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Resumo

A disciplina de resisténcia equestre tem apresentado uma crescente adesdo e rapida
evolugdo. E importante criar um suporte cientifico capaz de acompanhar esta evolugio e
de encontrar novos métodos que complementem a avaliagdo médico-veterinaria
existente. Este estudo pretendeu avaliar a utilidade do doseamento de cortisol salivar

como indicador objetivo de stress e de performance durante provas de 40 e 80 Km.

Realizou-se a colheita de saliva com Salivette®Sarstedt, inserindo o algodao na boca do
cavalo com a ajuda de uma pinga hemostatica. As amostras foram colhidas em casa, na
inspecdo pré-raide e apds cada grelha médico-veterindria, tendo sido mantidas em
refrigeracdo até a centrifugacdo e armazenadas a -20°C até a determinacdo dos niveis de
cortisol por ELISA. Observaram-se diferencas significativas entre os niveis de cortisol
salivar e os varios momentos em que foram feitas as colheitas de saliva. Concluiu-se
que hd uma elevada variabilidade individual e portanto sdo necessarias amostras
maiores para estabelecer mais associagdes entre o cortisol, caracteristicas individuais

dos cavalos, parametros fisiologicos e de performance.

Palavras-chave: cortisol, stress, performance, resisténcia equestre.
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Abstract

Salivary cortisol determination in equestrian endurance events: stress versus
performance

The endurance has had a growing membership and quick evolution as an independent
discipline. It is important to create a scientific support able to follow this development
and to find new methods that complement the existent medical evaluation. This study is
aimed to evaluate the usefulness of the salivary cortisol assay as an objective indicator
of stress and performance along 40 and 80 Km endurance competitions. We have
conducted a saliva samples collection with Salivette®Sarstedt by inserting the cotton in
the horse's mouth with the help of a hemostat. Samples were taken at home, in the pre-
inspection and after each vet gate, having been kept refrigerated until centrifugation and
stored at -20°C until determination of cortisol levels by ELISA. Significant differences
were observed among salivary cortisol levels and the various moments when saliva
collections were made. It was concluded that there is a high individual variability and
therefore larger samples are needed to establish more associations between cortisol,

individual characteristics of horses, physiological parameters and performance.

Keywords: cortisol, stress, performance, endurance.
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I. Introducao

A performance desportiva ¢ o reflexo da atividade coordenada de varios sistemas do
organismo, incluindo o musculo-esquelético, cardiovascular, respiratério, nervoso,
endocrino, renal, hepatico e digestivo. Um animal cujo bem-estar seja preservado
tem maior capacidade de se manter em equilibrio dindmico com o ambiente. Pelo
contrario, uma interrupcdo da homeostase (stress) pode resultar em diminui¢cdo do
rendimento desportivo ou até mesmo em doenga (Peeters, 2012). Atribui-se a
designacdo perda de performance aos cavalos que sofrem uma diminui¢do do nivel
de desempenho, ou que sdo incapazes de progredir para o nivel esperado com base
nas suas caracteristicas fisicas, potencial genético e treino realizado (Couetil, 2009).
A resisténcia equestre ¢ uma competicdo contra-reldgio que testa a resisténcia e a
velocidade dos cavalos em percursos de longa distdncia com diferentes tipos de solo
e condicdes climaticas (FEI, 2014a). Esta disciplina tem apresentado uma crescente
adesdo e rapida evolucdo (Coombs & Fisher, 2012). Uma vez que os resultados
desportivos ndo sdo apenas o reflexo do desempenho durante a prova mas também
de todo um trabalho realizado antes da mesma, para acompanhar a evolugdo desta
disciplina é necessario um contributo significativo da investigacdo cientifica, quer
para técnicas de treino e métodos de avaliacdo preventiva, quer em prova,
oferecendo métodos complementares para melhorar a avaliagdo médico-veterinaria
(Nagy et al., 2012). Portanto serd de comum interesse para todos os envolvidos no
desporto equestre o desenvolvimento de mais técnicas que permitam testar a aptidao
dos cavalos para a competi¢do e identificar precocemente aqueles que tenham
resisténcia inferior ou limitagdes fisicas, no sentido de adaptar o treino e ndo
comprometer desde logo a sua vida desportiva. A existéncia de mais testes que
possam integrar procedimentos de rotina ao longo dos programas de treino para
monitorizar a melhoria ou deterioragdo da condi¢do desportiva, por comparagao
entre analises consecutivas, também podem possibilitar a melhoria dos planos de
treino para maximizar performances, reduzir a incidéncia de lesdes e melhorar os
resultados desportivos em concordancia com o bem-estar do cavalo (Evans et al.,

20006).



No que diz respeito a resisténcia equestre, a avaliacdo médico-veterinaria merece
destaque pois ¢ a disciplina com maior acompanhamento veterinario ao longo de
cada competi¢do. As avaliagdes realizadas durante as provas de resisténcia sdo
subjetivas e tém-se mostrado ineficazes face ao desenvolvimento exponencial da
modalidade, sobretudo pelas velocidades praticadas atualmente, com um aumento
significativo de relatos de morbilidade, pondo em risco a funcionalidade ou mesmo
a vida dos cavalos. Assim, torna-se imperativo criar um suporte cientifico capaz de
acompanhar esta evolugdo (Coombs & Fisher, 2012). No futuro, em conjunto com o
exame clinico, a utilizacdo de métodos objetivos ndo invasivos podera ajudar os
médicos-veterinarios oficiais das provas a identificar mais precocemente cavalos em
risco e fundamentar a elimina¢do destes das provas. Por outro lado, um método
objetivo ndo invasivo capaz de inferir sobre a performance dos cavalos e a sua
evolucdo também pode ser uma ferramenta de interesse e de facil acesso para
proprietarios e treinadores que pretendam avaliar os seus cavalos no processo de
treino.

O cortisol ¢ um glucocorticoide que tem sido utilizado como uma medida objetiva
para a caraterizagdo do stress em pessoas e animais em situagdes adversas e
ultimamente em cavalos sujeitos a atividade fisica (Peeters et al., 2013). Este tem
sido mensurado no sangue, saliva, urina, fezes e pélos (Kaushik et al., 2014). A
saliva representa o meio a partir do qual € possivel a sua mensuragdo por um método
ndo invasivo, simples, pratico e cujo método de recolha ¢, geralmente, bem aceite
pelos cavalos (Peeters et al., 2011). Assim, a colheita de saliva para determinagao de
cortisol ¢ wuma técnica promissora para utilizacdo durante provas onde
tradicionalmente ndo sdo permitidos métodos invasivos e onde ¢ imperativo a
utilizacdo de métodos rapidos e eficazes que auxiliem na avaliagcdo do cavalo em
exercicio e dos fatores ambientais inerentes as competicdes (Peeters et al., 2013).
Com a presente dissertacdo procurou-se estudar as variagdes na concentracdo de
cortisol salivar e a sua possivel utilidade como indicador objetivo de stress ou de
performance em cavalos antes, durante e apds provas de resisténcia equestre. Numa
primeira parte apresenta-se uma revisdo bibliografica centrada nas especificidades
da disciplina em questdo, na fisiologia do cavalo em exercicio, na problematica do

bem-estar ¢ do stress e no metabolismo neuroendocrino, destacando as



particularidades do cortisol e as possiveis técnicas para a sua determinacdo. Na
segunda parte apresenta-se um trabalho experimental desenvolvido durante duas
provas de resisténcia com o fim de estabelecer associacdes entre as informagdes
obtidas a partir das avaliagdes médico-veterindrias, caracteristicas individuais,
condi¢des ambientais, cronometragem e performance desportiva.

O objetivo geral deste estudo ¢ avaliar a utilidade do doseamento de cortisol salivar
como indicador objetivo de stress e de performance durante dois concursos de
resisténcia equestre.

Este trabalho foi desenvolvido durante o estagio curricular realizado na area Clinica
de Equinos, na Equimuralha - Medicina Veterindria de Equinos, setor do Hospital
Veterinario Muralha de Evora, com a orientagio externa da Dra. Monica Mira e a
orientacdo interna da Doutora Elisa Bettencourt. Este estagio decorreu entre 3 de
Fevereiro e 5 de Julho de 2014, sendo a equipa clinica da Equimuralha constituida
pela Dra. Moénica Mira e pelo Dr. Tomé Fino. Durante este periodo foram
acompanhadas atividades de clinica ambulatéria de equinos o que permitiu contatar
com os varios passos do exame clinico e meios complementares de diagndstico
utilizados nesta espécie, possibilitando a aquisi¢do de competéncias praticas e

autonomia na area de clinica.



II. Revisao Bibliografica

2.1. Resisténcia equestre

A resisténcia equestre ¢ uma disciplina equestre onde a resisténcia e a velocidade dos
cavalos s3o avaliadas em percursos de longa distdncia num itinerario pré-determinado,
com ou sem obstaculos naturais, testando a capacidade do cavaleiro para gerir o esforco
do seu cavalo com seguranga. E uma competi¢io contra-relégio, em que o conjunto
cavalo-cavaleiro (Fig.1) que termina o percurso em menos tempo ¢ classificado como
vencedor da competicdo apds completar com sucesso a inspe¢do médico-veterinaria
final. Terdo que realizar o controlo de doping, bem como outros protocolos pela

seguran¢a do cavalo e do cavaleiro sob as regras do regulamento geral da Federacao

Equestre Portuguesa (FEP) ou do regulamento da Federacdo Equestre Internacional

(FEI) (FEP, 2014a).

A resisténcia equestre destaca-se de
outras disciplinas equestres porque
cada evento ¢ Unico, ja que se realiza
em diferentes terrenos e sob diversas
condi¢des climatéricas. Esta disciplina
representa um enorme desafio para o
cavaleiro, que s6 sera bem sucedido se
possuir um profundo conhecimento

das capacidades do seu cavalo e

sensibilidade para decidir efetivamente

Fig. 1: Cavaleira holandesa nos jogos que ritmo deve seguir nos diferentes
equestres mundiais (fotografia de Sindy ) )
tipos de terreno, pois no final da prova
Thomas).

a condi¢ao fisica e o estado de saude
do cavalo ¢ condig@o necessaria para aprovagdo na inspecao veterinaria e classificacao
na prova.

Os intervenientes numa competicdo de resisténcia equestre sdo os membros da

organizagdo, cavaleiros, equipas de apoio, comissdo veterindria, veterindrio de



tratamentos, equipa de controlo anti-doping, delegado técnico, juizes e comissarios
(FEL, 2014h).

Existem dois tipos de prova, os raides de velocidade controlada, com velocidade
obrigatdria compreendida entre os 8 e os 16 Km/h, e os raides de velocidade livre, que
ttm uma velocidade minima de 12 Km/h. Os raides de velocidade controlada
compreendem os Concursos de Endurance Regionais (CER) e os Concursos de
Endurance de Promocdo (CEP). Os raides de velocidade livre podem realizar-se apenas
num dia, sendo estes os Concursos de Endurance Nacionais (CEN), que de acordo com
o grau de dificuldade se dividem em CEN de 1, 2 ou 3 estrelas (CEN 1* de 80 a 119
Km, CEN 2* de 120 a 139 Km, CEN 3* de 140 a 160 Km), ou podem realizar-se em
dois ou mais dias (CEN 2* de 70 a 89 Km por dia em dois dias, CEN 3* de 90 a 100
Km por dia em dois dias ¢ 70 a 80 Km por dia em 3 dias ou mais) (FEP, 2014b).

Para a realizag¢do das diferentes provas, os cavalos t€ém que cumprir varios requisitos no
que diz respeito a idade, a periodos de repouso e ao seguimento criterioso de fases de
qualificacdo. Assim, a elegibilidade dos cavalos varia de acordo com o tipo de prova.
Para um CER 20 Km o cavalo tem de ter pelo menos 4 anos de idade, para um CEP tem
de ter pelo menos 5 anos, para CEN 1* e 2* tem de ter pelo menos 6 anos e para CEN
3* tem de ter pelo menos 7 anos. Consoante a distancia percorrida existem periodos de
descanso obrigatorios, variando entre 5 e 33 dias de repouso obrigatorio. Se o cavalo for
eliminado por razdes metabolicas este periodo pode prolongar-se até 90 dias. O
processo de qualificagdo exige que cada cavalo complete com sucesso pelo menos dois
CEP com distancia minima de 40 km e maxima de 60 km e dois CEP com distancia
minima de 80 km, pela ordem referida (FEP, 2014c). Para poderem progredir para um
CEI 1%, toda esta fase de qualificacdo deve ser realizada num periodo maximo de 24
meses ¢ minimo de 12 meses (FEI, 2014¢).

Todas as provas estdo divididas em fases, que devem ter entre 20 ¢ 40 Km (FEP, 2014a)
e estar identificadas por bandeirolas, fitas, ou placas com diferentes cores (FEI, 2014b).
A cada 10-15 km existem pontos de apoio, que sdo locais pré-estabelecidos pela
organizac¢do ¢ indicados num road book, onde se pode molhar o cavalo e oferecer-lhe
agua para beber (FEI, 2014c). No final de cada fase os cavaleiros desaparelham os
cavalos e molham-nos ativamente com agua fresca com o objetivo de diminuir a

temperatura corporal o mais rapidamente possivel, e conseguir assim, a reducdo da



frequéncia cardiaca até um valor igual ou inferior a sessenta e quatro batimentos por
minuto. Quando tal ¢ conseguido, os cavalos dao entrada na grelha médico-veterinaria,
0 crondmetro para, e sdo sujeitos a uma inspe¢ao veterinaria obrigatoria (FEI, 2014g).
Todas as provas apresentam um exigente controlo médico-veterinario com vista a
salvaguardar a saude e o bem-estar do cavalo durante a competicao. Os exames médico-
veterindrios decorrem na grelha médico-veterinaria, sendo esta uma zona demarcada
com 3 a 5 linhas de trote, com um comprimento de pelo menos 40 metros. A inspecao
pré-raide, ocorre logo ap6s a chegada do cavalo ao local da prova e tem como objetivos
verificar a identidade dos cavalos (resenho e microchip) assim como o seu estado de
saude (estado vacinal e exame fisico). Os mesmos exames médico-veterinarios ocorrem
no final de cada fase até 20 minutos ap6s a chegada, ou 30 minutos caso seja o final da
ultima fase (FEIL, 2014h).

A avaliagdo médico-veterinaria (Fig. 2) incide sobre a frequéncia cardiaca sendo esta
analisada através do indice de recuperagdo cardiaca (IRC), pelo que a frequéncia
cardiaca ¢ medida quando o cavalo entra na grelha médico-veterinaria e novamente um
minuto ap6s essa medi¢do. O IRC pode ser um indicador de desgaste fisico preocupante
sempre que o aumento for superior a quatro batimentos por minuto (Ridgeway, 1994).
Outros parametros incluidos na avaliagdo médico-veterinaria sdo a frequéncia
respiratdria, o tempo de replecdo capilar, as mucosas e o tempo de retragdo da prega
cutanea, a motilidade intestinal, a simetria e amplitude dos andamentos (trote), o tonus
muscular, a sensibilidade de dorso, a presenca de feridas e laceragdes (Barnes et al.,
2010), observacdo do estado dos membros e a ferracdo (FEI, 2014h). A tabela 1
demonstra as escalas determinadas pela FEI para os diferentes pardmetros de avaliagao
médico-veterinaria. Os registos sdo feitos no verbete médico-veterinario (Fig. 3),

documento que acompanha o cavaleiro durante toda a prova (Fielding et al., 2011).



Tabela 1: Guia de avaliagdo dos parametros médico-veterinarios em provas de

resisténcia equestre (FEI, 2014).

Parametro Escala Caracterizacao

A- frequéncia e ritmo normais

B- ritmo variavel, com aumento da frequéncia
A-D C- arritmia pronunciada, presenca de sopros -

Eliminagao?

D- taquicardia ou bradicardia - eliminacao

Frequéncia
cardiaca

1- inferior a 1 segundo
2- entre 1 a 2 segundos
3- entre 2 a 3 segundos - eliminag¢ao?
4- superior a 3 segundos - eliminacao

Tempo de
replegdo 1-4
capilar

A- rosadas e himidas

B- ligeiramente congestionadas e secas
Mucosas A-D C- congestionadas, palidas e secas - eliminagao?
D- parametro critico para a avaliagao de estado
metabolico - eliminagao!

