teste
de Tukey p<0,05). O tempo 14D p6s desmame, além de ser diferente dos tempos D5min e
D25min, também foi diferente dos tempos D45min, D6h e D24h (tanto para LF quanto para
HF).

Os parametros de HRV no dominio do tempo indicaram que o SDNN, aumentou em todos
o0s grupos (fator Tempo F (9, 171) = 7,948, p<0,0001), porém ndo foram observadas diferencas
significativas nos fatores grupo (F (2, 19) = 0,5135, p= 0,6065) e interacdo (F (18, 171) = 0,5983, p=
0,8975) (Figura 22 F). Os maiores valores de SDNN foram observados nos momentos D5 min
e D 25 min em relagcdo aos momentos anteriores ao desmame ( -7D, -1D) e posteriores (7D e
14D). O tempo D5min também diferiu do momento basal (0D) e posterior (D24h). O tempo
14D po6s desmame, além de ser diferente dos tempos D5min e D25min, também foi diferente
dos tempos D45min e D6h. O tempo D45m tambeém diferiu do momento basal (-1D) (Teste de
Tukey p<0,05).

Na analise da RMSSD, néo foi detectada diferenca significativa em nenhum dos fatores
analisados: Tempo (F (g, 171y = 0,6215, p= 0,7777), grupos (F (2, 199 = 0,2659, p= 0,7694) e
interacdo F (18, 171) = 1,054, p= 0,4036). (Figura 22 E).

A analise da razdo SDNN/RMSSD, demonstrou que o desmame foi capaz de aumentar
SDNN/RMSSD (fator Tempo (F (o, 171y = 8,487, p<0,0001), porém ndo possivel observar
diferenca significativa no fator Grupo (F (2, 19) = 0,6150, p= 0,5511) na interagdo do grupo e
tempo (F (18, 171) = 0,6190, p= 0,8816). Através do pos-teste de Tukey (p<0,05), foi observado
um aumento da razdo SDNN/RMSSD no periodo de D5min, D25 min e D45min em
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comparagdo aos momentos anteriores (-7D, -1D, 0OD) e posteriores (7D, 14D) ao desmame. O
tempo D5min também diferiu do D24h. O tempo 14D po6s desmame, além de ser diferente dos
tempos D5min, D25min e D45min também foi diferente do tempo D6h (Figura 17 G).
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Figura 22: Andlise da HRV no desmame dos potros da UFRRJ. Os tratamentos foram: grupo Controle (n=8), grupo acupuntura
falsa ou Sham (n=7) e grupo acupuntura (n=7). Os dados sdo apresentados como média £ EPM, nos momentos -7D, -1D, 0D,
D5 min, D25min, D 45min, D6h, D24h, 7D, 14D. (A) Razdo LF/HF. (B) Componente de baixa frequéncia LF. (C) Componente
de alta frequéncia HF. (D) Frequéncia Cardiaca Média (BPM). (E) RMSSD (raiz quadrada da média do quadrado das diferengas
entre intervalos RR normais adjacentes, em um intervalo de tempo, expresso em ms). (F) SDNN (desvio padrdo de todos 0s
intervalos RR normais gravados em um intervalo de tempo, expresso em ms). (G) SDNN/RMSSD. Os simbolos (*#,°,+)
indicam diferenca significativa no fator entre determinados momentos conforme descrito a seguir.(A): (*)-7D, -1D, 0D, D24h,
7D e 14D; (°)-7D, 7D, 14D; (# ) D5min, D25min, D6h, D24h. (B) e (C): (*)-7D, 7D e 14D; (#) D5min, D25min, D45min,
D6h, D24h. (D): (*)-7D, -1D, 0D, D24h, 7D e 14D; (#)-7D, -1D, 0D, 7D e 14D. (E): (*) -7D, -1D, 7D e 14D; (+): 0D, D24h;
(°)-1D e 14D; (#) D5min, D25min, D45min, D6h, D24h. (G): (*)-7D, -1D, 0D, 7D e 14D; (#) D5min, D25min, D45min, D6h.
Teste de Tukey, p<0,05.
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4.7.2 Comportamento

Os comportamentos foram analisados quanto a duracdo: tempo das ocorréncias (em
segundos) e quanto a frequéncia de ocorréncias (numero de vezes de cada comportamento)
durante o periodo de 20 minutos. As ocorréncias foram analisadas na primeira, quinta e
vigésima terceira hora pds desmame, sendo observadas em todos os grupos de tratamento
diferencas significativas apenas no fator tempo, ndo havendo diferenca significativa nos fatores
grupo e interacdo (Figura 23 A-E).

O repouso, néo diferiu entre os trés grupos: CTL, SHAM, ACUP (fator tempo F (2, 46) =
8,712, p= 0,0006), havendo um menor periodo de repouso na primeira hora em comparacéo
com a quinta hora (p< 0,01) e com a 23%hora (p< 0,01) (Figura23 A).

O comportamento de alerta (F (2, 469 = 37,05; p< 0,0001) e andar (F (2, 46) = 43,67, p<
0,0001), ndo diferiram entre os grupos (fator tempo (p< 0,0001), ocorrendo um maior periodo
de alerta na primeira hora em comparagdo com a quinta hora (p< 0,0001) e com a 232 hora (p<
0,0001) (Figura 23 B-C).

No comportamento de marcha e /ou canter houve diferenca significativa no fator tempo
(F (2, 46) = 3,236, p=0,0484), sendo que na primeira hora houve maior quantidade do andamento
em comparagdo com a 232 hora (p< 0,05) (Figura 23 D).

O comportamento de alimentacdo aumentou independente do grupo (fator tempo (F (2, 46)
= 12,44, p< 0,0001), havendo um maior periodo de ingestdo de alimentos na 23* hora em
compara¢do com a quinta hora (p< 0,0001) e com a primeira hora (p< 0,05) (Figura 23 E).
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Figura 23: Anélise do comportamento por tempo dos acontecimentos num intervalo de analise por 20 minutos primeira hora,
quinta hora e 23? hora ap6s 0 desmame dos potros da UFRRJ. Os tratamentos foram: grupo Controle (n=9), grupo acupuntura
falsa ou Sham (n=8) e grupo acupuntura (n=9). Os dados sdo apresentados como média + EPM. (A), repouso, (B) alerta, (C)
andar, (D) marcha e /ou canter, (E) alimentagdo. (A, B, C, D). (*) Diferenca significativa no fator tempo da 1% hora em relagéo
a 5%hora e a 232 hora. (E) # diferenga significativa no fator tempo da 232 hora em relagdo a 12 hora.
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As ocorréncias quanto a frequéncia de (nimero de vezes de cada comportamento) foram
analisadas na primeira, quinta e vigésima terceira hora pos desmame, e ndo foram observadas
diferencas significativas nos comportamentos de interacdo social (p=0,7061) (Figura 24 A) e
de agressdo (p=0,8985) (Figura 24 B), ndo foi observado comportamento de deitar durante as
filmagens. Nos demais comportamentos avaliados foram observados diferenga significativa
apenas no fator tempo (Figura 24 C-H).

O comportamento de investigar, ndo diferiu entre os grupos: CTL, SHAM, ACUP; (fator
Tempo F (2, 46) = 25,10, p <0,0001). A investigacdo na primeira hora foi maior em comparacgéo
com a quinta hora (p< 0,001) e com a 232 hora (p< 0,0001), e o investigar da quinta hora foi
maior significativamente do que a 232 hora (p<0,05) (Figura 24 C).

O ato de cavar também ndo diferiu entre os grupos (fator tempo (F 2, 46) = 3,483, p =
0,0391). Um maior numero de ocorréncia do ato de cavar foi observado na primeira hora em
comparagdo com a 232 hora (p<0,05) (Figura 24 D).

O desmame aumentou a tentativa de mamar independente do grupo (fator tempo (F (2, 46)
= 6,302, p = 0,0038). Um maior nimero de tentativas ao mamar foi observado na 232 hora (p<
0,01) em comparacao com a primeira hora ap6s desmame (Figura 24 E).

No somatorio de ocorréncias do ato lamber houve diferenca significativa no fator tempo
(F 2 46) = 8,417, p = 0,0008). A primeira hora apresentou a maior quantidade do ato em
comparagdo com a quinta e a 232 hora (p< 0,01) (Figura 24 F).

Na analise da ocorréncia de relinchar, houve diferenga significativa no fator tempo (F 2,
46)= 8,209, p = 0,0009). Uma maior ocorréncia de relinchar foi observada na primeira hora em
comparacdo com a quinta hora e a 232 hora (p< 0,01) (Figura 24 G).

Na andlise do nimero de eliminacgdo, houve diferenca significativa no fator tempo (F (2,
46) = 7,118, p = 0,0020). Um maior numero de eliminac6es foi observado na primeira hora em
comparagdo com a quinta hora (p<0,05) e a 232 hora (p< 0,01) (Figura 24 H).
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Figura 24: Anélise do comportamento por nimero de acontecimentos num intervalo de anélise por 20 minutos, na primeira
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acupuntura falsa ou Sham (n=8) e grupo acupuntura (n=9). Os dados sdo apresentados como média + EPM. (A) interacdo
social, (B) agressdo, (C) investigagdo, (D) movimento de cavar, (E) tentativa de mamar, (F) ato de lamber, (G) eliminagéo, (H)
relinchar. (D —E) * indica diferenca significativa entre os tempos 12 hora e 232 horas. (F, G, H) *indica diferenca significativa
da 12 hora em relacdo a 52 hora e a 232 hora. (C) todos os tempos s&o diferentes entre si.
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4.7.3 Efeito entre os sexos (machos e fémeas) na reatividade ao estresse.

Para avaliacdo do efeito entre o sexo (macho e fémea) no comportamento dos potros pds
desmame, foi observado diferenca significativa apenas no comportamento de agressao no
momento 12 hora apds o desmame. Os machos do grupo controle obtiveram um maior nimero
de comportamento de agressdao em comparacgédo as fémeas, havendo diferenca significativa na
interacdo tratamento e grupos (p=0,0243) conforme demostrado na Tabela 9.

Tabela 9: Comportamento entre machos e fémeas.

CONTROLE SHAM ACUPUNTURA

Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho
REPOUSO 246,86+61,24 113+109 160,5+91,25 215,75455,78 253,2+73,90 240£129,90
ALERTA 233,86+35,69 223,5+£52,5 241+46,02 324+56,33 254,6+65,87 173+54,78
ANDAR 290,86+31,92 251,5+¢112,5 178,75+11,34 198,75+50,19 216,4+42,23 275,75+46,55
MARCHA / 33,43+£21,76 17,5175 6,25+6,25 0+0 2,222 27,75x27,5
CANTER
ALIMENTACAO | 118,5+14,77 122,42+13,09 326,5+90,61 131,75+60,17 148,6+73,68 185,25+63,92
AGRESSAO 0+0 242* 0,75+0,48 0,25+0,25 0,2+0,2 0,25+0,25
INTERACAO 0,43+0,20 3+2 1+1 1,5+0,5 1,6+0,87 140,70
INVESTIGAR 3,86+0,94 543 5,75+1,49 543,03 3,8+0,97 3+0
TENTATIVADE | 0+0 0+0 0+0 0,25+0,25 00 00
MAMAR
ATO DE 1,14+0,40 2+2 2,525 3,5+1,32 3,4%2,67 1,5+0,87
LAMBER
MOVIMENTO 1,43+£1,13 0+0 0,75%0,75 1+0,71 3+2,07 1+0,70
DE CAVAR
ELIMINACAO 0,28+0,18 0+0 1+0,41 0,25+0,25 0,4+0,24 0,25+0,25
RELINCHAR 5,71+3,14 2,525 1+0,58 3+0,82 5,6+2,71 3+1,47