Tempo de 1- inferior a 1 segundo
retragdo da 1.4 2- entre 1 a 2 segundos
prega 3- entre 3 a 4 segundos
cutanea 4- superior a 4 segundos
A- normal e ativo
Motilidade A-D B- ligeiramente diminuida ({})
intestinal C- marcadamente diminuida ({{})

D- ausente - eliminagdo

A- maleavel, elastico, fluido

B- firme, com fasciculagdes ¢ alteracao do ténus -
A-C eliminagdo

C- apertado, flacido, com contragdes musculares,

Tonus

muscular

inchado - eliminagao
Garrote, A- sem dor e sem lesdes
dorso, A-C B- sensibilidade - eliminagao?
cilhadouro C- dor marcada
A- com vontade, forte, normal
Andamento/ B- com relutancia, cansado, com claudicacao
impulsdo/ A-C inconsistente - eliminacao?
claudicagao C- sem vontade, com claudicacdo persistente -
eliminagao



Fig. 2: Avaliagdo médico-veterindria: A - trote; B - frequéncia cardiaca; C -
motilidade intestinal; D - tempo de retracdo da prega cutanea; E - tempo de replegdo
capilar e mucosas; F - mucosas; (fotografias originais).
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Fig. 3: Verbete médico-veterinario (FEI, 2014).

Um cavalo com alteragdes metabolicas, com desigualdade ao nivel do sistema
locomotor, ou outra condi¢do que comprometa o seu bem-estar, ndo estd apto para
prosseguir e ¢ eliminado da competicdo (Nagy et al., 2012). Caso a eliminagdo seja
devida a alteragdes metabolicas significativas, o cavalo serd encaminhado para as boxes

de tratamento, onde encontrard o médico-veterinario de tratamentos. Um cavalo apto



para prosseguir cumpre o descanso obrigatorio (30, 40 ou 50 minutos de acordo com a
distancia e fase que esta a realizar), durante o qual lhe ¢ fornecido alimento, feito gelo
nos membros e massagens, administrados eletrdlitos, entre outros procedimentos. O
tempo de saida ¢ igual ao tempo de entrada na grelha médico-veterinaria mais o tempo
de paragem obrigatoria (FEI, 2014d).

Em qualquer momento da competi¢do, o médico-veterinario pode exigir uma segunda
observagdo do cavalo, pelo que ap6s o descanso este deverd ser apresentado na grelha
médico-veterindria em regime de reinspecgdo. As reinspecgdes obrigatorias sdo
estabelecidas pelo comité médico-veterinario, normalmente no dia anterior a prova,
sendo que comummente se realizam no final da penultima etapa em raides de 2** e no
final da antepenultima e penultima etapas em raides de 3*** ndo devendo a
apresentacao dos cavalos ocorrer mais do que 15 minutos antes do seu tempo de partida.
No final do raid, o cronémetro para quando o cavalo passa a meta e este tem até¢ 30
minutos para ser apresentado na grelha médico-veterindria, onde a decisdo sera tomada
de acordo com um painel de votagdo constituido por trés médicos veterinarios que
votam secretamente e de forma independente, sendo a decisdo final o resultado da

maioria dos votantes (FEI, 2014h).

2.1.1. Origem e evolucio da prova de resisténcia equestre

A prova de resisténcia equestre tem raizes militares com origem nos Estados Unidos e
resultou da necessidade de testar a capacidade dos cavalos para percorrer longas
distancias com cargas pesadas (Sena, 2007). Tornou-se uma disciplina equestre de
competicdo na década de 1950, quando Wendell Robie tracou a rota Pony Express de
Nevada para a California, que deu origem a Tevis Cup Ride, uma das provas de
resisténcia mais importantes até hoje (Virginie, 2013). Na década de 1960 foi
introduzida na Europa, sendo reconhecida como uma das disciplinas FEI desde 1982
(Parot, 2011). E uma modalidade relativamente recente com popularidade crescente,
encontrando-se em 2° lugar apés os concursos de obstaculos (Nagy et al., 2013), tal
como ¢ possivel verificar através do grafico 1 construido com base nos registos
histéricos da FEI. Esta modalidade apresenta uma crescente e rapida evolucdo, com

aumento do numero de paises participantes em cerca de 50% e do numero de eventos



FEIL Os valores registados revelam que o nimero de provas de resisténcia equestre FEI
sofreu um aumento de 300%, com mais de 900 provas por ano € que o niumero de
cavaleiros registados na FEI em 2009 foi 2661 e em 2014 ultrapassou os 6000; quanto
ao numero de cavalos inscritos na modalidade registam-se mais de 10 000 (FEIL, 2014;j).
No que diz respeito as velocidades médias praticadas estas sofreram grandes alteragdes
e os recordes tém sido continuamente ultrapassados; se em 2008 a velocidade média era
17 Km/h, atualmente registam-se velocidades médias proximas de 30 Km/h em
competi¢des de 120 e de 160 Km (participantes dos Emirados Arabes Unidos), com
cavalos a galopar a mais de 35 km/h no final da tltima etapa, que muitas vezes ¢ de 15-
20 Km (Nagy et al., 2012).

Os principais eventos FEI de resisténcia equestre sdo: FEI World Equestrian Games,
que ocorrem a cada quatro anos; FEI World Endurance Championships, realizada nos

anos de Jogos Olimpicos; e FEI European Endurance Championships, que ocorrem

bianualmente.
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Grafico 1: Evolucao do nimero de participantes por disciplina equestre nos World
Equestrian Games (adaptado de FEI, 2014).

No final da década de 1990, os paises arabes aderiram a esta disciplina, e em 2002 ja se
faziam representar nos FEI World Equestrian Games, onde um dos filhos do Sheikh

Mohammed (Emirados Arabes Unidos) conquistou a medalha de Ouro a titulo
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individual (Emirates Equestrian Federation, 2014). Assim, o Médio Oriente ganhou
destaque e tornou-se responsavel pelo movimento de elevadas quantias monetérias
devido a patrocinios, treino, compra e venda de cavalos (Smith, 2002). Deste modo,
adquiriram particular influéncia na resisténcia equestre, pressionando o crescimento
exponencial a nivel desportivo, econdémico e mediatico.

Acompanhar esta evolucdo representa um desafio para cavalos, cavaleiros, treinadores,
proprietarios e médicos-veterindrios que em conjunto devem assegurar o bem-estar do
cavalo, melhorar performances, minimizar lesoes e desequilibrios metabolicos (Nagy et
al., 2012). A disciplina de resisténcia equestre continua a ter taxas de eliminagdo
elevadas (Nagy et al., 2010). O atual nivel de exigéncia fisico tem originado relatos de
elevadas taxas de desgaste dos melhores cavalos de resisténcia em treino, pelo que ¢
necessario um contributo significativo da investigacdo sobre técnicas de treino que
permitam aumentar a aptiddo aerobia e minimizar lesdes, proporcionando a melhoria
qualitativa da modalidade. No que diz respeito a componente médico-veterinaria,
surgem duvidas quanto as diretrizes pelas quais se regem as suas avaliagdes, tornando-
se imperativo perceber se estas estdo a acompanhar adequadamente o ritmo evolutivo da
disciplina (Coombs & Fisher, 2012). Em Julho de 2013, foi fundado o Endurance
Strategic Planning Group (ESPG) para criar medidas que acompanhem a evolucio da
modalidade, entre as quais se encontram medidas com vista a tornar as decisdes
médico-veterinarias mais consistentes e objetivas, priorizando a protecdo dos cavalos, a
pratica com maior controlo de doping e procurando proporcionar condigdes de
concorréncia equitativas a nivel mundial (Nagy ef al., 2012). No entanto, seria também
benéfico esclarecer cientificamente com que precisdo € que os parametros atuais em que
se baseiam as avaliacdes médico-veterinarias refletem o estado metabolico e ortopédico,
e se existem novos parametros mais adequados, precisos e facilmente mensuraveis

(Coombs & Fisher, 2012).

2.1.2. O cavalo de resisténcia equestre

No passado era comum encontrarem-se diversas ragas a realizar provas de resisténcia
equestre, mas atualmente, os Puro Sangue Arabe (PSA) e cruzados de PSA

predominam, pois estes sdo cavalos de porte ligeiro mas robustos, com uma resisténcia
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particular ao esforco (Lienses, 2014), o que lhes confere uma taxa de sucesso superior a
outras ragas (Fielding et al., 2011).

A aparéncia e tamanho destes cavalos varia, de acordo com as suas origens, entre 145-
160 centimetros de altura (Nagy et al., 2012). Algumas das razdes pelas quais os
cavalos de linha arabe atingem niveis de desempenho superior prendem-se com o facto
de suportarem bem variacdes de temperatura, apresentarem uma capacidade de
arrefecimento mais eficiente, pois possuem uma pele muito fina, préxima do sistema
vascular, atribuindo-lhes uma capacidade termorreguladora excecional (Liesens, 2014),
€ por possuirem uma propor¢ao maior de fibras musculares de contracdo lenta com um
metabolismo aerdbio eficiente perante esfor¢cos moderados de longa duragdo (Robert,
2014).

Outra particularidade a considerar ¢ a condi¢do corporal, que pode ser avaliada numa
escala de 1 a 9, sendo que 1 representa muito magro ¢ 9 obesidade. Ao cavalo de
resisténcia equestre esta associada uma grande variadade na condi¢do corporal
dependendo do periodo em que o cavalo se encontra, seja de treino, de provas ou de
descanso. E comum apresentarem-se um pouco gordos e pouco musculados no inicio da
temporada e mais magros e musculados a0 comecarem as provas. Se os cavalos de
resisténcia equestre se encontrarem com excesso de peso, a eliminagdo de calor fica
dificultada, a sobrecarga nos membros aumenta e vao ter maior gasto energético durante
o exercicio. Por outro lado, uma condi¢do corporal mais baixa, pode ndo assegurar
reservas energéticas suficientes para terminar uma prova. Alcangar a condi¢do corporal
ideal no momento certo ¢ um desafio. Um método facil para acompanhar a condi¢ao
corporal do cavalo ¢ através da medi¢cdo do perimetro tordcico, nos cavalos puro sangue
arabe ou cruzados de arabe, sendo que um aumento no perimetro tordcico de um
centimetro corresponde a um ganho de peso de cerca de trés quilogramas (Atger, 2013).
Em termos de morfologia e conformacdo, valoriza-se um cavalo equilibrado, bem
proporcionado e bem aprumado. Entre outras, as caracteristicas pretendidas incluem
uma tdbua do pesco¢o devidamente equilibrada, uma espadua extensa e obliqua, que
torne o galope mais flexivel, o garrote saliente e o dorso suficientemente forte para que
permita uma boa amplitude nos andamentos (Liesens, 2014). O dorso do cavalo de
resisténcia requer especial atencdo uma vez que este se destaca dos cavalos de outras

disciplinas por ter um nimero de horas de trabalho montado em treino e competicao
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muito superior. Assim, ¢ importante encontrar um arreio adequado para cada cavalo, a
fim de evitar problemas de dorso que estdo na origem de claudica¢des cujo diagndstico
pode ndo ser simples, porque ndo existe uma relagdo direta entre a existéncia de lesdo
dorsal e a presenca de sinais de dor; estes sinais de dor sdo influenciados pela qualidade
do cavaleiro, regularidade e intensidade do trabalho e tolerancia do cavalo (Atger,
2013).

Os metacarpos e metarsos devem ser fortes € ndo muito longos para diminuir o risco de
tendinites e fraturas. Os membros anteriores devem estar afastados o suficiente para que
cumpram um movimento econémico ¢ amplo (Atger, 2013). No que diz respeito a
garupa esta ndo deve ser muito horizontal, mas sim bem musculada e simétrica, os
musculos das pernas devem formar massas musculares desenvolvidas e uniformes até
ao tarso (Liesens, 2014). Os tarsos sdo importantes para a propulsdo e qualidade do
apoio, devendo o curvilhdo apresentar um angulo consideravel, pois se for demasiado
recto pode aumentar o risco de osteoartrite (esparvao Osseo) (Atger, 2013).
Relativamente as extremidades dos membros, procuram-se cascos com boa qualidade,
ou seja, bem formados, fortes e largos, simétricos tanto lateral como longitudinalmente,
com uma ranilha bem marcada e centrada (Atger, 2013).

Em termos de andamentos, devem ser simétricos, ligeiros e harmoniosos (equilibrio
longitudinal). Preferem-se andamentos rasantes, com pouco gesto de joelho e suavidade
na chegada ao solo. Tais aspetos sdo de extrema importancia, tendo em conta que um
animal que chega com violéncia ao solo, com pouca capacidade de amortecimento do
impacto, tem maior predisposicdo para lesio de um dos varios componentes da
extremidade distal (Atger, 2013).

A cavidade toracica deve ser mais profunda que larga, devendo o cavalo apresentar uma
frequéncia cardiaca baixa em repouso (28 a 36 batimentos por minuto) e bons tempos
de recuperagdo, os quais sdo fundamentais para um melhor desempenho (Liesens,
2014).

O cavalo puro sangue arabe tem um temperamento forte por isso ¢ fundamental adaptar
o cavalo, através do ensino e do treino, para que se deixe utilizar em prova, o que
muitas vezes se descreve como conseguir um cavalo com “boa cabeca/tranquilo”.
Pretende-se que consiga viajar sem stress excessivo para que ndo se magoe durante o

transporte, que coma e beba nas provas, que nao se esgote fisicamente nos primeiros
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quilometros do percurso com a excitagdo inerente a partida, que seja ambicioso mas
sem ser incontroldvel, ndo se esgotando ao ser ultrapassado por outros cavalos, que
consiga descontrair nos periodos de descanso entre fases, que com a experiéncia se
torne relativamente independente na escolha do caminho que segue, que tenha espirito

de sacrificio e vontade de andar.

2.2 Bem-estar versus stress

2.2.1. Bem-estar animal

O bem-estar pode ser definido como um estado de equilibrio dindmico (homeostase)
entre o animal e seu ambiente (interno ou externo) (Peeters, 2012). O bem-estar animal
compreende o estado saudavel, bem alimentado e sem sede, sem dor, ferimentos ou
doenga, confortavel, sem medo ou sofrimento, € com possibilidade de manifestar o seu
comportamento inato (AVMA, 2014). Assim, para assegurar o bem-estar animal, a
relacdo entre humanos e animais deve resultar de um equilibrio entre o conhecimento
cientifico e a consideragdo de valores éticos e sociais, devendo estes ser continuamente
avaliados para que sempre que necessario sejam criadas novas medidas (AVMA, 2014).
Em 1989, a FEI formou o Comité de Revisio de Etica com o objetivo de assegurar a
saude e o bem-estar de cavalos participantes em concursos por si regulamentados.
Durante os Jogos Equestres Mundiais de Estocolmo, em 1990, a FEI discutiu a criagdo
dum Codigo de Conduta para todas as pessoas envolvidas no bem-estar de cavalos de
competicdo, o qual entrou em vigor em Margo de 1991. O Cddigo de Conduta foi
subsequentemente atualizado pelo Comité de Revisdo de Etica e encontra-se incluido
nos regulamentos, sendo recomendada a sua inser¢do nos programas de todos os
eventos internacionais (FEI, 20141). O Coédigo de Conduta da FEI considera que em
todos os momentos o bem-estar do cavalo deve ser primordial e nunca deve ser
subordinado a influéncia competitiva ou comercial (FEI, 20141). O codigo do bem-estar
do cavalo definido pela FEI (20141) enumera os seguintes principios:

1. Em todos os desportos equestres os interesses do cavalo devem ser considerados

superiores a quaisquer outros;
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10.

O bem-estar do cavalo deve estar acima dos interesses dos criadores,
treinadores, concorrentes, proprietarios, apostadores, patrocinadores ou diretores
do Concurso;

Todas as praticas de maneio e tratamentos médico-veterindrios devem assegurar
a saude e bem-estar do cavalo;

Deverdo ser permanentemente assegurados os mais elevados niveis de
alimentag¢do, saude, higiene e seguranca;

Deverdo ser tomadas as medidas necessarias para assegurar uma adequada
ventilagdo, alimentag¢do, fornecimento de dgua e ambiente saudavel durante o
transporte;

Deve ser dada uma defesa especial ao ensino do treino e das praticas equestres e
a promogao de estudos cientificos sobre a satde do cavalo;

No interesse do cavalo a habilidade e competéncia do cavaleiro deve ser vista
como essencial;

Todos os métodos de montar e treinar devem ter em conta o cavalo como
entidade viva e ndo devem incluir qualquer técnica considerada abusiva pela
FEI;

As Federagdes Nacionais deverdo implementar controlos adequados de forma a
que todas as pessoas e grupos sob a sua jurisdicdo respeitem o bem-estar do
cavalo;

As regras e regulamentos nacionais e internacionais do desporto equestre que
respeitem a saude e bem-estar do cavalo devem ser tidos em conta ndo somente
nos Concursos mas também durante o treino. As normas regulamentares devem

ser continuamente revistas de modo a assegurarem o bem-estar do cavalo.