Nota: Tabela do comportamento entre machos e fémeas num intervalo de andlise de 20 minutos, na primeira hora, ap6s o
desmame dos potros da UFRRJ. Os tratamentos foram: grupo Controle (n=9), grupo acupuntura falsa ou Sham (n=8) e grupo
acupuntura (n=9). Os dados séo apresentados como média + EPM. * Diferenca significativa (p=0,0243).
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4.8 Discussao

O desmame abrupto em potros com a presenca de uma égua adulta, induziu respostas
autonémicas na HRV, com aumento do tdnus simpatico em relacdo ao parassimpatico, e
resposta comportamentais, evidenciando-se o0 aumento da frequéncia de andar e ficar em alerta.
Tais achados sugerem que houve uma elevacéo dos niveis de estresse no momento do desmame,
ndo havendo diferenca entre os tratamentos (Controle, Sham, Acupuntura). A acupuntura
realizada no periodo anterior ao desmame ndo foi capaz de reduzir o estresse de separagdo potro
- mée.

Os indices de HRV estudados evidenciaram aumento da HR, LF, LF/HF, SDNN,
SDNN/RMSSD e diminuicdo do HF nos momentos 5 e 25 minutos pds desmame, em
comparacdo ao momento basal (-7D) e aos momentos posteriores (7D, 14D). Tais achados
sugerem uma ativacdo simpatica no momento do desmame, com elevacao dos niveis de estresse
neste periodo. Os tempos de 45 minutos e seis horas apds o desmame, demonstraram ser
intermediario, ocorrendo aumento em relacdo a alguns momentos, porém o organismo tende a
buscar a normalidade dos parametros. Os momentos de sete e quatorze dias ap6s o desmame,
ndo diferem dos momentos basais (-7D e -1D) sugerindo que o0 organismo ja esteja recuperado.
O método de desmame foi eficaz para reduzir os niveis iniciais de estresse.

O processo do desmame gerou um aumento significativo da frequéncia cardiaca (HR)
durante avaliacdo da primeira hora (momentos 5, 25 e 45 min pds desmame) em comparacao
aos momentos anteriores e aos posteriores, demonstrando que houve ativacdo dos mecanismos
de estresse. Corroborando com os nossos achados, o aumento da HR foi descrito em diferentes
tipos de desmame (MOONS; LAUGHLIN; ZANELLA, 2005; ERBER, et al. 2012a; WULF,
et al. 2018).

No desmame de potros em baias individuais, Moons; Laughlin; Zanella (2005),
observaram um aumento significativo da frequéncia cardiaca (HR), em resposta ao estresse, no
dia do desmame (P <0,01). Eles observaram uma HR meédia de 86,57+ 1,05 batimentos
cardiacos por minuto (BPM), imediatamente ap6s o desmame. Este método proporcionou uma
maior HR em comparacdo ao presente estudo, no qual obteve HR média de 70,11+3,52 bpm
(grupo controle), 66,6+ 3,42 bpm (grupo sham) e 69,09+4,74 bpm (grupo acupuntura), na
analise dos primeiros cinco minutos pos desmame. Sugerindo que o desmame em baias
apresente maiores niveis de estresse em comparagdo ao desmame em piquetes.

No desmame de potros em grupos, alojados em piquetes, Erber et al. (2012a) avaliaram
trés métodos de desmame. Grupo 1: desmame abrupto sem a presen¢a de uma égua adulta.
Grupo 2: desmame abrupto, com a presenca de duas éguas adultas, porém sem parentesco.
Grupo 3: desmame consecutivo, retirando duas éguas por dia, durante trés dias. Eles observaram
um aumento da HR no grupo 1, em comparagéo aos demais grupos, no momento do desmame.
Sendo por eles atribuido a maior HR, a maior quantidade de andar neste grupo de animais.

O desmame de potros em grupo, sem a presenca de uma egua adulta, tambeém foi avaliado
por Wulf et al. (2018), que observaram um aumento na HR, com pico imediatamente apos a
remocao das éguas, continuando elevada dentro de quatro horas apds o desmame.

Na anélise da HRV, no dominio do tempo, Erber et al. (2012a), obtiveram uma diferenca
significativa no SDRR (SDNN), independentemente do grupo, estando o indice elevado no dia
12 em comparacdo ao 82 dia apos o desmame. Nos nossos achados 0 SDNN, apresentou aumento
nos primeiros momentos p6s desmame (5min e 25min), sendo significativa a reducéo a partir
do sétimo dia apos o desmame. Quanto a analise do RMSSD, Erber et al. (2012a), observaram
diferenca significativa no tempo e entre os grupos. No sexto dia foi observado maiores valores
de RMSSD no grupo 2 (desmame com égua adulta), em comparacéo ao oitavo. Entretanto Wulf
etal. (2018) ao avaliar em 0 RMSSD, néo encontraram diferenca significativa em nenhum fator
estudado, tal achado corrobora com os presentes resultados da pesquisa.
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O aumento do SDNN é esperado em situacdes de estresse, porém ndo pode se distinguir
se 0 aumento € devido ao aumento da modulagéo simpatica ou a retirada vagal (VON BORELL
et al., 2007). Enquanto que o valor do RMSSD aumenta conforme o incremento da ativacao
parassimpatica (VON BORELL et al., 2007). No presente estudo ndo houve diferenca
significativa no RMSSD, sugere-se portanto que o aumento do SDNN tenha sido por ativagdo
simpatica, ocasionado pelo estresse do desmame, independente dos tratamentos.

A razdo SDNN/RMSSD, demonstrou um aumento significativo nos primeiros 5 minutos
apos o desmame tal resultado também foi obtido na analise da razéo LF/HF. O SDNN/RMSSD,
neste experimento foi uma ferramenta eficaz na anélise da HRV de curta duracdo, conforme
sugerido por Sollers et al. (2007).

Quanto aos pardmetros de HRV no dominio da frequéncia, ndo foram encontradas as
analises em desmame de potros. O presente estudo apresentou aumento dos indices LF, HF e
LF/HF em fungéo do desmame, sendo independente dos grupos de tratamentos.