A disciplina de resisténcia equestre tem regulamentos especificos impostos pela FEI que
estdo entre os mais rigorosos do mundo do desporto equestre. Nenhuma outra disciplina
tem um nivel de atencdo tdo elevado dos médicos-veterindrios, trabalhando estes em
conjunto com juizes e comissarios durante todo o evento para salvaguardar o bem-estar
do cavalo. A titulo de exemplo, durante uma competi¢do de 160 km, a saude e o bem-
estar de um cavalo sdo verificados pelo menos 10 vezes por um painel de médicos-
veterinarios qualificados. Recentemente, surgiu o Endurance Strategic Planning Group

(ESPG) que visa combater os problemas associados a esta disciplina tais como o doping
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e o elevado numero de lesdes e mortes (FEI, 20141). Este grupo propde-se a fazer
recomendacdes e apresentar estratégias que contribuam para: o desenvolvimento da
disciplina, a seguranga e bem-estar do cavalo, a educag@o de treinadores e cavaleiros, a
criar legislacdes, a actuar durante as competi¢des, € a ter um papel ativo na gestdo das

financas, patrocinios, marketing e comunicagdo (FEI, 2014m).

2.2.2. Stress

O stress ¢ um estado do organismo despoletado por estimulos enddgenos ou exdgenos
que causam um desequilibrio significativo da homeostase e que desencadeiam vérias
respostas biologicas (Fig. 4). De acordo com esta definicdo, alguns cientistas
consideram o stress € o bem-estar versdes opostas do mesmo processo (Peeters, 2012),
enquanto outros referem que um potencial indicador de bem-estar animal ¢ a auséncia
de stress (Veissier et al., 2007, referido por Peeters, 2012; Schwean, 2008;). Face ao
exposto, o tema ¢ hoje alvo de debate e ndo existem ainda defini¢des padrao para estes
conceitos, pelo que apenas ¢ reconhecida uma intima relagdo entre eles.

O stress pode ter um impacto positivo ou negativo no bem-estar animal. O impacto
positivo ¢ designado de eustress, e tem como exemplo o aumento da capacidade fisica
(através da mobilizacdo de energia) ou mental do individuo (motivacdo para o seu
desempenho) e o impacto negativo ¢ denominado de distress (Peeters, 2012).

Este processo pode desenvolver-se em trés etapas sucessivas: a reacdo de alarme,
desencadeada pelo sistema nervoso simpatico com producao de catecolaminas; a fase de
resisténcia, durante a qual hd uma adaptacao ao fator stressante com aumento dos niveis
de cortisol para mobilizagdo de defesas seguido de retorno aos valores basais por
mecanismos de retroacdo negativo; e a fase de exaustdo, se o contato com o fator
causador de stress for prolongado, podendo ficar a atividade do sistema hipotalamo-
hipofise-adrenal deprimida (Peeters, 2012).

A reagdo bioldgica desencadeada combina quatro respostas: a resposta comportamental,
a resposta do sistema nervoso auténomo, a resposta neuroenddcrina e a resposta
imunoldgica. Se o estimulo desencadeador de stress for de baixa intensidade, a primeira
resposta € comportamental, por outro lado, se o estimulo for de maior intensidade

ocorre a ativagdo do sistema nervoso simpatico. Os parametros de analise para avaliagdo
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do bem-estar e do stress nos animais sdo semelhantes e podem incluir as hormonas
adrenais, a variagdo das frequéncias cardiaca e respiratdria e a detecao de alteragdes do
sistema imunologico. Algumas medidas etologicas também podem ser utilizadas para
medir o stress, baseando-se na observacao e comparagdo dos comportamentos expressos

pelo animal (Peeters, 2012).

Idade Saude Emogio

Ambiente social e

fisico Genética

Ambiente situagdes

Experiéncia Estado do individuo i
sensiveis

Motivagdo Temperamento

Fatores stressantes

Estado de stress

Resposta q—’ Resposta Q—’ Resposta Q—D Resposta

comportamental neuroendocrina SNA imunitiria

I

0OS IMPACTOS SOBRE O BEM-ESTAR
Satde: diminuigdo das fungdes biologicas, estado de pré-doenga, doenga...

Comportamento: distarbios de comportamento, aparecimento de esteredtipos...
Rendimento: diminuigdo do crescimento, do sucesso reprodutivo, da performance...

Fig. 4: Esquema das principais interacdes entre o individuo e os fatores internos e
externos, as respostas desencadeadas pelo stress e os impactos sobre o bem-estar
(adaptado de Peeters, 2012).

2.2.2.1. Stress agudo e cronico

A resposta ao stress envolve uma grande variedade de hormonas. Como mecanismo
fisioldégico o stress por si s6 ndo € inerentemente prejudicial, podendo mesmo ser
necessario e benéfico (Mostl & Palme, 2002). Durante um curto periodo de stress, as
hormonas libertadas visam melhorar as condi¢des fisicas através da mobilizacdo de

energia. No entanto, o stress cronico, ou seja, durante periodos prolongados pode
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diminuir a aptiddo individual por imunossupressao predispondo a ocorréncia de doencas
(Mostl & Palme, 2002).

O fator causador de stress pode ser pontual, intermitente ou continuo e induzir stress
agudo ou cronico. A diferenga entre stress agudo e cronico ¢ definida pela sua duragio.
O stress ¢ considerado agudo quando ha uma curta exposi¢do a um fator stressante
significativo, tendo como resposta o aumento dos niveis de cortisol passados alguns
minutos. O stress croénico ¢ comummente considerado o resultado de um processo
continuo, de longa dura¢do, podendo ter efeitos prejudiciais até que o individuo
recupere 0s recursos necessarios para suprimir as necessidades bioldgicas e restaurar as
funcdes alteradas (Peeters, 2012). Durante o stress cronico, as respostas podem variar.
Por exemplo, algumas respostas comportamentais vao diminuir em resposta a uma
adaptacdo cognitiva aos fatores stressantes e as diferentes respostas fisiologicas podem
parar, voltar ao normal ou aumentar de acordo com a sensibilidade do sistema
hipotadlamo-hipofise-adrenal. Quando o stress persiste, o individuo pode adaptar-se,
desenvolvendo transtornos comportamentais por ansiedade ou depressdo, ambos
associados a um decréscimo do bem-estar o que pode ter efeitos significativos a nivel
biolégico conduzindo o animal para condigdes de pré-doenca. A fase de pré-doenga ¢
alcangada quando a resposta ao stress altera as funcdes biologicas de tal modo que o
individuo fica suscetivel ao desenvolvimento de doenga. Assim, o stress pode ndo sé
reduzir o desempenho como pode promover ulceras gastricas, célica, diarreia, inibir a
inflamacdo, retardar a capacidade de repara¢do de tecidos danificados e predispor a

doengas imunologicas, entre outros (Peeters, 2012).

2.3. Fisiologia do cavalo em exercicio

Durante o exercicio sdo desencadeadas varias respostas fisiologicas pelos diferentes
sistemas no sentido de, entre outros, aumentar a disponibilidade de substrato energético,
regular a temperatura corporal e manter o equilibrio acido-base e hidroeletrolitico
dentro de limites aceitaveis (Votion, 2014).

O exercicio frequente permite induzir adaptacdes fisiologicas que reduzem o efeito da

tensdo provocada por fatores de stress associados ao proprio exercicio, obrigando o
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organismo a reagir no sentido de minimizar as perturbagdes da homeostase e a aumentar
a sua capacidade para lidar com a exigéncia do exercicio. As respostas neuroendocrinas
tém um papel fundamental ndo s6 para a realizagdo do exercicio, como para permitir
estas adaptacdes fisiologicas e influenciar a recuperagdo do cavalo (Hinchcliff & Geor,

2008).

2.3.1. Energia

E a energia quimica libertada pela transformacdo de adenosina trifosfato (ATP) em
adenosina-difosfato (ADP) e fosfato inorganico, por quebra de uma ligagao fosfato, que
possibilita o funcionamento do musculo. As reservas de ATP nas células musculares
sdo limitadas e durante o exercicio, de acordo com a sua intensidade e duragdo, o

restabelecimento energético pode seguir diferentes vias metabolicas (Sena, 2007).

2.3.1.1. Vias metabolicas utilizadas

Para producdo de energia as células podem utilizar, ou ndo, oxigénio (O;) e produzir
acido lactico, ou ndo, como residuo (Courtois, 2007).

A via anaerdbia participa em esfor¢os de curta duracdo e grande intensidade, pois
possibilita a produ¢do muito rapida de uma pequena quantidade de energia, sem recorrer
a oxigénio, com consequente producdo de acido lactico (envolvido na fadiga muscular)
(Hinchcliff & Geor, 2008).

A via aerdbia, por sua vez, ¢ usada durante esfor¢cos de longa duragdo, sendo portanto a
via preferencialmente solicitada em provas de resisténcia, onde o fornecimento de
energia recorre a oxidagdo de 4cidos gordos e de hidratos de carbono (Robert, 2014). O
residuo resultante desta via metabolica ¢ o didoxido de carbono (Hinchcliff & Geor,

2008).

2.3.1.2. Fontes de energia

As fontes de energia utilizadas sdo hidratos de carbono e lipidos. A contribui¢do destes

substratos energéticos varia em funcdo de varios fatores, tais como o nivel de treino, a
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composi¢ao muscular, a dieta (Hinchcliff & Geor, 2008) e também da intensidade e da
duragdo do exercicio (Robert, 2014).

Os hidratos de carbono sdo utilizados principalmente durante esforgos intensos e no
inicio de um esforco prolongado (Courtois, 2007). A glucose sanguinea estd
imediatamente disponivel para utilizacdo pelas células musculares mas a sua
concentragdo diminui rapidamente no inicio do esforco. A hipoglicemia estimula, por
um lado, a glicolise, ou seja, a degradacdo do glicogénio no figado e no musculo
(Robert, 2014) e, por outro, a gliconeogénese hepatica que sdo as duas formas utilizadas
pelo organismo para restabelecer os niveis de glucose no sangue e no musculo (Sena,
2007).

Os lipidos s3o usados principalmente durante um esforco longo de intensidade
moderada. Estes representam a melhor fonte de energia para o metabolismo aerdbio, e
portanto, para a resisténcia. A forma utilizdvel sdo os acidos gordos livres que podem
derivar diretamente dos triglicéridos musculares ou de lipidos presentes no tecido
adiposo do organismo. Os &cidos gordos fornecem energia para a beta-oxidagdo nas
fibras musculares, sendo a sua eficiéncia energética muito superior a dos hidratos de
carbono por glicolise aerdbia. Assim, a utilizagdo de 4acidos gordos como fonte
energética num metabolismo aerébio limita a producdo de residuos, ou seja, a
acumulag¢do de 4cido lactico e a fadiga muscular (Courtois, 2007).

O treino vai potenciar o aumento das reservas, musculares e hepaticas, de glicogénio e
permite uma adaptagdo da utilizagdo das diferentes vias metabodlicas, tornando
preferencial a utilizagdo de acidos gordos no exercicio de resisténcia do cavalo (Sena,

2007).

2.3.2. Fibras musculares

Os musculos sdo constituidos por diferentes tipos de fibras musculares que variam na
sua proporcao (Rivero & Piercy, 2014). Os principais tipos de fibra sdo I, ITA e IIB. A
composi¢do muscular estd inicialmente determinada geneticamente, contudo, a
participagdo relativa das diferentes vias metabdlicas e a percentagem do tipo de fibras
constituintes dos musculos podem modificar-se de acordo com o treino, permitindo a

adaptagdo ao tipo de esforco exigido. O treino de resisténcia estd na origem de uma
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modificacdo nas propriedades contrateis e, sobretudo, na capacidade oxidativa das
fibras musculares, possibilitando o aumento substancial das fibras de contragdo
intermédia em detrimento das fibras de contragdo rapida (Votion, 2014).

As fibras do tipo I sdo predominantemente utilizadas em esfor¢os longos e pouco
intensos (Courtois, 2007). Em condi¢des aerobias o seu desempenho ¢ 6timo, tendo a
capacidade de realizar combustdo completa das substancias energéticas, sem produzir
residuos. A sua eficacia perante esfor¢os prolongados deve-se a capacidade de oxidar
ndo s hidratos de carbono mas também lipidos. A limitacdo relativa a intensidade do
esfor¢o prende-se com o facto da sua contracdo ser lenta em conexdo com um fluxo
moderado de energia. Portanto, estas fibras sdo responsaveis por conferir resisténcia
durante o esfor¢o (Didelot, 2006).

J& as fibras tipo IIA estdo envolvidas em esfor¢os bastante intensos, durante bastante
tempo (Rivero & Piercy, 2014). Estas fibras possuem propriedades metabdlicas
(velocidade de contracdo, for¢a de contracdo e resisténcia a fatiga) intermédias. A
energia provem quase exclusivamente da oxidagao de hidratos de carbono. Possuem um
bom metabolismo aerdbio, sofrendo maioritariamente combustdo completa, e portanto,
ndo causam acumulagdo significativa de acido lactico conferindo alguma resisténcia a
fadiga muscular (Didelot, 2006). Assim, ao apresentarem uma eficiéncia energética
6tima, permitem a continuagdo de um esforgo intenso, € uma vez que ndo se contraem
tdo rapidamente quanto as fibras do tipo IIB, sdo requeridas para assegurar a velocidade,
sendo particularmente uteis para longos periodos de corrida (Rivero & Piercy, 2014).

A fibras do Tipo IIB sdo solicitadas durante esfor¢os muito intensos mas de curta
duragdo (Courtois, 2007). Estas fibras apresentam uma eficiéncia energética baixa, pois
tém um potencial aerobio baixo, o que pressupde uma combustdo apartir de hidratos de
carbono, em grande parte anaerobia e portanto pouco eficiente, levando a acumulacao
de acido lactico, o que lhes confere pouca resisténcia a fatiga. Por outro lado, possuem
uma capacidade de contragdo forte e muito rapida, o que as torna preferenciais no
recrutamento para esfor¢os muito intensos e de curta duragdo como um sprint (Didelot,
2006).

Outras fibras, tais como do tipo C, sdo formas imaturas capazes de evoluir no sentido de
um dos tipos anteriormente referidos e explicar alguma variacdo nas diferentes

proporgdes entre tipos de fibras (Sena, 2007).
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2.3.3. Termorregulaciao

2.3.3.1. Producio de calor

O exercicio provoca um aumento no metabolismo produzindo uma quantidade
significativa de calor, sendo que 20% da energia produzida ¢ convertida em trabalho
mecanico ¢ 80% em calor (Langlois, 2006).

Uma hipertermia moderada melhora a contracdo muscular, a elasticidade dos tenddes,
aumenta a velocidade de condugdo nervosa ¢ modifica a atividade das enzimas
musculares. Este aumento moderado da temperatura corporal estd associado ao aumento
da frequéncia cardiaca e também a um aumento da dissociacdo do oxigénio da
hemoglobina, o que facilita o fornecimento de oxigénio ao musculo (Sena, 2007).

A producdo de calor sofre influéncia de fatores individuais e ambientais, tais como a
radiagdo solar, temperatura ambiente, humidade e vento. O risco de stress por calor
depende do nivel de treino do cavalo (Larson ef al., 2013) e aumenta quando as
condi¢des climaticas sdo extremas. O treino promove a adaptacdo dos cavalos e dos
seus mecanismos de dissipacdo de calor ao ambiente em que se encontram minimizando

qualquer efeito deletério subsequente a producao de calor (Didelot, 2006).

2.3.3.2. Mecanismos de termorregula¢cao

Durante o exercicio, os mecanismos de termorregulagdo sofrem influéncia direta dos
centros de termorregulacdo localizados no hipotadlamo. Este recolhe e integra os varios
estimulos provenientes de varios termorrecetores periféricos e centrais, induzindo a
ativagdo dos efetores primarios que sdo o sistema circulatorio e as glandulas sudoriparas
(Didelot, 2006).

Com excec¢do do aumento agudo de cerca de 4°C observada durante um sprint de um a
trés minutos, e que rapidamente se dissipa apos cessar esse periodo do exercicio, o
corpo ndo tolera grandes amplitudes térmicas (Didelot, 2006). Assim, a produgdo de
calor deve ser compensada por mecanismos de dissipacdo. Estes realizam-se segundo
diferentes mecanismos fisicos que ocorrem em proporgdes variaveis de acordo com a

intensidade do exercicio e as condigdes ambientais em que se realizam (Courtois, 2007).
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* Conducio: o calor ¢ perdido em fun¢do da diferenca de temperatura. Uma vez
que o ar apresenta baixa condutividade térmica, esta via ¢ praticamente
insignificante em cavalos de resisténcia. Pode referir-se que ocorre
principalmente na cabeca, pescoco e membros, sob a influéncia direta e
proporcional da temperatura da pele e inversamente proporcional a sua
espessura (McCutcheon & Geor, 2014).