A acupuntura realizada no periodo pré-desmame ndo foi capaz de alterar nenhum
parametro da HRV. Porém Anderson et al. (2012), observaram uma reduc¢do na razdo LF/HF
em humanos saudaveis apds acupuntura. Em animais, a acupuntura realizada 20 minutos antes
da audicdo do som de trovao, proporcionou em cées da raca Beagle, uma redugédo da razdo
LF/HF, em comparacdo a animais ndo tratados e submetidos ao mesmo som (MACCARIELLO,
et al. 2018). Em equinos, a acupuntura realizada 20 minutos antes do sobressalto e também
anterior as corridas, apresentou uma reducao da razdo LF/HF, em comparacdo a animais nao
tratados. Nestes estudos, a acupuntura, realizada anteriormente, proporcionou um maior efeito
tranquilizante, devido A predominancia parassimpatica evidenciada pelos autores. No presente
experimento, a acupuntura foi realizada em quatro dias alternados, e a quarta sessdo foi
realizada no dia anterior ao desmame, talvez por esse motivo ndo foi observado o efeito
tranquilizante da acupuntura. Quicd o desmame seja um estimulo primitivo, as respostas a
separacao materna, provavelmente, estejam ligadas a fendmenos primarios, instintivos e que
poucos estimulos externos possam modificar as respostas geradas pela separagdo materna.

E necessario que as respostas fisiologicas sejam relacionadas ao comportamento do
animal, a fim de evidenciar que o evento foi estressante.

No presente estudo foram avaliados apenas 0s comportamentos ap0s o desmame, nao
sendo aferido o comportamento basal na presenca das maes. Os tempos pds desmame foram
avaliados entre si, e ndo houve diferenca entre os tratamentos (Controle, Sham, Acupuntura).
A acupuntura ndo alterou 0os comportamentos p6s desmame.

Na primeira hora, houve um aumento do comportamento de andar, permanecer em alerta,
investigar, lamber, relinchar, eliminar e diminuicdo da frequéncia de repouso em comparagéo
com a quinta e a 232 hora ap6s o desmame. As frequéncias dos comportamentos de cavar e 0
andamento de Marcha/cénter foram maiores na primeira hora em relacdo a 232 hora, sendo 0s
valores da 5% hora intermediarios. Ap6s 23 horas, observou-se um aumento da frequéncia de
alimentacdo em comparacdo com a quinta e a primeira hora apos o desmame. O aumento nas
tentativas de mamar foi evidenciado na 232 hora em comparagdo a primeira hora. Na 232 hora
0 potro estd mais tranquilo, com maiores tempos de repouso, e pastejo, porém ele sente a falta
do leite, como um alimento que faz parte da dieta, mesmo ndo sendo essencial para o seu
desenvolvimento, fato evidenciado pelo aumento da tentativa de mamar.

Né&o foram obtidas diferencas significativas no comportamento de agressao e de interacao
social no presente estudo. Entretanto Waters et al. (2002) observaram potros brigando e
relacionaram como um fato dos animais estarem formando um novo grupo. Neste estudo, a
hierarquia pode ser atribuida a égua adulta, sendo uma possivel explica¢do para a diminuicéo
deste comportamento. Nicol et al. (2005a) observaram que o comportamento antissocial
aumenta com a idade, ja Hoffman et al. (1995) dizem que é comum este comportamento em
potros desmamados em dupla por causa do estresse emocional sofrido por estes.
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Pelo fato dos animais se encontrarem em piquetes a interacdo social ndo foi tdo evidente
como em animais desmamados em baias. Garcia et al. (2010) observaram que 0s animais recém
estabulados buscavam contato com o animal vizinho de baias. Nicol et al. (2005b) observaram
potros de éguas submissas praticando e recebendo o comportamento de interacdo social, com
maior frequéncia em relacéo aos potros de éguas dominantes. Nicol et al. (2005a) observaram
que este comportamento também diminui com a idade.

No presente estudo, ndo houve a presenga do comportamento de deitar, em nenhum dos
momentos avaliados, sendo observada baixa incidéncia no decorrer do desmame. Spindola
(2013) também ndo obteve diferenca significativa neste comportamento. Nicol et al. (2005a)
observaram que estes comportamentos sdo mais frequentes e com duracdo maior na faixa de
dois meses, sendo que na fase de desmame, a partir de seis meses, estes comportamentos
tornam-se menos frequentes, corroborando com nossos achados. Moons; Laughlin; Zanella,
(2005), em seu estudo, observaram que 0s animais deitaram mais no periodo anterior ao
desmame, sendo esse comportamento reduzido ap6s o0 desmame.

Na primeira hora do desmame, foi evidenciado o aumento da locomogéo (andar, marcha
e /ou canter) dos potros, estando de acordo com outros achados (HOUPT; HINTZ 1983,
MCCALL et al. 1987; HOFFMAN et al. 1995; ERBER et al., 2012a; SPINDOLA, 2013).
Segundo MccCall et al. 1985, os potros passaram a maior parte do tempo caminhando e se
movendo apenas um pouco no modo de marcha e /ou canter ou galope, estando de acordo com
nossos resultados.

Ap0s 23 horas do desmame, observou-se uma diminui¢do da locomogdo, porém Spindola
(2013), utilizando o mesmo método de desmame do presente estudo com potros mangalarga
marchador, observou uma maior na frequéncia da locomo¢do um dia apds o desmame.
Entretanto, em seu estudo, a locomocdo ndo foi avaliada no momento imediatamente apds o
desmame, e também ndo foi relatado o comportamento basal dos potros, anteriormente ao
desmame.

O estudo de Moons; Laughlin; Zanella (2005) no desmame individual de animais em
baias, observaram que o0s animais do grupo Controle (que ndo tiveram separacao prévia da mée),
apresentaram maior tempo de locomogdo, no dia pds desmame, em comparagao aos momentos
basais. Nicol et al. (2005a), obtiveram dados de duracéo e frequéncia, préximos aos encontrados
para animais estabulados e também observaram que o tempo gasto com este comportamento
foi diminuindo com tempo p6s desmame. Segundo McGee e Smith (2004) potros desmamados
em grupos apresentam uma frequéncia menor deste comportamento do que animais
desmamados isoladamente. Erber et al. (2012a) observaram aumento da locomoc¢éo no dia do
desmame nos grupos A (desmame abrupto sem a presenca da égua adulta) e C (com retirada
gradual das maes), sendo obtidos menores valores no grupo B (desmame abrupto com a
presenca de uma égua adulta).

No presente estudo, o0 comportamento de alerta foi, altamente, significativo, sendo mais
elevado na primeira hora em comparacdo com as demais. Spindola (2013), apesar de suas
limitacdes observou um aumento do alerta no primeiro dia pds desmame, com diminuicéo do
comportamento apos sete dias de desmame. Nicol et al. (2005a) relataram que animais
alimentados com dieta rica em fibra passaram mais tempo ficando em alerta do que os animais
que foram alimentados com dieta rica em amido, em animais desmamados em baias. No
presente experimento, o maior valor do comportamento de alerta foi evidenciado na primeira
hora, antes da ingestdo de qualquer alimento, sendo sugerido que este aumento seja devido a
inseguranca do potro de estar em um local novo, sem a presenga da mée.

Na primeira hora do desmame, foi evidenciado o aumento do ato de investigar, em
comparacdo ao demais momentos p6s desmame. Spindola (2013), apesar de suas limitacdes,
observou um aumento do ato de investigar no primeiro dia pés desmame, com diminuicao do
comportamento apos sete dias de desmame Guirro et al. (2009) afirmam que um animal mais
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velho inspira confianga aos potros. Porém Nicol et al. (2005a), avaliando o desmame em
animais estabulados, observaram também que a duracdo deste comportamento fora diminuindo
no periodo pds desmame.

O local onde os potros foram desmamados ndo era de conhecimento prévio dos animais,
sendo conferido ao potro uma reacdo de novidade, além da auséncia da mée. Porém, é muito
comum na pratica do desmame, o local ser diferente. Tal fato tenta elucidar o aumento da
frequéncia de investigar, e ficar em alerta na primeira hora do desmame, em comparagéo as
demais.

O desmame abrupto em grupos em um local de conhecimento prévio dos potros foi
avaliado por Dubcova et al. (2015) e foi comparado com o desmame em um local desconhecido.
O desmame em local desconhecido proporcionou um aumento dos niveis de cortisol, sugerindo
ser um estimulo que acarrete maiores niveis de estresse, associando o estresse da novidade ao
estresse da separacdo do potro da égua. Porém, ndo foram avaliados os pardmetros
comportamentais deste estudo.

No presente estudo, foi estudado a eliminagdo, que engloba a defecacéo e urina, estando
estes elevados na primeira hora po6s desmane, ndo havendo diferenca entre os sexos. Tais
achados estdo de acordo com trabalhos de desmame em piquetes, sendo encontrado também
um aumento deste comportamento no periodo pés desmame (Erber et al, 2012a; Wulf et
al.,2018). Erber et al. (2012a) além do aumento da defecacdo no periodo do desmame, observou
um aumento o grupo C (desmame com retirada consecutiva de éguas), no primeiro dia apos o
desmame. E Wulf et al. (2018) observaram que machos defecam mais que as fémeas, nos
periodos iniciais do desmame.

Nicol et al. (2005a) observaram que potros desmamados em estibulo defecam mais e
apresentam o comportamento de andar e investigar com maior frequéncia, gastando menos
tempo para comer, que potros desmamados em piquetes. Eles consideraram que o desmame
em estabulo é mais estressante que em piquetes. Moons; Laughlin; Zanella (2005) estudando
animais estabulados em animais estabulados, também observaram o aumento da defecacédo
durante o desmame, em comparagdo aos momentos anteriores e posteriores.

Apos 23 horas do desmame, 0s comportamentos apresentados no primeiro dia diminuiram
significativamente, e observou-se uma maior tentativa de mamar, 0s potros apresentaram um
maior tempo em repouso, geralmente, proximo da égua madrinha, e aumentaram o tempo da
alimentacdo, demostrando estarem adaptados ao novo ambiente, sentindo-se seguros abaixar a
cabeca e se alimentarem.

Erber et al. (2012a) sugerem que o maior tempo de repouso, foi evidenciado no “grupo
B (desmame abrupto com a presenca de duas éguas madrinhas), nos dias subsequentes ao
desmame, sendo sugerido que tal comportamento pode ser induzido pela égua adulta. Para
Spindola (2013), o comportamento de ficar em descanso diminuiu com desmame, sendo
observado uma frequéncia elevada apenas primeiro dia pés desmame, sendo sugerido a relagcdo
com a apatia gerada pelo estresse. Concordando com estes dados, Nicol et al. (2005a)
observaram que a frequéncia deste comportamento diminui com a idade, € normal aumentar até
0s quatro meses e depois diminuir.

A maior tentativa de mamar foi evidenciada na 23% hora. N&o houve diferenca entre os
outros momentos. Nicol et al. (2005a) observaram que potros com quatro meses que receberam
dieta rica em fibra mamaram com uma frequéncia maior do que os alimentados com dieta rica
em amido. Também observaram que a frequéncia deste comportamento diminuiu com a idade,
Como a maior frequéncia foi no dia p6s desmame, este fato pode estar relacionado com a falta
da mée.

A duracdo do comportamento de pastejar foi aumentando conforme os dias apds o
desmame, fato também encontrado por Spindola et al. 2013. Nicol et al. (2005a), por outro lado,
estes observaram que quando a dieta é rica em fibra e 6leos, ha uma tendéncia dos potros em
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comer mais pasto quando comparados com animais que comiam dieta rica em amido. Hoffman
et al. (1995), observaram que potros desmamados em pares, apresentaram uma frequéncia
maior deste comportamento quando comparados com animais desmamados sozinhos. Também
observaram que potros passaram mais tempo se alimentando do que potras e animais que
receberam dieta com apenas pasto e feno passaram menos tempo pastando que animais que
receberam pasto, feno e concentrado. Dittrich et al. (2010) observaram que animais alimentados
exclusivamente com pasto destinaram maior tempo diario a alimentacdo quando comparados
com animais que se alimentavam de dietas com concentrado (50% e 100% das necessidades
nutricionais). Garcia et al. (2010) observaram que a maior frequéncia em seu estudo foi do
comportamento alimentacéo sem diferenca entre o sexo.