¢ Conveccdo: o ar aquecido pelo contato com o corpo quente ¢ mais leve, sobe,
permitindo assim a dissipagdo do calor. Este mecanismo ¢ limitado pela
presenga de pélos mas ¢ potencializado quando ha vento e favorecido por pele
fina como a dos cavalos de linha arabe (Courtois, 2007).

* Radiagdo: o corpo pode eliminar calor através de radiagdo eletromagnética. No
entanto, a exposi¢do a radiacdo solar contribui para a aquisi¢do de calor e no
caso de ser muito intensa pode representar até¢ 15% da produg¢do total de calor
metabolico (McCutcheon & Geor, 2014).

e Evaporagdo: o calor ¢ dissipado pela passagem da 4gua do estado liquido ao
estado gasoso. Esta reacdo consome energia mas esta depende do gradiente de
pressdo do vapor de agua entre a superficie corporal, o ambiente e o fluxo de ar
existente na superficie do corpo (Didelot, 2006).

O principal mecanismo de termorregulacdo em cavalos de resisténcia ¢ a evaporagao
tendo como principais fendmenos a taquipneia e a sudagdo (McCutcheon & Geor,
2014).

A taquipneia permite a dissipagdo até cerca de 30% do calor por evaporagdo da agua da
superficie das mucosas respiratorias (Langlois, 2006). Este fenomeno pode ser
comprometido quando ha desidratacdo devido as alteragdes na composicao sanguinea e
atividade cardiaca (Sena, 2007).

A produgdo de suor ¢ induzida pelo sistema nervoso simpdtico, ocorrendo estimulagdo
dos recetores beta-adrenérgicos pelos mediadores noradrenalina e adrenalina (Didelot,
2006). Através da sudagao, até 65% do calor produzido ¢ dissipado por evaporagdo da
agua a superficie da pele (McCutcheon & Geor, 2014). Uma vez que a produgdo de suor
requer um suprimento em agua e o estado de hidratacdo nao limita a produgdo de suor

no cavalo, o risco de desidratacdao ¢ muito significativo (Sena, 2007).

23



A eficiéncia deste mecanismo depende de fatores individuais e ambientais. Se por um
lado quando os niveis de humidade no meio ambiente sdo baixos este mecanismo ¢
altamente eficaz, pelo contrario, uma humidade elevada reduz o diferencial de pressao
de vapor e portanto minimiza a evaporagdao aumentando o risco de stress (Didelot,

20006).

2.3.4. Consequéncias metabdlicas do exercicio prolongado

2.3.4.1. Efeitos sobre o equilibrio hidroeletrolitico

A sudagdo ¢ o principal mecanismo de dissipagdo de calor durante o exercicio. A
producdo de suor varia com as condi¢des meteorologicas, perante um clima quente e
himido a sudagdo ¢ estimulada porque a evaporacdo ocorre mais lentamente. A
produgdo de suor excessiva pode ser responsavel por desidratagdo grave. A perda de
peso em agua aumenta gradualmente durante o percurso (Langlois, 2006). Durante uma
competicdo um cavalo pode perder 10 a 15 litros de agua por hora (correndo a 16 Km/h)
ou 2 a 3,5% do peso corporal, o que no final da prova pode corresponder a um défice de
25 a 50 litros de 4gua e a uma perda de 4 a 7% do peso corporal (em competi¢des de 80-
160 km) (Robert, 2014).

Sendo essencialmente composto por agua e ides, o suor do cavalo, ao contrario de
outras espécies, ¢ hipertonico. A sua composi¢do compreende niveis relativamente
baixos de calcio (Ca®"), magnésio (Mg”") e fosforo (PO*), mas niveis elevados de sodio
(Na®"), potassio (K e cloro (CI) (Robert, 2014). Com excecio do fosforo e do sodio,
os restantes ides encontram-se em concentragdes significativamente mais elevadas no
suor do que no plasma (Sena, 2007). A concentragdo de sédio (Na*") é equivalente no
suor e no plasma, as concentragdes de ides cloro (Cl) e de potassio (K') vdo ser,
respetivamente, de 1,5 a 3 vezes e de 10 a 20 vezes mais elevados no suor do que no
plasma (Courtois, 2007). O suor dos equinos também contém uma proteina, a latherin,
que facilita a dispersdo e evaporagdo do suor (Sena, 2007). Assim, através da sudacao
ocorrem acentuadas perdas hidroeletroliticas, que estdo aumentadas numa competicao
uma vez que o stress implicito leva ao aumento dos niveis de cortisol no sangue que

aumentam a sudacdo (Langlois, 2006).
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Durante uma competi¢do as concentragdes idnicas séricas do potassio, cloro e calcio
diminuem significativamente, enquanto o sodio sérico pode diminuir ou permanecer
estavel dependendo, entre outros fatores, das condigdes ambientais (Courtois, 2007).
Uma vez que o so6dio desempenha um importante papel na homeostasia, grandes perdas
vao afetar o sistema circulatorio, observando-se uma reducdo na pressdo arterial,
aumento no tempo de replecdo capilar e da frequéncia cardiaca, com consequente
prejuizo na perfusdo dos 6rgaos (Robert, 2014). Em resposta a desidratacdo a perda de
sodio induz a sua reabsorcao a nivel renal com excre¢do de potassio e de hidrogénio em
troca. Portanto as perdas de grandes quantidades de potédssio ocorrem devido a sudagdo
e a nivel renal em troca da reabsor¢io de Na”". Para além destas causas, a elevagio dos
niveis de cortisol no sangue relacionados com o stress aumenta a sudacgao e a diurese e
contribui para uma maior perda de K'. A fim de compensar estas perdas de K', verifica-
se a saida destes i0es do interior das células para o espago extracelular com consequente
aumento da concentragio plasmatica de K. A hipercalemia é responsavel pela alteragio
do potencial de membrana, e por conseguinte de arritmias e irritabilidade muscular
(Robert, 2014).

A perda de ides cloro no suor ¢ paralela a perdas de ides de sodio. O ido cloro ¢
normalmente o principal ido reabsorvido a nivel renal, e na sua auséncia, ¢ o
bicarbonato (HCO™) que é reabsorvido. Este facto explica porque ¢ que a concentragio
dos ides cloro no plasma varia conforme os niveis de ides sddio e inversamente aos de
bicarbonato. A conservacao renal de bicarbonato visa manter a eletroneutralidade dentro
dos valores normais (Larsson et al., 2013)

O célcio presente no sangue ¢ composto por calcio ionizado (50%) e célcio ligado a
proteinas (50%). A hipocalcemia induz importantes alteragdes na difusdo de sodio,
causando aumento da excitabilidade dos nervos ¢ um aumento das contragdes
musculares involuntarias (Sena, 2007).

A sudagao também conduz a hipomagnesiemia, que provoca uma alteragdo no potencial
de repouso do sistema nervoso responsavel por irritabilidade neuromuscular e, por
vezes, espasmos musculares e tetania (Langlois, 2006).

A concentragdo de fosforo € baixa no suor e o impacto sobre os valores sanguineos ¢

moderado. Em contraste, durante o exercicio e com a desidratagdo, a sua concentragdo
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plasmatica tende a aumentar devido a desfosforilacdo de adenosina trifosfato (ATP) e
da creatina fosfato (Langlois, 2006).

Em suma, durante uma competicdo, a perda de dgua através da sudagao estdo associadas
perdas eletroliticas significativas surgindo desequilibrios hidroeletroliticos (Sena,

2007).

2.3.4.2. Efeitos sobre o equilibrio acido-base

Uma prova de resisténcia decorre essencialmente segundo um metabolismo aeroébio,
pelo que se produzem quantidades insignificantes de 4cido lactico e ndo se verifica
predisposi¢do para a ocorréncia de acidose metabolica durante este tipo de exercicio. No
entanto, diferentes mecanismos podem levar a alcalose (Langlois, 2006).

Como ja foi referido, através dos mecanismos de termorregulagdo, o calor produzido
pelo trabalho muscular em parte ¢ dissipado através da taquipneia. O aumento da
frequéncia respiratoria ¢ acompanhada por um aumento da ventilagdo alveolar que
conduz a alcalose respiratoria (Langlois, 2006).

Além disso, a desidratagdo provocada pela sudagdo causa a perda significativa de
eletrolitos, o que provoca uma reabsorc¢do de ides de sodio pelos rins com excregdo de
i0es de potassio e de hidrogénio (sendo que a diminuicdo de ides de hidrogénio
contribui para o aumento do pH). Para compensar a hipocloremia, os rins também
reabsorvem bicarbonato. Ambos os mecanismos contribuem para a ocorréncia de
alcalose metabolica (Courtois, 2007).

Assim, a sudacdo e a taquipneia sdo os principais mecanismos de dissipa¢do do excesso
de calor produzido durante uma prova de resisténcia, mas se por um lado sdo essenciais
para a sobrevivéncia do cavalo, podem conduzir a graves desequilibrios hidro-
eletroliticos e acido-base responsaveis por varias alteragdes metabolicas (Langlois,

20006).
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2.3.4.3. Efeitos sobre a circulacio sanguinea

Durante o exercicio, grandes volumes de sangue s3o dirigidos aos musculos para
permitir as trocas gasosas, o fornecimento de substratos energéticos, a remog¢ao dos
residuos metabolicos e a dissipacdo de calor (Courtois, 2007).

O fluxo sanguineo permite a transferéncia de calor por conducdo. O aumento deste esta
sob controlo do sistema nervoso simpatico. Perante o aumento do calor, ocorre aumento
da frequéncia cardiaca e vasodilatagdo, com redirecionamento progressivo do fluxo
sanguineo para tecidos superficiais, tais como a pele e constituintes do sistema
respiratdrio, o que possibilita uma maior transferéncia de calor para a atmosfera através
do aumento da evaporagdo (Sena, 2007).

Esta alteracdo na distribuicdo de sangue ocorre em detrimento de outros o6rgdos. Os
intestinos sdo particularmente afetados ficando com a sua perfusdo diminuida; em
paralelo, com o prolongamento do exercicio surge a desidratacdo e consequentemente
aumenta a viscosidade do sangue, o que compromete gravemente as estruturas
intestinais, podendo levar ao desenvolvimento de célica (Courtois, 2007).

O débito cardiaco aumenta proporcionalmente a intensidade do exercicio com o
aumento da frequéncia cardiaca. O tempo de enchimento ventricular fica muito curto
mas o débito cardiaco pode aumentar devido a enorme capacidade de reserva no
coracdo. Esta diminui significativamente quando a temperatura exterior ¢ alta devido a
diminui¢do do volume plasmatico causado pelas muitas perdas de fluidos induzidas pela
sudac¢do, que ocorrem durante o exercicio prolongado. O treino de cavalos de resisténcia
parece induzir um aumento do volume plasmatico e, portanto, pode manter o débito
cardiaco durante o esfor¢o prolongado e, assim, melhorar a termorregulagio. E esta a
razdo porque cavalos de resisténcia a competir a alto nivel, por vezes, tém uma
diminui¢do do hematocrito sem uma diminui¢cdo no nimero de glébulos vermelhos e de
hemoglobina. O treino também permite diminuir a frequéncia cardiaca para uma
determinada intensidade de esforco e além disso, aumenta o intervalo de tempo até que
a frequéncia cardiaca méaxima ¢ atingida (Sena, 2007). Ainda assim, durante a
competicdo, os niveis de hematdcrito e creatinina podem surgir aumentados como
resultado da hemoconcentragdo resultante da desidratacdo, da contragdo esplénica e da
diminui¢do da perfusdo renal (Courtois, 2007). Portanto, os cavalos em fadiga podem

sofrer alteragdes hemodinamicas significativas (Parot, 2011).
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2.3.4.4. Efeitos sobre o sistema respiratorio

Durante o exercicio o aumento da frequéncia respiratéria deve ser proporcional ao
esforco. A eficacia da ventilacdo alveolar em taquipneia é questiondvel pois esta pode
ser ineficiente e recorre a for¢as mecanicas que requerem muita energia. O aumento da
frequéncia respiratéria deve estar associado ao aumento da amplitude respiratoria para
que a superficie pulmonar seja optimizada, melhorando a ventilagdo alveolar. Assim, o
cavalo da resisténcia torna-se mais eficiente ao aumentar a amplitude dos movimentos
respiratdrios mais do que a frequéncia da respiracao (Didelot, 2006).

Tem sido demonstrado que o treino ndo melhora diretamente a fungdo pulmonar, o que
se poderia tornar um fator limitante para a melhoria do rendimento desportivo do cavalo
(Sena, 2007). No entanto, como os varios sistemas estdo inter-relacionados essa
limitagdo ¢ ultrapassada pelo aumento do débito cardiaco e aumento do volume de
glébulos vermelhos que asseguram assim uma maior oxigena¢do (Hinchcliff & Geor,

2008).

2.3.5. Fisiopatologia de possiveis afecdoes associadas a prova de

resisténcia

Embora patologias musculo-esqueléticas possam ocorrer em qualquer fase da prova de
resisténcia, a maioria das situacdes de emergéncia envolvem problemas metabolicos.
Esta disciplina combina exercicio de longa duracdo, velocidade, percursos com diversos
desafios e diversas condigdes ambientais com perda de fluidos e eletrdlitos que
predispde ao desenvolvimento do complexo sindrome do cavalo exausto (Fig. 5). As
perdas de fluidos e eletrdlitos neste sindrome tém como resultado a diminui¢do do
volume sanguineo e aumento da viscosidade, o que leva a uma perfusdo tecidual

inadequada (Langlois, 2006).
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Fig. 5: Esquema das possiveis sucessoes de eventos que conduzem a diferentes
afe¢des metabolicas no cavalo de resisténcia (adaptado de Robert, 2014).

A diminuicdo da disponibilidade de substrato energético para os musculos leva a
ocorréncia de lesdes musculares. A hipoperfusdo renal, em conjunto com os efeitos
adversos da mioglobina circulante (devido a lesdo muscular) podem levar a
insuficiéncia renal (Langlois, 2006). A diminuicdo da perfusdo intestinal pode
contribuir para ma absor¢do de fluidos administrados por via oral e, por vezes, para
diarreia. A perda de fluidos na diarreia e endotoxémia agravam ainda mais o problema
de desidratagdo, podendo levar ao desenvolvimento de choque e laminite. Pode também
ocorrer impactacdo do colon ou do ceco devido a gravidade da desidratagdo e da
mobilizacdo das reservas de agua do coélon na tentativa de restabelecer o volume
sanguineo. As extremidades distais dos membros podem ser mais suscetiveis aos efeitos
combinados de desidratagdo e do inicio da coagulagdo intravascular, que conduzem ao
desenvolvimento de laminite. Perdas substanciais de eletrolitos promovem irritabilidade
neuromuscular, com atividade muscular espontinea (fasciculagdo muscular), arritmias
cardiacas e flutter diafragmatico. A desidratag¢do dificulta a termorregulagdo, pois fica

menos fluido extracelular disponivel para circular conduzindo o calor a superficie da
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pele, onde o perderia por evaporagdo, agravando assim o problema de
sobreaquecimento em cavalos exaustos (Robert, 2014).

Em resumo, existem diferentes graus de comprometimento metabolico, variando de
muito leve e quase impercetivel a extremamente grave e fatal. Um cavalo pode assim
ser afetado por flutter diafragmatico, miosite, insuficiéncia renal aguda, colica, stress
por calor ou prostracdo, tendo também potencial para desenvolver laminite (Courtois,

2007).

2.3.5.1. Fatores de risco de eliminac¢ao

As provas de resisténcia equestre tém elevadas taxas de elimina¢do que chegam a
ultrapassar os 50%, ocorrendo a eliminacdo por um de trés motivos. A principal causa
de eliminacdo ¢ a presenca de claudicacdo, que ocorre quando um cavalo tem uma
claudicacdo consistente ao trotar em linha reta na grelha médico-veterinaria. A segunda
maior causa de eliminacdo ¢ a eliminag¢do por razdes metabdlicas, que ocorre quando
um cavalo ndo cumpre ou excede os critérios determinados pela FEI para avaliagdo
médico-veterinaria, ou quando revela sinais de incapacidade de continuar (como por
exemplo, flutter diafragmatico e rabdomidlise) (Nagy et al., 2010). Por tultimo, os
cavalos podem ser eliminados pelo incumprimento do regulamento (como ndo
cumprirem a velocidade minima obrigatodria), lesdo do cavaleiro ou podem ser retirados
por op¢ao do mesmo (Fielding et al., 2011). No grafico 2 ¢ possivel analisar os registos
da FEI, para provas de 100-160 km que decorreram entre 2008 e 2011, relativos a 47
paises, quanto a evolugdo das taxas de sucesso e de eliminacdo por claudicagdo, razdes
metabodlicas ou outros motivos (Nagy ef al., 2013a). Embora, a maioria dos cavalos
sejam eliminados antes de ocorrer uma lesdo substancial, alguns necessitam de
tratamento médico de emergéncia no local da prova ou mais tarde pelo seu médico-

veterinario pessoal (Fielding ef al., 2011).
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Grafico 2: Registos da FEI, para provas de 100-160 km que decorreram entre 2008 e
2011, relativos 47 paises, quanto a evolucdo das taxas de sucesso (azul claro) e de
eliminagdo por claudicagdo (vermelho), razdes metabdlicas (verde) ou outros motivos
(amarelo), retirados (azul escuro) ou desclassificados (preto) (Nagy et al., 2013a).

A evolucdo das velocidades, cada vez maiores, praticadas nas competicdes de
resisténcia tem sido uma fonte de preocupacdo constante, levantando questdes
relacionadas com o bem-estar dos cavalos. Tem-se relacionado o aumento da
velocidade com o aumento niumero de lesdes ortopédicas e sugere-se que os tipos de
lesdoes mudaram e aumentaram em gravidade, mas sdo necessarios mais estudos para
confirmar estas informag¢des empiricas e que implicam a participacdo ativa dos
proprietarios, treinadores e cavaleiros (Nagy et al., 2013b) .Verificou-se que em trés das
principais provas que decorreram entre 2009 e 2011, as velocidades a que foram ganhas
variaram bastante (19.6 km/h, 21.1 km/h e 18.5 Km/h,) sugerindo que a criacdo de
percursos tecnicamente mais dificeis potencialmente baixa as velocidades médias (Nagy
etal., 2012).

O risco de eliminagdo esta significativamente associado com o tempo de viagem, o pais
onde ocorre a competicdo, 0 ano em que ocorre, os quildometros percorridos, 0 nimero
de cavalos que iniciam a prova, a experiéncia do cavaleiro e o controlo médico-
veterinario (Nagy et al., 2013a).

O transporte por longas distancias induz stress, com perda de agua e eletrolitos,

imunossupressdo e esforco muscular de forma semelhante ao que acontece durante a
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competicdo; assim, o tempo de transporte pode aumentar o risco de eliminagdo do
cavalo (Courtois, 2007). A diferentes paises correspondem diferengas meteoroldgicas e
de terreno consideraveis que t€ém um efeito significativo sobre as taxas de eliminagao,
tanto por claudicacdo como por razdes metabdlicas. Por outro lado, o risco de
eliminacdo associado aos paises também pode ser analisado sob uma perspetiva
relacionada com a equitacdo, ou seja, os métodos de treino, a formacao dos cavaleiros, o
seu estilo de montar e a competitividade. O ano em que ocorre tem importancia porque
a rapida evolugdo da disciplina estd associada a crescente exigéncia desportiva. A
distancia percorrida em prova ¢ também proporcional ao risco de eliminacdo (Nagy et
al., 2010). Um grande nimero de participantes aumenta o espirito competitivo e tem
efeitos sobre a estratégia da prova e sobre a velocidade, o que se traduz num aumento da
ocorréncia de claudicacdes e desequilibrios metabolicos com subsequente eliminagdo.
Contudo ¢ importante ndo descurar a hipotese de que quando ha um maior nimero de
cavalos em prova, a probabilidade de haver cavalos que ndo estdo preparados para a
competicdo aumenta (Nagy et al., 2013a). A experiéncia dos cavaleiros ¢ um fator
influente a considerar, no entanto, a forma em concreto de como exerce a sua influéncia
ainda ndo estd confirmada (Nagy et al., 2010). A qualidade do controlo médico-
veterindrio também tem impacto no risco de eliminagdo, sendo que para o diminuir ndo
basta realizar um exame cuidado, sendo crucial o registo de todos os parametros

avaliados (Fielding et al., 2011).

2.4. Metabolismo neuroendocrino durante o exercicio

2.4.1. O sistema hipotalamo-hipofise-adrenal

Os cavalos que praticam provas de resisténcia estdo sujeitos a um exercicio prolongado
com niveis de intensidade moderados, o que traduz um gasto energético elevado com
diminui¢do substancial da concentracdo de glicose, menor absor¢do de oxigénio a nivel
muscular e maior necessidade de eliminagdo de subprodutos metabdlicos e de calor. O
exercicio representa assim uma situacao de stress que leva ha ativagdo de mecanismos

compensatorios pelo organismo (Hyyppd, 2005) e que na totalidade compreendem a
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coordenacdo dos varios sistemas, nervoso, endocrino, respiratorio, cardiovascular,
muscular, renal, hepatico e digestivo (McKeever & Gordon, 2008).

A homeostase funcional durante a realizacdo de exercicios de alta intensidade e/ou
resisténcia esta profundamente dependente da acdo conjunta do sistema nervoso central
e endocrino, tendo o hipotdlamo e a hipofise como unidade funcional de integragdo com
acdo sobre as glandulas adrenais. Portanto o stress leva a ativagdo do sistema
hipotadlamo-hipofise-adrenal (Van der Kolk, 2014). A nivel hipotalamo-hipdfise as
hormonas de maior relevancia sdo a hormona libertadora de corticotrofina (CRH),
produzida pelo hipotdlamo, e a hormona adrenocorticotréfica (ACTH), produzida pela
hipofise anterior (Hyyppd, 2005). A nivel adrenal as hormonas produzidas estdo
dependentes do tipo de resposta desencadeada. A resposta mediada pelo sistema
nervoso simpdtico ocorre rapidamente e tem ag¢do sobre neurdnios simpaticos pos-
ganglionares e sobre a medula adrenal estimulando a produgdo de catecolaminas; a
resposta neuroendocrina € mais demorada e resulta da agdo da ACTH no cortex adrenal

estimulando-o a produzir glucocorticoides (Reece, 2005).

2.4.2. Catecolaminas

As catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) estdo envolvidas na regulagdo do
metabolismo, produzindo, entre outras, respostas que permitem o ajuste a situacdes de
stress agudo. As respostas desencadeadas por estas hormonas sdo mediadas por
recetores adrenérgicos presentes em varios tecidos. Apesar dos recetores adrenérgicos
variarem em tipo (o ¢ ) e em nimero, sdo responsivos a ambas as catecolaminas
possibilitando assim que uma determinada catecolamina desencadeie respostas varidveis
(Greco & Stabenfeldt, 2004). Estudos recentes revelam que os niveis plasmaticos de
catecolaminas aumentam de forma curvilinea com o aumento da intensidade do
exercicio (McKeever & Gordon, 2008). Contudo, as duas catecolaminas diferem no
momento em que sdo libertadas, verificando-se que a libertagdo de noradrenalina se
inicia durante o exercicio de intensidade mais baixa e a libertagdo de adrenalina durante
o exercicio de maior intensidade (Hyypp4, 2005).

As catecolaminas permitem aumentar a disponibilidade de oxigénio através do aumento

do débito cardiaco conseguido pelo aumento da frequéncia cardiaca, aumento da forga
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de contragdo do miocardio (Martin & Nankervis, 2002), aumento do fluxo sanguineo,
aumento de gloébulos vermelhos provenientes da contracdo esplénica e vasodilatacio
(McKeever & Gordon, 2008); do aumento da frequéncia respiratéria e dilatacdo dos
bronquiolos (Hyyppd, 2005). Associado ao aumento da frequéncia respiratoria, a
dilatagao dos bronquiolos e ao aumento do fluxo sanguineo as catecolaminas participam
na termorregulacdo ao promover a taquipneia e a sudag¢do (Hyyppd, 2005). As
catecolaminas também facilitam a transmissdo neuromuscular no musculo esquelético e
estimulam os processos contrateis das fibras de contragdo rapida (Martin & Nankervis,
2002).

Do ponto de vista do metabolismo energético, as catecolaminas tém a capacidade de:
promover a glucogenolise hepatica e no musculo esquelético; de interferir na inibi¢ao
da secre¢do de insulina, e consequentemente de promover a lipolise das células adiposas
(uma vez que a insulina ¢ um inibidor da lipase hormono-sensivel, quando diminui,
deixa a enzima disponivel para atuar sobre as células adiposas); de estimular a secre¢ao
de glucagon pelo pancreas, que por sua vez estimula a degradacdo de proteinas e a
libertacdo de aminoédcidos que podem ser usados como uma fonte energética pelo
figado, estimulando a gliconeogénese (McKeever & Gordon, 2008). Consequentemente,
ocorre o aumento das concentragdes de glicose e de acidos gordos ndo esterificados no
sangue, ficando estes disponiveis para o continuo fornecimento de energia necessario

durante o exercicio e atrasando o aparecimento de fadiga (Larsson et al., 2013).

2.4.4. Cortisol

O cortisol ¢ a principal hormona glucocorticoide produzida no cortex adrenal devido a
acdo da ACTH em condigdes de stress, mas ao contrario das catecolaminas parece
refletir melhor a duracdo do esfor¢o do que a intensidade (Hyypp4, 2005).

O cortisol ¢ particularmente importante para aumentar a disponibilidade de substrato
energético durante o exercicio. Os seus efeitos incluem a inibigdo de sintese proteica,
com aumento do catabolismo e consequente libertagdo de aminoacidos, ficando estes
disponiveis como recurso para a sintese de novas proteinas necessarias na reparagao do
musculo e substitui¢do de enzimas utilizadas nas diversas vias metabdlicas (McKeever

& Gordon, 2008). Para além disso, o cortisol potencializa os efeitos das catecolaminas
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promovendo a glicogendlise hepatica e no musculo-esquelético, inibindo a secre¢do de
insulina e estimulando a secre¢do de glucagon pelo pancreas e a lipdlise do tecido
adiposo (Greco & Stabenfeldt, 2004). A nivel hepéatico, destaca-se igualmente a
capacidade do cortisol para promover a gliconeogénese contribuindo assim para o
restabelecimento do glicogénio hepatico e muscular e da glicose plasmatica (Greco &
Stabenfeldt, 2004).

O cortisol tem também acdo imunossupressora e anti-inflamatdria, sendo que um
ligeiro aumento dos seus niveis durante o treino pode proporcionar tolerancia a
pequenas "lesdes musculares" estimulando assim uma resposta adaptativa ao exercicio.
Por outro lado, aumentos excessivos ou tempos de recuperacdo dos niveis de cortisol
muito prolongados, ja revelam exercicio num nivel demasiado elevado e podem levar a

uma imunossupressao que predisponha o animal a doencgas (Van der Kolk, 2014).

2.4.3.1. Influéncia de fatores externos e internos

Sendo o cortisol um indicador de stress influenciado por diversos fatores, cuja variacdo
visa estimular o organismo a produzir uma série de respostas em funcdo de uma
adaptagdo, torna-se imperativo identifica-los e discuti-los para posterior analise da

possivel correlagdo com o desempenho desportivo.

- Ritmo circadiano

Em cavalos, assim como em outros animais e seres humanos, a intensidade de muitos
processos biologicos varia de acordo com o ritmo circadiano, que corresponde a um
periodo de 24 horas, sendo influenciado principalmente pela variacdo da luz e
temperatura entre o dia e a noite.

O ritmo circadiano foi recentemente analisado em cavalos durante um estudo realizado
por Janczarek (2013), na Hungria, no final de Agosto, com periodos de luz de 14 horas
e auséncia de luz de 10 horas, onde 20 cavalos (clinicamente sauddveis) sofreram a
menor manipulagdo possivel evitando distirbios desnecessarios. Como ¢ possivel
verificar através do grafico 3 verificaram-se niveis de cortisol maximos na parte da
manha, enquanto que os valores inferiores ocorreram durante a noite. No entanto, este

estudo reconhece a limitacdo do numero de ciclos avaliados e a necessidade de
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pesquisar a causa desta flutuacdo, pois hd estudos que ndo reconheceram o ritmo
circadiano em cavalos e outros referem que o ritmo circadiano ¢ interrompido se a
rotina diaria dos cavalos for alterada (Bohak et al., 2013; Becker-Birck et al. 2013). Ao
contrario das disciplinas de ensino, obstaculos e completo (Strzelec et al., 2011), ndo foi
encontrado um estudo que analise o efeito de uma prova de resisténcia sobre o ritmo
circadiano.
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Grifico 3: Perfil de variagdo da concentracdo de cortisol salivar durante 24 horas em 20
cavalos no seu ambiente normal (Bohék et al., 2013).

- Temperamento
Os valores basais de cortisol salivar diferem em grande parte entre os individuos
(Peeters et al., 2013). Um fator determinante para esta variabilidade inter-individual é o
temperamento, em parte determinado geneticamente. O temperamento condiciona a
maior ou menor intensidade com que um animal recebe um estimulo como uma ameaca
a sua homeostase (Peeters, 2012), e portanto, podem existir variagdes significativas na
secrecdo de cortisol (Janczarek et al., 2013). Desta forma, para uma avaliacdo concreta
perante fatores de stress ¢ recomendado medir os valores basais de cada individuo antes

de serem sujeitos aos mesmos (Peeters et al., 2013).

- Género

Relativamente ao género, o estudo de Janczarek (2013) avaliou a sua influéncia nos

36




niveis de cortisol durante uma prova de resisténcia, tendo verificado valores mais baixos
nos garanhdes do que nas éguas e cavalos castrados. No entanto, estd descrito que as
variacdes dos niveis de cortisol devidas ao género s6 sdo significativas quando
avaliadas éguas gestantes ou no periodo pos-parto, pelo aumento da disponibilidade da

globulina de ligagdo aos corticosteroides (CGB) (Peeters, 2012).

- Idade e experiéncia
A idade e a experiéncia sdo dois fatores inter-relacionados. Os cavalos mais velhos
apresentam niveis de cortisol mais baixos (Nogueira et al., 2002), este resultado estd em
diversos estudos associado a experiéncia ou ao fenémeno de stress cronico (McKeever
& Gordon, 2008). Uma vez que se tem verificado que os cavalos mais velhos atingem
valores maximos de cortisol mais cedo que os mais novos (McKeever & Gordon, 2008),
¢ possivel que sejam mensurados valores mais altos nestes cavalos em etapas

intermédias do percurso em relacdo aos obtidos no final da prova (Janczarek et al.,

2013).

- Transporte
Virios autores afirmam que o transporte influencia negativamente o estado fisico e
mental dos cavalos de desporto (Fazio ef al., 2008). Contudo Janczarek (2013) refere
que apesar de verificar que o transporte ¢ sem duvida um fator de libertagao de cortisol
ndo verificou uma correlagio entre o tempo de transporte e os niveis de cortisol no final
da prova, concluindo que a sua influéncia pode afetar apenas até certo ponto da prova
apoOs o qual outros fatores se tornam mais importantes (Janczarek et al., 2013). Peeters

(2012) também refere estudos que desvalorizam o impacto do transporte em equinos.

- Treino
Apos o exercicio, um aumento da concentracdo de cortisol ¢ normal. Este aumento varia
com a intensidade e duracdo do esforgo fisico (Peeters, 2012). Os cavalos treinados t€ém
variagoes de cortisol menores (Van der Kolk, 2014), atingindo concentragdes maximas

mais cedo e com tempo de recuperagdo mais rapido (McKeever & Gordon, 2008).
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- Temperatura ambiente e humidade relativa
A temperatura e humidade mais elevadas dependendo da intensidade, da duracdo e da
aclimata¢do, podem levar ao aumento do risco de stress por calor e ao aumento dos

niveis de cortisol (Didelot, 2006).

- Distancia percorrida em prova
No que diz respeito a distancia percorrida em prova, referindo-se a cavalos a concorrer
em provas de 160 Km, foram encontrados niveis de cortisol mais elevados apds
percorrer essa totalidade de quilometros, o que vai de encontro a outras referéncias que
mencionam uma relacio direta entre o aumento dos niveis de cortisol com a duracio do
exercicio. Podem ser observados valores mais baixos durante distincias médias que
revelam boa preparagao fisica e estdo associados a diminui¢cdo da emocgdo do cavalo na
propria participacao, em parte pela sucessiva diminui¢do da concorréncia, manifestando

a adaptacdo ao ambiente da competi¢ao (Janczarek et al., 2013).