Hoffman et al. (1995) compararam o tempo p6s desmame e observaram que com o passar
dos dias o tempo gasto com a alimentacao foi aumentando, corroborando com os resultados do
presente estudo. O presente estudo concorda com os dados de McGreevy (2004), que apds a
adaptacdo do desmame, 0s animais apresentaram uma maior frequéncia de alimentacéo.

No desmame de piquetes fica também evidenciada a reducdo da alimentacdo no dia do
desmame (ERBER et al., 2012; WULF, et al. 2018), ndo havendo diferenca significativa entre
0s sexos (WULF, et al. 2018) corroborando com 0s nossos achados.

Em vida livre, o cavalo prioriza a seguranca, seguida por conforto e interacdes sociais
com os demais membros do grupo e, por fim, a alimentacdo, que € vista como uma
consequéncia de um local seguro onde o0 grupo optou por permanecer. Em um primeiro
momento, isto pode parecer estranho, mas fica evidente ao analisar que o cavalo s6 podera se
alimentar se permanecer vivo, ou seja, se estiver seguro de predadores (BIRD, 2004; CINTRA,
2011).

Naturalmente, os cavalos fazem parte de um grupo. Em sua evolugédo, a comunicacao foi
desenvolvida para expressao do individuo que precisa de outros integrantes do grupo para viver
bem e sobreviver aos desafios do ambiente. Os cavalos se comunicam muito bem por meio da
linguagem corporal, e assim, também recebem as informacdes de outros individuos da sua
convivéncia (como predadores e seres humanos). Cavalos mostram-se grandes, ativos e alertas,
por meio de uma postura avangada, pescoco e cabeca erguidos, movimentos das orelhas e dos
labios como forma de reacdo a diferentes estimulos do ambiente, podendo também realizar a
vocalizacdo para se comunicarem (BIRD, 2004; CINTRA, 2011).

O comportamento de vocalizacdo estava elevado na primeira hora ap6s o desmame, tais
achados também foram evidenciados no desmame em piquetes (ERBER et al., 2012a; WULF,
et al. 2018) e em baias (MOONS; LAUGHLIN; ZANELLA, 2005). Entretanto, Hoffman et al.
(1995) notaram que animais desmamados em pares gastam menos tempo com este
comportamento que 0s desmamados sozinhos. Quando estes potros recebem uma dieta s6 com
pasto e feno tendem a gastar mais tempo vocalizando que os animais que recebem feno, pasto
e concentrado. Comparando com o tempo pds desmame, observaram que com o passar dos dias
0 tempo gasto com vocalizacdo foi diminuindo. Concordando com este estudo, Nicol et al.
(2005b) também observaram que os potros de seu estudo gastaram pouco tempo vocalizando.
Outro fato é que, com a idade, este comportamento diminui (NICOL et al. 2005a). McGee e
Smith (2004) observaram que potros desmamados isolados vocalizam com maior frequéncia
do que potros desmamados acompanhados.

A vocalizacéo foi sugerida como um pardmetro adequado para determinagdo da ansiedade
em potros (HOUPT; HINTZ, 1984; MCCALL etal., 1985; HOFFMANN et al., 1995; APTER,;
HOUSEHOLDER, 1996). No presente estudo, a vocalizagao foi designada como relinchar, pois
0s animais emitiam som com intencdo de chamar a mée e ndo como sinal de dor, conforme
demonstrada no Capitulo I. O comportamento de relinchar era mais evidente na primeira hora
da separacdo das mées, em comparacao com o0s demais momentos posteriores ao desmame. Tal
fato sugere que os potros estavam tentando se comunicar com as mées. Segundo Lemasson et
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al., (2009) um relincho mais frequente apds o desmame, provavelmente, reflete as tentativas
dos potros de ficar em contato com suas maes. Sinais vocais sao usados para manter contato a
longa distancia, apds a separacdo entre os cavalos (LEMASSON et al., 2009).

No presente estudo, chamou atenc¢éo o ato de lamber, observado em alguns animais que
permanecerem lambendo o cocho sem haver alimento nele. O ato de lamber foi diminuido apos
23 horas do desmame. Neste caso, ndo foi considerado como uma estereotipia oral. O aumento
talvez esteja relacionado a curiosidade do potro diante a um objeto novo que, provavelmente,
continha odor de alimento, por ser um cocho usado para colocar o concentrado. As estereotipias
orais estdo, comumente, relacionadas com a dieta e restricdo do comportamento de pastejo. Em
estudo realizado por Waters et al. (2002) foi demonstrado que o desmame e o0 comportamento
da mée tém influéncia no desenvolvimento de aerofagia, principalmente, quando o desmame é
realizado em baia ou em estabulo. Potros de éguas dominantes tém uma incidéncia maior de
problemas comportamentais, quando comparados com potros de éguas com comportamento
mais submisso e 74% dos potros que desenvolveram aerofagia, antes apresentaram o habito de
roer madeira.

O ato de cavar estava aumentado na primeira hora em comparacdo as demais, tal achado
também foi descrito em cavalos estabulados (MOONS; LAUGHLIN; ZANELLA, 2005), com
a reducdo acentuada deste ato, ndo sendo evidenciada como uma estereotipia locomotora.

Sugere-se que 0 processo de desmame com uma égua familiar seja eficaz para redugéo
do estresse no periodo de desmame, corroborando com os achados de Erber et al. (2012a) que
concluiram que potros desmamados simultaneamente em grupos, com a presenca de duas éguas
que ja& conheciam desde o nascimento apresentavam uma menor resposta de estresse ao
desmame, em comparagao com potros desmamados em grupos sem a presenca de égua ou com
a remocao gradual de duas éguas por dia, até permanecerem sozinhos.