2.5. Determinacao dos niveis de cortisol

2.5.1. Meios para analise de cortisol

O cortisol, tal como ja foi referido, ¢ uma hormona glucocorticoide que pertence ao
grupo das hormonas esterdides produzidas no cortex das glandulas adrenais. As
hormonas esterdides sdo sintetizadas a partir do colesterol, através de uma série de
processos enzimaticos, sendo libertadas imediatamente ou pouco tempo apds a sua
sintese, pelo que ndo sdo armazenadas na glandula secretora em quantidades
significativas. Consequentemente as concentragdes plasmaticas sdo o reflexo da taxa de
secrecdo e a sua taxa de remog¢ao metabdlica ¢ geralmente constante (Reece, 2005).

Como esterdide o cortisol ¢ uma hormona lipofilica, apresentando uma solubilidade
limitada em solucdes aquosas, pelo que tem que ser transportado no sangue em
associacdo reversivel a determinadas proteinas de ligacdo especifica ou ndo especifica.
Assim, no transporte para os tecidos-alvo 75% do cortisol encontra-se ligado a CBG,
uma globulina com alta afinidade para o cortisol, e 15 % ligado a albumina (ligacdo ndo

especifica). A forma livre das hormonas esteroides ¢ a que tem capacidade de atravessar
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as membranas dos vasos sanguineos e de exercer a¢do sobre as célula-alvo, o que no
caso do cortisol pode corresponder entre 1-10% da quantidade total (Greco &
Stabenfeldt, 2004).

As hormonas e as células-alvo de um tecido interagem de modo especifico. Os
esteroides, por serem lipossoliiveis, conseguem atravessar as membranas celulares,
podendo encontrar os seus recetores localizados no citoplasma ou no ntcleo. A
interagdo recetor-hormona desencadeia uma cascata de reagdes intracelulares que
permite a producdo de respostas efetivas mesmo em baixas concentragdes (Greco &
Stabenfeldt, 2004).

Em suma, apds sintese, o cortisol fica disponivel no sistema circulatério podendo ser
detetado em vérios fluidos ou excregdes bioldgicas. Em equinos, a determinagdo dos

niveis de cortisol estd validada no sangue, saliva, urina e fezes.

2.5.1.1. Sangue

A determinac¢do dos niveis de cortisol através de amostras sanguineas ¢ o método mais
antigo para detecdo de cortisol, no entanto ndo ¢ o método de eleicdo por apresentar
varios inconvenientes, tais como implicar uma colheita invasiva e dolorosa que so6 por si
pode iniciar uma resposta ao stress (Kaushik et al., 2014).

Em cavalos, a concentracao sérica de cortisol inclui duas fragdes, a livre ou ativa (de
apenas 10%) e a ligada ou inativa (de cerca de 90%). Consequentemente, os testes para
a medicao de cortisol no sangue envolvem a medi¢ao do cortisol total e em seguida ¢
necessario deduzir a fragdo ativa, denominada de Indice de cortisol livre (ICL) (Kaushik
etal., 2014).

Portanto, a determinacdo dos niveis de cortisol sérico para além das implicagdes ja
referidas requere a aten¢do de pessoas especializadas, equipamento estéril, preocupagao
acrescida pelo risco de infe¢des e cuidados de armazenamento (Kaushik et al., 2014), e

como método invasivo ndo ¢ permitido em contexto de prova.
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2.5.1.2. Saliva

A saliva tem tido crescente interesse como meio para andlise e dete¢do de concentragdes
de cortisol uma vez que ja existem estudos que comprovam uma elevada correlacio

entre os niveis de cortisol salivar e sanguineo (Kegdzierski ef al., 2013a).

Ao contrario da apresentagdo no sangue, 0
Blood

cortisol salivar existe inteiramente no vessel saliva Saliva
[ ]

estado biologicamente ativo, resultando da :% ° Z% °

difusdo passiva da fracdo livre para as ° % ¢ % .

glandulas salivares (Fig.6) (Peeters et al., °g § . § ¢

2011). ? ]

Estes dois meios diferem no tempo « Normal life » « Stress event »

®Cortisol (O CBG or albumin

necessario para que, apos a estimulacdo de

stress, se reflita o valor maximo de | Fig. 6: Esquema de difusdo passiva do
cortisol ao nivel das glandulas salivares

cortisol, levando cerca de 20 minutos para
(Peeters, 2012).

se refletir no plasma (Kedzierski et al.,

2013a) e 30 minutos para se refletir na saliva (onde concentragdo de cortisol parece ser
independente do volume salivar (Peeters, 2012)). Este tempo de laténcia ¢ variavel e
dependente da intensidade e duracdo do stress (Kedzierski ef al., 2013b). Enquanto
houver CBG e albumina livres a concentragdo de cortisol salivar pode ser muito mais
baixa que no sangue (Kaushik ez al., 2014), apos saturacdo completa destas proteinas ha
um aumento do cortisol livre que se traduz num aumento de cortisol salivar superior ao
do soro. No ultimo caso, os niveis de cortisol salivar tornam-se mais expressivos e
especificos na determinacdo do aumento da actividade do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal. (Peeters ef al., 2011). Ao contrario da amostra sanguinea a saliva pode ser
armazenada a temperatura ambiente ( Strzelec et al., 2011). A desvantagem da andlise
de cortisol em amostras salivares prende-se com o fato de necessitar de ensaios de alta
sensibilidade com baixos limites de detecao (Kaushik ez al., 2014).

A colheita de amostras salivares compreende um método ndo invasivo, indolor e rapido,
geralmente bem aceite pelo cavalo (Fig. 7) (Peeters et al., 2011), que tem assumido
procedimentos padrdo faceis de executar desde a recolha, ao manuseamento e

armazenamento, o que favorece uma pratica semelhante com menor variabilidade nos
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resultados analisados e aumenta as perspetivas quanto a aplicabilidade em tempo real e

detegdo continua de cortisol (Kaushik ez al., 2014).

Fig. 7: Colheita de saliva - Método ndo invasivo, indolor e rapido, geralmente bem
aceite pelo cavalo (fotografia cedida pelo Professor Paulo Fonseca).

2.5.1.3. Urina

Os niveis de cortisol na urina sdo determinados pela fracdo livre e requerem uma
medicao ao longo de um periodo de 24 horas. A excrecdo de hormonas, sais e outras
substancias residuais através da urina € um processo bem caracterizado, existindo um
conhecimento sobre a concentracdo normal destas substancias, pelo que a observagao de
uma variacdo dréstica nas concentragdes de cortisol permite diagnosticar variagdes na
funcdo adrenal (Kaushik et al., 2014).

Embora o método de andlise deste fluido seja ndo-invasivo e indolor apresenta
desvantagens no que diz respeito a conveniéncia e fiabilidade. Nomeadamente, este
meio de andlise ndo permite detetar variagdes ligeiras e transitorias (Peeters, 2012), e
como a colheita da urina ¢ realizada durante um periodo de 24 horas, ¢ necessario
confinar o animal a um local e manté-lo sob vigilancia durante esse periodo,
interferindo assim com a sua rotina normal. Apds a colheita ¢ preciso armazenar sob

refrigeracdo até que seja entregue a um laboratorio apropriado (Kaushik et al., 2014).
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2.5.1.4. Fezes

A técnica de amostragem para determinag@o de metabolitos de cortisol em fezes segue
um método simples que oferece a vantagem de conseguir amostras sem contato direto
com o animal (Mostl & Palme, 2002).

A concentra¢do de metabolitos de cortisol numa amostra fecal reflete a produg¢do de um
nivel médio de cortisol em circulagdo durante um longo periodo de tempo (Fureix et al.,
2013), sendo a evolugdo temporal da sua excre¢do demorada e variavel. Este tipo de
amostra requer uma colheita no periodo de 24 horas, devendo ser avaliada a massa fecal
total, onde idealmente as fezes devem se congeladas imediatamente pds-excre¢do para
evitar a degradacdo (Hughes et al., 2010). Na utilizagdo de amostras de fezes deve
considerar-se o potencial impacto de variagdes na flora intestinal, sendo que a
composicdo bacteriana vai influenciar o tipo e/ou a quantidade de metabolitos
hormonais. Assim, os metabolitos de cortisol medidos nas fezes sdo produtos de uma
ampla modificagdo por bactérias (Fureix et al., 2013).

Portanto este meio de andlise torna-se adequado para estudos longitudinais, com
monitorizagdes por periodos prolongados, e pelo contrario, ¢ inadequada para detetar
variagoes ligeiras e transitorias (Peeters ef al., 2011), como as que ocorrem numa
situagdo de stress durante uma competi¢do. Estas amostras adquirem assim especial
importdncia na gestdo da vida selvagem, biologia da conservagdo, ecologia
comportamental e ambiental (maneio, habita¢do, transporte, etc.) (Mdstl & Palme,

2002).

2.5.2. Métodos de analise de cortisol salivar

2.5.2.1. Técnicas cromatograficas

As técnicas cromatograficas representam as técnicas mais antigas de analise do cortisol.
Tém como principio a separacdo do cortisol a partir do meio biologico utilizando um
processo de transferéncia de massa de adsor¢do induzida. A amostra ¢ sujeita a
procedimentos de extragdo, purificagdo, separagdo por cromatografia liquida e
espectrometria de massa para a identificacao e quantificacio de cortisol (Kaushik et al.,

2014).
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Apesar destas técnicas demonstrarem capacidade de detegdo de cortisol em niveis
fisioldgicos, carecem de especificidade na medicdo de baixas concentracdes e aquando
da interferéncia de substancias diluidas na amostra, necessitando de muitos
procedimentos de cromatografia liquida de alto rendimento durante a fase de pré-

processamento, tais como a extracao da fase solida (Kaushik ez al., 2014).

2.5.2.2. Imunoensaios

Os problemas existentes nas técnicas cromatograficas podem ser minimizados
utilizando imunoensaios. Estes baseiam-se no elevado grau de seletividade e
especificidade de uma reagdo antigénio-anticorpo, o que os torna técnicas de eleicao
para a dete¢do da presenca e medi¢do da concentragdo de uma substincia de interesse

(Kaushik et al., 2014).

- Radioimunoensaio

O radioimunoensaio basea-se num ensaio de competi¢do. Esta técnica utiliza tubos
revestidos com anticorpos monoclonais anti-cortisol, aos quais ¢ adicionada amostra (tal
como os padrdes e controlos) com um marcador de cortisol, o radioisétopo iodo 125
(I125). Apos incubacdo e lavagem, a radioatividade que permanece ¢ medida por um
contador gama, onde as reagdes sdo expressas em contagens por minuto (CPM). Os
CPM indicam-nos a quantidade de ligacdes que o 1125 fez e que serd tanto maior quanto
maior for a presenca de cortisol. Uma curva de calibracdo ¢ criada e os valores
desconhecidos sdo determinados por extrapolagcdo a partir dessa (DRG-Internacional,
2014).

E um método de alta sensibilidade que permite rapidas e precisas determinagdes com
um limiar de dete¢do em nanogramas e picogramas por mililitro. Contudo, uma vez que
lhe estdo implicitos custos elevados, reagentes de vida média curta, varios riscos
operacionais bem como contamina¢do ambiental, a sua utilizacdo tem diminuido e dado
lugar ao uso de marcadores que emitem luz cuja intensidade vai permitir inferir quanto

a concentracao da substancia em analise (DRG-Internacional, 2014).
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- Ensaio imunoenzimatico
O ensaio imunoenzimatico (EIA) ¢ um método analitico que permite detetar e
quantificar a presenca de uma substancia com base em interagdes antigénio-anticorpo
marcadas por enzimas que vao refletir o grau de reacdes ocorridas .
No método Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) recorre-se a uma placa com
96 pocos (dispostos em 12 filas verticais cada uma com 8 pocos), cujo fundo € revestido
por um reagente de ligagdo especifico para uma determinada substancia designada de
fase estacionaria ou soélida, a esta ¢ adicionada a fase liquida, ou seja, a amostra que
contém a substincia especifica de quantidade desconhecida. Em seguida sdo
adicionados sequencialmente varios reagentes liquidos, sdo realizadas incubacdes e
lavagens, para que ocorram reagdes bioquimicas especificas que vao gerar um sinal
facilmente quantificado e interpretado refletindo a quantidade da substancia presente na
amostra. A "leitura" desse sinal ¢ geralmente baseada na dete¢do da intensidade de luz
transmitida através de espectrofotometria, que envolve a quantificagdo da transmissao
de comprimentos de onda especificos de luz através do liquido. A sensibilidade de
dete¢do da substancia depende da amplificacdo do sinal durante as reagdes analiticas e
para esse fim associam-se enzimas aos reagentes (Cortisol ELISA, 2014).
Existem dois tipos de ELISA:
- Nao competitivo: a amostra contendo os antigénios a determinar ¢ adicionada a uma
fase solida onde se liga de forma especifica aos anticorpos nela presentes. De seguida, ¢
realizada uma lavagem para eliminar os antigénios ndo ligados. Adicionam-se
anticorpos secunddrios ligados a enzimas (sendo aplicados como anticorpos de detegdo)
que se ligam especificamente aos anticorpos primdrios e efetua-se nova lavagem para
remover os conjugados anticorpo-enzima ndo ligados. Por ultimo, determina-se a
presenca e quantidade de antigénio presente de acordo com a intensidade de luz
transmitida (Seadi, 1998).
- Competitivo: a fase solida tem anticorpos ligados e a esta fase ¢ adicionada a amostra
com quantidade indeterminada de antigénios e em simultdneo sdo adicionados
antigénios marcados com a enzima. Ambos vao competir pelos locais de ligacdo dos
anticorpos que revestem os pocos, depois procede-se a incubacdo e a lavagem. Neste
tipo de ELISA a intensidade de luz desenvolvida ¢ inversamente proporcional a

quantidade de antigénios na amostra, porque quanto maior for a quantidade de
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antigénios em analise menor a possibilidade de ligacdo dos antigénios marcados e assim
menor a intensidade de luz emitida, ou pelo contrario, quanto maior for a intensidade de
luz transmitida menor € a concentracao da substancia em analise (Seadi, 1998).

Os resultados sdo calculados através da construgdo de um grafico com a densidade 6tica
da amostra padrdo em fun¢do da sua concentragdo, usando um método computorizado a
concentragdo das amostras pode ser extrapolada diretamente a partir da curva de
calibragdo (Cortisol ELISA, 2014).

Portanto, este ¢ um teste de alta sensibilidade e especificidade, versatil sendo
atualmente considerado um método de andlise de primeira linha que tem sido muitas
vezes utilizado para validar os resultados obtidos a partir de técnicas mais recentes.
Utiliza reagentes estaveis que exigem menos precaugdes ambientais, sendo também
menos dispendioso. No entanto ¢ um método limitado pela necessidade dum volume de
amostra consideravel, ¢ algo complexo (com vérios passos de ensaio) e exige grandes

tempos de incubacdo (Kaushik et al., 2014).

- Imunoensaio electroquimicoluminescente (ECLIA)

Este imunoensaio baseia-se na propriedade quimicolumiscente eletro-gerada por
intermediarios submetidos a uma reacao altamente exotérmica para produzir um estado
eletronico excitado que emite luz (Kaushik et al., 2014).

ECLIA tornou-se uma técnica de imunoensaio altamente confidvel devido a alta
sensibilidade e controle preciso sobre a reagdo eletroquimica. O limite de dete¢ao obtido
permite a sua aplicagdo para a avaliacdo da atividade do sistema hipotalamo-hipofise-
adrenal. Este método oferece diversas vantagens de automacdo, sem pré-tratamento,

mais rapido que ensaios isotopicos e imunoenzimaticos (Kaushik et al., 2014).

- Imunoensaio eletroquimico de cortisol
Para superar custos e deficiéncias dos métodos de analise descritos, tem-se procurado
desenvolver técnicas de imunoensaio livres de marcadores com alta sensibilidade,
limites de detecdo mais baixos e maior gama de detecdo. Nesse sentido, surgiu
recentemente 0 imunoensaio eletroquimico como a alternativa mais promissora para
detecdo otica. Este imunoensaio baseia-se no principio de medig¢do das alteragdes nas

propriedades elétricas de um material condutor, devido a adsor¢cdo da substincia em
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andlise pelos anticorpos. A alteragdo elétrica ¢ atribuida a alteracdo da concentragdo das
espécies redox ativas na proximidade do elétrodo. A capacidade de processamento
microeletrénio da indudstria permitiu a constru¢do de microelétrodos que oferecem alta
sensibilidade e limites de detecdo muito baixos (Kaushik ez al., 2014).

As abordagens analiticas atuais contam com imunoensaios realizados em laboratdrios
distantes, envolvendo um longo percurso que passa pela colheita, processamento,
transporte, armazenamento, analise e finalmente emissdo de relatdrios. Assim, tém sido
explorados novos imunossensores € nanomateriais que funcionem como matriz de
suporte para a imobilizacdo dos anticorpos com vista a melhorar a sensibilidade e
seletividade de detecdo de cortisol, bem como tém sido desenvolvidas estratégias com
vista a melhorar a sua aplicabilidade, tornando-os imunes aos diversos fatores
ambientais (variagdes de temperatura, humidade, mudanca no pH, a exposicdo a luz,
etc), no entanto continuam a existir limitagdes para o seu uso a campo, onde o objetivo
¢ a determinagdo em tempo real encontrando-se esta uma &area em continuo

desenvolvimento (Kaushik et al., 2014).
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II1. Trabalho Experimental

3.1. Introducao

O stress ¢ um estado do organismo despoletado por estimulos enddgenos ou exdgenos
que causam um desequilibrio significativo da homeostase, interferindo assim com o
bem-estar de forma positiva (eustress) ou negativa (distress) (Peeters, 2012).

Os cavalos que praticam provas de resisténcia estdo sujeitos a exercicio prolongado com
niveis de intensidade moderada, onde a sua performance estd dependente da
coordenacao de vérios sistemas (McKeever & Gordon, 2008). Um equilibrio funcional
durante a realizagdo deste tipo de prova estd profundamente dependente da ativacdo do
sistema nervoso simpatico e do sistema hipotalamo-hipo6fise-adrenal que conduzem ao
aumento da hormona libertadora de corticotrofina (CRH), adrenocorticotropina
(ACTH), noradrenalina, adrenalina e cortisol em circulagdo, sendo estes indicadores que
refletem a tensdo implicita ao exercicio (Van der Kolk, 2014).

As avaliagcdes médico-veterindrias realizadas durante as provas de resisténcia sdo
subjetivas e tém-se mostrado ineficientes face ao desenvolvimento exponencial da
modalidade, sobretudo pelas velocidades praticadas atualmente, com um aumento
significativo de relatos de morbilidade, pondo em risco a funcionalidade ou mesmo a
vida dos cavalos. Assim, ¢ fundamental criar um suporte cientifico capaz de
acompanhar esta evolu¢do e de encontrar novos métodos que complementem a
avaliagdo existente. No futuro, a solugdo passa por associar ao exame clinico a
utilizagdo de métodos objetivos ndo invasivos que possibilitem aos médicos veterinarios
identificar mais precocemente cavalos em risco e substanciar a eliminag¢do destes das
provas. Por outro lado, um método objetivo ndo invasivo também pode ser uma
ferramenta de interesse e de facil acesso para proprietarios e treinadores de modo a
avaliar os seus cavalos no processo de treino analisando-os quanto a sua evolucdo e
performance.

O cortisol ¢ um glucocorticoide influenciado por diversos fatores (nomeadamente pelo
ritmo circadiano, temperatura ambiente, humidade relativa, sexo, idade, entre outros),
determinado como possivel indicador objetivo de stress em pessoas e animais em

situagdes adversas e que tem sido alvo de varios estudos em cavalos sujeitos a atividade
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fisica, estando a sua determinacdo validada no sangue, saliva, urina e fezes. A saliva
tem se tornado o meio de elei¢do para a determinacdo dos niveis de cortisol em equinos
uma vez que neste meio ele existe inteiramente no estado biologicamente ativo (sendo
esta a vantagem em relacdo ao sangue) e permite detecdes ligeiras e transitorias (ao
contrario das fezes e urina). A colheita de amostras salivares compreende um método
ndo invasivo, indolor e rapido, geralmente bem aceite pelo cavalo (ndo despoletando
stress) que tem assumido procedimentos padrao faceis de executar desde a recolha, ao
manuseamento e armazenamento, favorecendo uma pratica semelhante com menor
variabilidade nos resultados analisados e aumentando as perspectivas quanto a
aplicabilidade em tempo real (Kaushik et al., 2014).

No estudo de Janczarek et al. (2013) foram avaliados os niveis de cortisol salivar em
cavalos PSA de resisténcia equestre, estes cavalos encontravam-se a participar em
provas com distancias entre 80 ¢ 100 Km; em média tiveram 2.45 ng/ml em repouso,
9.13 ng/ml nas distdncias médias e 11.57 ng/ml 30 minutos apds o final da prova.
Noutro estudo, realizado por Kedzierski et al. (2013a) foram avaliados os niveis de
cortisol salivar em cavalos PSA mas de corrida, tendo este estudo sido realizado durante
um treino; as médias dos niveis de cortisol foram 0.38 ng/ml em repouso, 1.97 ng/ml
imediatamente apds o exerciccio, e 1.83 ng/ml 30 minutos apds o exercicio.

O ensaio imunoenzimdtico (EIA) ¢ um método analitico que permite detetar e
quantificar a presenca de uma substancia com base em interagdes antigénio-anticorpo
marcadas por enzimas, sendo um teste versatil de alta sensibilidade e especificidade,
que utiliza reagentes estdveis ndo exigindo especiais precaugdes operacionais e
ambientais, para além disso também ¢ menos dispendioso (Kaushik et al., 2014) o que o
torna uma boa opgao.

Este estudo tem por objetivo avaliar a utilidade do doseamento de cortisol salivar como
indicador objetivo de stress e de performance durante dois concursos de resisténcia
equestre, através da determinagdo dos niveis de cortisol salivar e associagdo com o0s
dados das avaliagdes médico-veterinarias, caracteristicas individuais dos cavalos,
condicdes ambientais e desempenho. Para além disso, pretendeu-se avaliar a

exequibilidade das colheitas de saliva durante a competicao.
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As hipoteses deste estudo sdo:

1) Ha diferenca entre os niveis de cortisol salivar e os varios momentos em que foi
feita a colheita (casa e grelhas veterindrias 0, 1, 2 e 3);

2) Ha associagdo entre o cortisol e a varidvel fisioldgica - frequéncia cardiaca - e as
variaveis de performance - velocidade média, tempo de recuperacao e
classificagao;

3) Ha diferenga dos niveis de cortisol no grupos de cavalos participantes na prova

de 40 ¢ 80 Km.

3.2. Material e métodos

3.2.1. Cavalos

Este estudo baseou-se numa amostra de conveniéncia de cavalos a participar em dois
tipos de provas de resisténcia equestre realizadas no mesmo dia. Os concorrentes
participaram  voluntariamente apd6s leitura do consentimento informado do
procedimento (anexo 1).

Os cavalos participantes no estudo concorreram em duas provas de velocidade
controlada, uma de 40 Km (Concurso de Endurance de Promogao - CEP 40 Km) e outra
de 80 Km (Concurso de Endurance de Promocao - CEP 80 Km).

Do total de 23 participantes processaram-se as amostras correspondentes a 11
participantes (cinco a competir na prova de 40 Km e seis na prova de 80 Km), com
idades compreendidas entre os cinco e os oito anos, dos quais trés sdo fémeas, cinco sdo
machos castrados e trés sdo garanhdes.

Com a excegdo de dois participantes, todos sdo Puro Sangue Arabe (PSA), sendo um
deles Anglo-arabe (AA) e o outro Cruzado Portugués (CP). Apenas um participante ndo
concorreu com o seu treinador ou com alguém que o monte com frequéncia. Dois dos
participantes vivem em boxe e os restantes ao ar livre ou em regime misto (boxe e
paddock), sendo a alimentagdo destes constituida por feno, ragdo e pastagem. O
transporte para o local da prova foi realizado no dia da mesma, tendo o tempo de

transporte variado entre 30 minutos e 1 hora e 30 minutos.
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3.2.2. Desenho experimental e colheita de amostras

As informacdes sobre os cavalos foram obtidas por
escrito a partir dos responsaveis pelos cavalos e
pagina de internet da Federacdo Equestre Portuguesa.

Os detalhes técnicos sobre os resultados das provas,

tais como velocidades médias (VM), tempos de

recuperacdo (TR) e classifica¢do, foram obtidos junto | Fig. 8: Colheita de amostra
salivar
(fotografia original)

da  cronometragem. Os fatores ambientais,

temperatura (T) e humidade relativa (HR), foram
medidos e fornecidos pela estagdo meteoroldogica do Centro de Geofisica da
Universidade de Evora, localizada na Herdade da Mitra (local onde estava estabelecida
a grelha médico-veterinaria). As informagdes sobre a avaliagdo médico-veterinaria -
frequéncia cardiaca (FC), tempo de replecdo capilar (TRC) e tempo de retragdo da prega
cutanea (TRPC) - foram obtidas a partir dos verbetes veterinarios.

A colheita de saliva realizou-se através da utilizagdo de kits de recolha Salivette®

Sarstedt, sendo este constituido por um tubo de plastico pm

incluindo algoddao de forma cilindrica especifico para

doseamento de cortisol salivar. As amostras de saliva foram

colhidas antes da prova em casa (casa cortisol), na inspe¢ao rj

pré-raide (GVO0) e imediatamente apds cada etapa na grelha

“—

médico-veterinaria (GV1, GV2 ¢ GV3) de acordo com a

tabela 2, seguindo o método descrito por Peeters et al.

(2011). Este método compreendeu a inser¢do do algoddo na Fig. 9: Salivette® ¢
. . s . amostra apos

boca do cavalo, com ajuda de uma pinga hemostatica (Fig. et s

8), e a realizacdo de varias passagens nas bochechas, lingua (fotografia original).

ou palato, durante 30 a 40 segundos e por ultimo, a
colocacdo imediata do algoddo novamente no respetivo tubo do kit.

Os kits foram identificados com o nimero do participante e com letras correspondentes
a grelha veterinaria realizada (Fig. 9) (exemplo: a amostra da primeira grelha veterinaria
do cavalo 85 fica designada "85a"). As amostras foram refrigeradas até a centrifugacao.

A centrifugacdo foi realizada a 1500g durante 15 minutos a temperatura ambiente,
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seguindo-se 0 armazenamento das amostras a -20°C até a determinagdo dos niveis de

cortisol conforme indicado nas recomendagdes do Kit.

Tabela 2: CEP 40 e 80 Km - Ordem cronolédgica das grelhas médico-veterinarias
onde foram realizadas as colheitas de saliva e etapas com o ntimero de quilémetros

correspondentes.
I a lh lh Grelh
ns’peg'ao Etapa | Grelha Etapa 2 Grelha Etapa 3 relha
pré-raide vet. 1 vet. 2 vet. 3

Raide 40 Km GVO 20 Km GVl1 20 Km GV2 - -
Raide 80 Km GVO0 40,5 Km GV1 20 Km GV2 20 Km GV3

3.2.3. Analise laboratorial

Antes da andlise laboratorial as amostras foram sujeitas a um descongelamento
progressivo (tendo sido colocadas em recipientes com gelo) e foram centrifugadas de
modo a remover particulas que pudessem interferir com as ligagdes antigénio-anticorpo

(Salimetrics®

salivary cortisol, 2014).

O método de andlise utilizado foi o imunoensaio enzimatico ELISA recorrendo ao kit
Cortisol ELISA da IBL internacional (referéncia 52061). Todas as amostras foram
analisadas em duplicado. O ELISA (fig. 10) utilizado baseou-se no principio da
competicdo, onde uma quantidade indeterminada de antigénio presente na amostra e
uma quantidade fixa de antigénio marcado com enzima competem pelos locais de
ligacdo dos anticorpos que revestem os pogos. Apds incubagdo, os pocos foram lavados
para parar a reagdo de competicdo. Apos a reacdo do substrato, a intensidade da cor
desenvolvida (que ¢ inversamente proporcional a quantidade de antigénio na amostra)
foi medida em leitor de microplacas a um comprimento de onda de 450 nm. Os

resultados das amostras, expressos em ng/ml, foram determinados a partir da curva

padrao.
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Fig. 10: Andlise laboratorial - ELISA
(fotografias originais).

3.2.4. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS (IBM SPSS
Statistics, version 22, United States). Os resultados sdo expressos em valores médios e
desvio padrdo (X + DP). A importancia das diferencas entre os resultados obtidos foi
determinada pelo teste T para amostras emparelhadas. Para avaliar as correlagdes entre
as variaveis foi utilizado o teste de Spearman. A significancia estatistica foi aceite para
P < 0,05. Quando ndo se verificou uma relacdo linear foi efetuada a regressdo com

estimativa da curva.

3.3 Resultados

3.3.1. CEP 40 Km

3.3.1.1. Valores médios e desvio-padrao
- Condicoes climaticas

Na tabela 3 estdo representadas as condi¢des climaticas no momento em que foram
realizados os exames veterinarios e as colheitas de saliva em cada grelha médico-

veterindria, observando-se que a temperatura aumentou bastante entre a GVO e a GV1, e
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ligeiramente entre a GV1 e a GV2, enquanto a humidade relativa variou de forma

inversa.

Tabela 3: CEP 40 Km - Temperatura (°C) e humidade relativa (%) em cada grelha
médico-veterinaria.

GV GV1 GV2

X=Es X=Es X=Es
T (°C) 15.7+0 23.0+0 24.5+0
HR (%) 76.7£0 42.8+0 39.5+0

- Velocidade média e tempo de recuperacio

Na tabela 4 estdo representados os valores médios = DP dos pardmetros técnicos,
verificando-se que na 2* fase da prova (GV2) a velocidade média praticada foi superior,

tendo também aumentado o tempo de recuperagio.

Tabela 4: CEP 40 Km - Valores médios + DP, minimos, méximos dos parametros
técnicos - velocidade média (Km/h) e tempo de recuperacao (s) (n=5).

GV1 GV2
X+ts 13.83+1.57 15.01£1.35
VM (Km/h) min. 12.17 13.78
max. 15.64 16.90
X*s 3m16s+45s 6m2s+1m29s
TR (s) min. 2m26s 4m?26s
max. 4m21s 7m59s

- Parametros médico-veterinarios: frequéncia cardiaca, tempo de replecio

capilar e tempo de retracio da prega cutinea

Na tabela 5 estdo representados os valores médios £ DP dos parametros médico-
veterindrios analisados em cada grelha médico-veterinaria. A partir da grelha médico-

veterindria 1 (GV1) a média do tempo de replecdo capilar aumentou para 2 segundos.
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Tabela 5: CEP 40 Km - Valores médios = DP, minimos, maximos dos parametros
médico-veterinarios dos cavalos examinados nas grelhas médico-veterinarias - FC
(bpm), TRC (s), TRPC (s) (n=5).

GV0 GV1 GV2
X+s min. max. X+s min. max. X+ts min. max.
FC 4448 32 50 6242 60 64 60+2 56 62
TRC 1+0 1 1 240 1 2 240 1
TRPC 1+0 1 1 1+0 1 2 1+0 1

3.3.1.2. Teste T para amostras emparelhadas

- Cortisol nos varios momentos

A tabela 6 foi construida com base no teste T para amostras emparelhadas e permite
comparar as concentragdes salivares médias de cortisol, representadas no grafico 4,
entre os varios momentos. Observa-se que a concentragdo média de cortisol salivar em
casa nao difere significativamente da concentracdo média de cortisol salivar na inspecao
pré-raide (GV0) mas difere significativamente (P<0,05) da GV1 e da GV2; enquanto a
concentragdo salivar média de cortisol na GVO e entre as grelhas nao diferiram

significativamente entre si (P>0,05).

Tabela 6: CEP 40 Km - Teste T para comparacao de médias de cortisol salivar
(ng/ml) em fun¢do do momento da recolha (n=5).

Cortisol salivar X*s
Casa 0,261 +0,112°
GVo0 0,533 +0,196™°
GV1 1,265 + 1,052°
GV2 1,403 + 0,834°

a,b,c

Letras diferentes representam médias com diferengas significativas entre si para P < 0,05
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Grifico 4: CEP 40 Km - Niveis médios de cortisol salivar (ng/ml)

3.3.1.3. Correlacoes de Spearman
- Cortisol nos varios momentos

As concentragdes salivares médias nos varios momentos foram igualmente avaliadas
através do coeficiente de correlacdo de Spearman e estdo apresentadas na tabela 7.
Nessa tabela verifica-se apenas uma correlacdo significativa entre as concentracdes de
cortisol salivar nas GV1 e GV2 (P=0,037), ou seja, os cavalos com niveis de cortisol
mais elevados na 1* fase da prova sdo também os que terminaram a prova com 0s niveis

mais elevados.
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Tabela 7: CEP 40 Km - Correlagdes de Spearman entre as concentragdes salivares
médias (ng/ml) nos varios momentos (n=5).