HENRY et al. (2012) chegaram a mesma conclusdo sobre a presenca de éguas adultas no
periodo pos desmame, sendo a presenca das éguas um fator atenuante do estresse. Em seus
estudos, o grupo de potros desmamados sem a presenca de cavalos adultos apresentaram
elevados parametros de estresse, com aumento do cortisol salivar, do relinchar, e da
agressividade e a presenca de comportamentos anormais.

Em suma, é de extrema importancia a busca continua de novas formas de minimizacao
do estresse. O conhecimento sobre a fisiologia e 0 comportamento dos potros desmamados,
descritos neste trabalho, sdo ferramentas importantes para o desenvolvimento de novas
estratégias de manejo, que proporcionardo uma grande melhoria no bem-estar animal.
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4.9 Conclusodes

O desmame, abrupto em potros com a presenca de uma égua adulta, induziu
respostas autonémicas na HRV, e resposta comportamentais, indicativas de
estresse nos trés tratamentos (Controle, Sham, Acupuntura).

Os indices de HRV estudados evidenciaram aumento da HR, LF, LF/HF, SDNN,
SDNN/RMSSD e diminuicdo do HF nos primeiros momentos do desmame,
sugerindo uma ativagao simpatica, com elevacdo dos niveis de estresse.

Na analise comportamental foi evidenciado um aumento nos comportamentos
indicativos de estresse, como permanecer em alerta, andar, investigar, lamber,
relinchar, eliminar e uma diminuicdo da frequéncia de repouso e do pastejo,
durante a primeira hora do desmame em relacdo aos demais momentos.

O tratamento com quatro sessdes de acupuntura, com intervalo de um dia (nos
pontos:VG16, B49, B23, B52, Bai Hui, VG1), realizada no periodo anterior ao
desmame ndo foi capaz de reduzir o estresse do mesmo em nenhum dos
parametros avaliados.

As principais alteracdes fisiologicas e comportamentais ocorreram entre 0
momento inicial do desmame e a 242 hora ap6s 0 mesmo, devendo ser considerado
este 0 periodo que demanda uma maior atencdo ao potro desmamado, a fim de
reduzir os riscos de doencas e acidentes.
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5. CONCLUSOES GERAIS

A marcagdo, tanto a fogo como a nitrogénio, e o desmame foram capazes de
promover alteracdes indicativas de estresse, estas representadas por alteracdes nos
parametros fisiol6gicos e comportamentais dos potros.

A marcacdo com nitrogénio promoveu menores niveis de estresse durante o ato
de marcar, quando comparada a marcagéo a fogo, porém nao as duas nao diferiram
quanto a nitidez final ao 7° més, entretanto a marcacao a nitrogénio foi melhor no
aspecto de nao proporcionar feridas abertas.

No desmame as principais alteragdes fisiologicas e comportamentais ocorreram
entre 0 momento inicial da separacdo mae-potro e a 242 hora ap6s, devendo ser
considerado este o periodo que demanda uma maior atencdo ao potro desmamado,
a fim de reduzir os riscos de doencas e acidentes.

A acupuntura realizada no periodo anterior ao desmame néo foi capaz de reduzir
0 estresse da separacao, entre o potro e a égua, em nenhum dos parametros
avaliados. Sugere-se novos estudos com a aplicacdo da acupuntura no periodo
pos-desmame.

O conhecimento sobre os parametros fisioldgicos e comportamentais dos potros
submetidos aos manejos de marcagdo e desmame, que constituem uma das
praticas agropecudrias, é de suma importancia para manutencdo do bem-estar
animal. Porém a maior relevancia estd na divulgacdo desses resultados aos
produtores, a fim de proporcionar melhores indices de qualidade de vida em seus
animais.
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ANEXO A

UFRRJ Comissio de Etica no C#"E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  |J #% A

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Comparacao das respostas de estresse de marcacao a guente versus marcacao a frio em
potros do setor de Equinos da UFRR)", protocolada sob o CEUA n® 2640020517, sob a responsabilidade de Magda Alves de
Medeiros e eguipe; Tatianne Leme Oliveira Santos Godoi - gque envolve a produgde, manutencao efou utilizacao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata {exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentacdo Animal (COMCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Institute de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeire (CEUA/UFRR]) na reunido de 22/0872017.

We certify that the proposal "Comparison of the stress responses induced by hot marking versus cold marking in foals of the
eqguines sector of UFRR]", utilizing 36 Equines {males and famales), protocol number CEUA 2640020517, under the responsibility of
Magda Alves de Medeiros and team; Tatianne Leme Qliveira Santos Godoi - which involves the production, maintenance andfor
use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata {(except human beings), for scientific research purposes
or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio de Janeiro (CEUA/UFRR]) in the meeting of 08/22/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 07/2017 a 06/2020 Area: Ciéncias Fisioldgicas
Origem: Néo aplicavel biokério

Espécie: Egquidecs sexo: Machos e Fémeas idade: 20a28semanas N: 36
Linhagem: Mangalarga Machador e mesticos Peso: 100 a 280 kg

Resumo: Marcar cavales com sinais permanentes ainda € uma rotina de muitos criatérics e associacbes no Brasil. Estas marcagdes
530 utilizadas com propdsitos de identificagdo, seja da propriedade ou da associacao na gual pertenca o animal, ou em programas
genéticos de melhoramento, em controle de doencas, ou por diversos outros propdsitos. Essa identificagdo tem sido feita
tradicionalmente com ferro quente e com simbolos especificos. Porém tem sido amplamente divulgada a marcagao a frio, com
nitrogénio liquido, como um método que gera menos dor e consequentemente colabore com o bem estar do animal. Mais
recentemente tem sido utilizada a identificacdo por microchip. Sendo assim tradicionalmente ainda se utiliza a marcagio & quente,
juntamente com o use do microchip. Os animais do criatério de Equinos da UFRR) sdo tradicionalmente sdo marcados ferro
candente. Frequentemente sio notados a fermacdo de feridas e o aparecimento de milases no local. Com o objetive de
compararmas qual tipo de marcacao (a quente ou a frio) induz menores niveis de estresse @ melhor qualidade de marcagao, iremos
avaliar os parametros fisioldgicos antes, durante @ apds a marcacdo com nitrogénio liquide e com ferro candente nos potros do
criatdrio de Equinos da UFRR). Nosso projeto prevé a utilizagdo dos potros do criatdrio de Equinos da UFRR), e a avaliacdo de
parametros autonémicos como a Variabilidade do intervalo cardiace, enddcrinos como o Cortisol Sérico, comportamentais e a
avaliacdo da cicatrizagao da ferida. Desta forma, cbjetivando o bem estar animal e considerande a necessidade de identificagao
dos animais o presente projeto pode sugerir formas de marcagdo menos dolorosas e estressantes para os animais.

Local do experimento: Setor de Eguinocultura da UFRR]

Seropédica, 22 de agosto de 2017

Folie B Scot T B

Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Prof. Dr. Jonimar Pereira Paiva
Coordenader da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de  Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro Janeiro

BR 455, Km 7 Campus da UFRF] - Seropédica - Rio de [aneiro « CEP: 23.890.000 - tel: &5 [21) 26823041 [ fax: -
Hordrio de atendimento: 2¥ a 89 das B s 17h : e-mail: ceusba@ufrm.br
CELIA M 2840020517
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ANEXO B

UFRRJ Comissdo de Eticano CY'E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  J ca A

CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada "Efeito da acupuntura nas repostas de estresse induzidas pelo desmame abrupto em potros
da UFRR).", protocolada sob o CEUA n2 9316020517, sob a responsabilidade de Magda Alves de Medeiros e equipe; Tatianne
Leme Oliveira Santos Godoi - que envolve a producdo, manutengao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Instituto de
Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ) na reunido de 22/08/2017.

We certify that the proposal "Effect of acupuncture on stress responses induced by abrupt weaning in UFRR] foals.", utilizing 42
Equines {males and females), protocol number CEUA 9316020517, under the responsibility of Magda Alves de Medeiros and
team; Tatianne Leme Oliveira Santos Godoi - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purpoeses or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Veterinary Institute
of Rural Federal University of Rio de Janeiro (CEUA/UFRR]) in the meeting of 08/22/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 07/2017 a 06/2021 Area: Ciéncias Fisiol6gicas

Origem: Nao aplicavel biotério

Espécie:  Equideos sexo: Machos e Fémeas idade: 24 a32semanas N: 42
Linhagem: Mangalarga Machador e mestigos Peso: 100 a 300 kg

Resumo: O desmame dos equinos é um processo gue gera um estresse fisico e psicolégico. Este processo representa ao potro, um
afastamento materno, mudancas na alimentacdo com a privacao do leite materno, alteracdo de ambiente e manejo, ocasionando
ao mesmo muitas situagdes novas as guais os potros devem se adaptar. O desmame, se ndo for bem conduzido, pode gerar uma
queda de imunidade tornando o animal mais susceptivel a doencas e infecgdes. A acupuntura tem sido uma ferramenta da
medicina complementar muito utilizada na reducdo de estresse. A acupuntura baseia-se no principio de manter ou recuperar a
homeostase. Este procedimento visa a prevencdo e cura das enfermidades pela aplicacao de estimulos através da pele, com a
insercao de agulhas em pontos especificos chamados acupontos. O presente estudo tem por finalidade reduzir este primeiro
grande estresse e ajudar na implementacao do bem-estar nos potros da UFRR], recém-desmamados, com idades variando de 24 a
32 semanas. Antecedendo o desmame serdo realizadas sessdes de acupuntura em dias alternados, iniciando sete dias antes. Os
animais serao divididos em trés grupos de tratamentos, com a média catorze animais em cada grupo. Os grupos serdo: grupo 1
(Controle), os animais permanecerdo por 20 minutos sem qualgquer manipulagao; grupo 2 (Acupuntura falsa), os animais receberao
agulhas de metal 0.30x40 mm da marca Dongbang, com a profundidade de 0,2 ¢cm, localizados a uma distancia de 2 cm dos
pontos VG16, B49, B23, B52, Bai Hui, VG1 nao sendo coincidentes com outros pontos de acupuntura; grupo 3 (Acupuntura), os
animais receberdo agulhas de metal 0.30x40 mm, marca Dongbang com a profundidade de 0,2 cm nos pontos VG16, B49, B23,
B52, Bai Hui, VG1. No presente estudo todos os integrantes dos grupos serao avaliados quanto a variabilidade da frequéncia
cardiaca, cortisol sérico e fecal, perfil plasmatico das citocinas (IFN-?, TNF-7 e IL-10). Os resultados seréo correlacionados a analise
dos videos do comportamento dos potros gue apds desmamados de forma abrupta, seréo condicionados e mantidoes em pigquete
coletivo. As coletas de sangue, fezes e afericdo da variabilidade da frequéncia cardiaca serdo realizadas dentro do intervalo de 22
dias.

Local do experimento: Setor de equinocultura- - Fazenda da UFRR]

Seropédica, 22 de agosto de 2017

BR 463, Km T § Campus da UFRR] - Seropédica - Rio de Janeiro - CEP; 23.890-000 - tel: 55 (21) 2682-3051  fax: -
Hordrio de atendimento: 22 a 68 das 8 4s 17h : e-mail: cevaiv@ufrribr
CEUA N 9316020517
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Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Prof. Dr. Jonimar Pereira Paiva
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro Janeiro

BR 465, Km 7 / Campus da UFRR| - Seropédica - Rio de Janeiro - CEP: 23.890-000 - tel: 55 (21) 2682-3051 / fax: -
Hordrio de atendimento: 22 a 62 das B as 17h : e-mail: cevaiv@ufrrj.br
CEUA N 9316020517
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