Casa GVO0 GV1 GV2
Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol
Casa (i
Cortisol Sig. (bilateral)
Coeficiente de
GV0 Correlag:ﬁ:) 09400
Cortisol Sig. (bilateral) 0,505
ST 0400 0500
Cortisol Sig. (bilateral) 0,505 0,391
GV2 oo 0,300 -0,600 0,900°
Cortisol  gj; (bilateral) 0,624 0,285 0,037

" A correlagio ¢ significativa para P < 0,05

- Cortisol e frequéncia cardiaca (variavel fisiolégica)

Através da tabela 8 observa-se a relagdo entre a frequéncia cardiaca e a concentragdo de
cortisol salivar média em cada momento. A correlacdo de Spearman entre as duas
variaveis na GVO € negativa e quase significativa (P=0,054), enquanto que nos restantes
momentos € positiva mas ndo significativa. Na figura 11 est4 representada a regressao
com estimativa da curva que demonstra a relacdo entre a concentragdo salivar média e a
frequéncia cardiaca antes de iniciar a prova (GV0) e nas grelhas médico-veterinarias 1 e

2.

Tabela 8: CEP 40 Km - Correlagdes de Spearman entre a concentragdo salivar
média (ng/ml) e a frequéncia cardiaca (bpm) no mesmo momento (n=5).

GVo0 GV1 GV2

FC FC FC

Cortisgl _Comiti -0,872° 0,474 0,447
ortiso

Sig. (bilateral) 0,054 0’420 0’450

" A correlagio ¢ significativa para P < 0,05
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Fig. 11: CEP 40 Km - Regressdes com estimativa da curva para demonstrar a
relag@o entre a concentracdo salivar média (ng/ml) e a frequéncia cardiaca (bpm)
antes de iniciar a prova (GVO0) e nas grelhas veterinarias 1 (GV1) e 2 (GV2).

- Cortisol e velocidade média (variavel de performance)

Na tabela 9 a correlagdo de Spearman revela a auséncia de correlagdes significativas
entre a velocidade média em cada grelha e as concentragdes salivares médias nos
mesmos momentos. Nao obstante, as correlagdes sdo sempre positivas, ou seja quanto
maior a velocidade maior a concentracdo de cortisol salivar. Na figura 12 esta
representada a regressdo com estimativa da curva que demonstra a relagdo entre a

concentragdo salivar média e a velocidade média nas grelhas médico-veterinarias 1 e 2.

Tabela 9: CEP 40 Km - Correlagdes de Spearman entre a concentragao salivar
média (ng/ml) e a velocidade média (Km/h) no mesmo momento (n=5).

GVv1 GV2

VM VM

. Coeficiente de Correlagdo 09800 0,500
Cortisol

Sig. (bilateral) 0,104 0,391

" A correlagdo é significativa para P < 0,05
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Fig. 12: CEP 40 Km - Regressao com estimativa da curva para demonstrar a relagao
entre a concentracao salivar média (ng/ml) e a velocidade média (Km/h) nas grelhas
veterinarias 1 (GV1) e 2 (GV2).

- Cortisol e tempo de recuperacgio (variavel de performance)

Através da tabela 10 verifica-se que ndo existem correlagdes de Spearman significativas
entre o tempo de recuperagdo em cada grelha e as respetivas concentragdes salivares
médias. Apesar disso pode observar-se que as correlagdes sao sempre positivas, ou seja

quanto maior a concentragdo de cortisol salivar maior o tempo de recuperagao.

Tabela 10: CEP 40 Km - Correlagdes de Spearman entre a concentragao salivar
média (ng/ml) e o tempo de recuperagdo no mesmo momento (s) (n=5).

GV1 GV2

TR TR
Cortisol Coeficiente de Correlagio 0,200 0,500
Sig. (bilateral) 0,747 0,391

" A correlagdo é significativa para P < 0,05

- Velocidade média e tempo de recuperacio (variaveis de performance)

A partir da tabela 11 verifica-se que correlagdo de Spearman ndo apresenta uma
correlacdo significativa entre a velocidade média e o tempo de recuperagdo na GV2. No
entanto pode observar-se que a correlacdo € positiva, ou seja quanto maior a velocidade

média maior o tempo de recuperagdo. Na figura 13 estd representada a regressdo com
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estimativa da curva que demonstra a relagdo entre a velocidade média e o tempo de

recuperagdo apos a 2° fase da prova.

Tabela 11: CEP 40 Km - Correlagdes de Spearman entre as variaveis de
performance velocidade média (Km/h) e o tempo de recuperagao (s) (n=5).

GV2

VM
GV2 Coeficiente de Correlagio 0,500
TR Sig. (bilateral) 0,391

" A correlagio é significativa para P < 0,05

500,00

(GV2) .
450,00+ y:54,2X-45 1 ,9
R’=0,27 i

350,00

300,007

250,00 T T T T
1300 14,00 1500 16,00 17,00

Fig. 13: CEP 40 Km - Regressao com estimativa da curva para demonstrar a relagao
entre a velocidade média (Km/h) e o tempo de recuperacao (s) apos a 2° fase da
prova (GV2) (n=5).

- Cortisol e classificaciao

A partir da tabela 12 consegue-se observar que correlagdo de Spearman ndo apresenta
uma correlacdo significativa entre os niveis de cortisol salivar durante a prova, ou seja
na inspecdo pré-raide (GVO0) e as grelhas médico-veterinarias 1 ¢ 2 (GV1 e GV2) e a
classificacdo. No entanto a correlacdo € positiva, ou seja, quanto maiores os niveis de
cortisol menor o valor da classificacdo e portanto melhor o resultado. Para a avaliacao
desta correlacdo a amostra diminuiu para 4 uma vez que um dos participantes foi
eliminado na ultima grelha e poderia influenciar negativamente os resultados. Na figura
14 esta representada a regressdo com estimativa da curva que demonstra a relacio entre

os niveis de cortisol salivar durante a prova e a classificagdo.
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Tabela 12: CEP 40 Km - Correlagdes de Spearman entre os niveis de cortisol
(ng/ml) durante a prova (GVle GV2) e a classificacdo da prova (n=4).

Classificacao
Coeficiente de Correlagdo -0,800
Cortisol
Sig. (bilateral) 0,200

" A correlagdo é significativa para P < 0,05

10,00

y=-4,6x+10,5
R?*=0,65

{ T T T T
50 1,00 150 2,00 250

Fig. 14: CEP 40 Km - Regressao com estimativa da curva para demonstrar a relagao
entre os niveis de cortisol salivar durante a prova (ng/ml) e a classificagdo na prova
(n=4).

3.3.2. CEP 80 Km
3.3.2.1. Valores médios e desvio-padrao
- Condicoes climaticas

Na tabela 13 estdo representadas as condig¢des climaticas no momento em que foram
realizados os exames médico-veterindrios e as colheitas de saliva, observando-se que a

temperatura aumentou bastante entre GV0 e GV1, e ligeiramente entre GV1, GV2 e

GV3, enquanto a humidade relativa variou de forma inversa.
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Tabela 13: CEP 80 Km - Temperatura (°C) e humidade relativa (%) em cada grelha
médico-veterinaria.

GVo0 GV1 GV2 GV3

X+s xX+s X+s X+s
T (°C) 15.7+0 23.0+0 24.540 25.8+0
HR (%) 76.7+0 42.8+0 39.54¢0 37.240

- Velocidade média e tempo de recuperacio

Os valores médios + DP dos parametros técnicos estdo representados na tabela 14,
verificando-se que apesar da velocidade média na GV2 ter sido inferior em relagdo as
outras duas grelhas, o tempo de recuperagdo médio aumentou de fase para fase. Na
ultima grelha médico-veterinaria (GV3) observaram-se os valores médios mais altos

tanto na velocidade média como no tempo de recuperacao.

Tabela 14: CEP 80 Km - Valores médios = DP, minimos, maximos dos parametros
técnicos - velocidade média (Km/h) e tempo de recuperacao (s) (n=6).

GV1 GV2 GV3
X+s 14.86+0.23 14+0.53 14.97+1.74
VM (Km/h) min. 14.67 13.25 13.98
max. 15.20 14.42 18.05
X+s Smls£2m21ls  5m39s:2mlls 6ml4s+2m21s
TR (s) min. 2ml4s 2m20s 2m43s
max. 7m13s 7m44s 8m51s

- Parametros médico-veterinarios: frequéncia cardiaca, tempo de replecio

capilar e tempo de retracio da prega cutinea

Na tabela 15 estdo representados os valores médios £ DP dos pardmetros médico-

veterinarios analisados em cada grelha médico-veterinaria. Tal como no raide de 40
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Km a frequéncia cardiaca na inspecao pré-raide (GVO0) é o pardmetro com maior desvio
padrao (DP+10). As médias da frequéncia cardiaca foram aumentando até¢ 4 VG2 tendo
se mantido na VG3, assim como os limites. A média do tempo de replecdo capilar
também aumentou para 2 segundos partir da grelha médico-veterindria 1 (GV1). O
tempo de retragdo da prega cutanea sofreu alteragdes apenas a partir da grelha médico-

veterinarias 3.

Tabela 15: CEP 80 Km - Valores médios = DP, minimos, maximos dos parametros
médico-veterinarios dos cavalos examinados nas grelhas médico-veterinarias - FC
(bpm), TRC (s), TRPC (s) (n=6).

GV GV1 GV2 GV3
X+s min. max. X£s min. max. X+s min. Max. X*S min. max.
FC 47+£10 36 64 55£9 40 64 60+4 52 64 60x4 52 64
TRC 1+0 1 1 2+1 1 2 2+1 1 2 2+1 1 3
TRPC 1+0 1 1 1+1 1 2 1+0 1 2 2+1 1 3

3.3.2.2. Teste T para amostras emparelhadas

- Cortisol nos varios momentos

A tabela 16 construida com base no teste T para amostras emparelhadas com o objetivo
de comparar as concentragdes salivares médias de cortisol entre os varios momentos,
representadas no grafico 5, observando-se que a concentracdo média de cortisol salivar
em casa difere significativamente (P<0,05) das concentragdes médias de cortisol salivar
em todos os outros momentos excepto antes da prova na inspecao pré-raide (GV0). Na
GVO0 a concentragao salivar média de cortisol ¢ diferente da GV1 ¢ da GV3 ndo
diferindo significativamente da GV2 que demonstra uma descida dos niveis de cortisol.
Quanto as diferengas entre médias dos niveis de cortisol salivar determinados ao longo
da prova (GV1, GV2 e GV3), a grelha médico-veterindria 1 ndo diferiu
significativamente da GV2 e GV3, contudo, entre a GV2 e GV3 ha diferengas

significativas.
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Tabela 16: CEP 80 Km - Teste T para comparacao de médias de cortisol salivar
(ng/ml) em fun¢do do momento da recolha (n=6).

Cortisol salivar xX+s
Casa 0,398 + 0,241°
GVo0 0,647 + 0,250*°
GV1 2,410 + 1,419
GV2 1,562 + 0,873"¢
GV3 2,230 + 0,835

0.4 etras diferentes representam médias com diferencas significativas entre si para P < 0,05

Cortisol ng/mL

Casa | GVO | GVI GV2 | GV3
=0=Raide 80 Km | 0,398 | 0,647 | 2410 | 1,562 | 2230

Grifico 5: CEP 80 Km - Niveis médios de cortisol salivar (ng/ml)
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3.3.2.3. Correlagoes de Spearman

- Cortisol nos varios momentos

As concentragdes salivares nos varios momentos foram igualmente avaliadas através do
coeficiente de correlagdo de Spearman, estando apresentadas na tabela 17. Nesta tabela
verifica-se apenas uma correlacdo significativa entre as concentragdes de cortisol salivar
nas GV1 e GV3 (P=0,042), ou seja, os cavalos com niveis de cortisol mais elevados
apoa a 1? fase da prova sdo também os que terminaram a prova com os niveis mais

elevados, tal como no raide de 40 km.

Tabela 17: CEP 80 Km - Correlagdes de Spearman entre as concentragdes salivares

médias (ng/ml) nos varios momentos (n=6).

Casa GVo0 GV1 GV2 GV3
Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol

C Coeficiente de
asa Correlagdo

Cortisol g, (bilateral)

Coeficiente de

GV0 Correlagao '0,771
Cortisol g (bitateral) 0,072
GVl oo 0,600  -0.486
Cortisol g (bilateral) 0,208 0,329
GV2 o 0,543 0,086 0,600
Cortisol g, (bilateral) 0,266 0,872 0,208
GV3 o 0,429 20,486 0,829* 0,429
Cortisol g, (pilateran) 0,397 0,329 0,042 0397

" A correlagio ¢ significativa para P < 0,05

- Cortisol e frequéncia cardiaca (variavel fisiolégica)

Através da tabela 18 observa-se a relacdo entre a frequéncia cardiaca e a concentragdo
de cortisol salivar em cada momento. A correlagdo de Spearman entre as duas variaveis
na grelha veterinaria 1 (GV1) é negativa e significativa (P=0,036), ou seja a um
aumento dos niveis de cortisol salivar estd associada uma frequéncia cardiaca mais

baixa. Na figura 15 estd representada a regressdo com estimativa da curva que
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demonstra a relagdo entre a concentragdo salivar média e a frequéncia cardiaca antes de

iniciar a prova e nas grelhas veterinarias 1, 2 e 3.

Tabela 18: CEP 80 Km - Correlagdes de Spearman entre a concentragao salivar
média (ng/ml) e a frequéncia cardiaca (bpm) no mesmo momento (n=6).

Coeficiente de
Correlagdo

Cortisol
Sig. (bilateral)

GVo0
FC

0,580
0,228

" A correlagio é significativa para P < 0,05

(Gvo;

y=14,66x+37,18
R?*=0,13

T
800

57,57

(GV2)

y=-1,03x+61,61
R’=0,42

T
1,000

T
1,500

GV1 GV2 GV3
-0,841* 0,093 0,535
0,036 0,862 0,252
| (GV1) y=-4.88x+67,13
45 R220,66
55,01 (GV3) y:—2,68X+65 ,96
R?*=0,26

Fig. 15: CEP 80 Km - Regressoes com estimativa da curva para demonstrar a
relacdo entre a concentracao salivar média (ng/ml) e a frequéncia cardiaca (bpm)
antes de iniciar a prova (GVO0) e nas grelhas veterinarias 1 (GV1), 2 (GV2) e 3

(GV3).

65




- Cortisol e velocidade média (variavel de performance)

Na tabela 19 a correlagdo de Spearman revela a auséncia de correlagdes significativas
entre a velocidade média em cada grelha e as concentragdes salivares nos mesmos
momentos. Nao obstante, as correlagdes sdo sempre positivas, ou seja quanto maior a
velocidade maior a concentracdo de cortisol salivar. Na figura 16 estd representada a
regressao com estimativa da curva que demonstra a relagdo entre a concentragdo salivar

média (ng/ml) e a velocidade média (Km/h) nas grelhas veterinarias 1, 2 e 3.

Tabela 19: CEP 80 Km - Correlagdes de Spearman entre a concentragao salivar
média (ng/ml) e a velocidade média (Km/h) no mesmo momento (n=6).

GV1 GV2 GV3
VM VM VM
Coeficiente de
Cortlsg] _Gomsisio 0,638 0,600 0,600
Sig. (bilateral) 0,173 0,208 0,208
" A correlagio é significativa para P < 0,05
5,000 - _ 3,000 _ R =0,24x-1,32
GVl y=3,61x-51,21 y=1,12x-13,97 (GV3) you ’
( ) R?=033 . (GV2) R’=0,53 " R’=0,29
o & .

0 T T T T T T 500 T T T T 00 T T T
1460 1470 14,80 14,90 1500 1510 1520 1320 1350 1380 1410 14,40 12,00 14,00 16,00 18,00

Fig. 16: CEP 80 Km - Regressdao com estimativa da curva para demonstrar a relagdo
entre a concentracao salivar média (ng/ml) e a velocidade média (Km/h) nas grelhas
veterindrias 1 (GV1), 2 (GV2)e 3 (GV3).

- Cortisol e tempo de recuperacio (variavel de performance)

Através da tabela 20 verifica-se que correlacdo de Spearman ndo revela correlagdes

significativas entre o tempo de recuperagdo em cada grelha e as respetivas
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concentragdes salivares. Apesar disso pode observar-se uma correlagdo negativa entre a
concentragdo do cortisol salivar na grelha veterinaria 1 e o tempo de recuperagdo na
mesma grelha, e pelo contrario correlagdes positivas entre a concentragdo do cortisol

salivar média e os respetivos tempos de recuperacdo nas restantes grelhas.

Tabela 20: CEP 80 Km - Correlagdes de Spearman entre a concentragao salivar
média (ng/ml) e o tempo de recuperagdo no mesmo momento (s) (n=6).

GV1 GV2 GV3

TR TR TR

Cortisgl _Conlsgio 10,086 0,200 0,086
ortiso

Sig. (bilateral) (),872 05704 0,872

- Velocidade média e tempo de recuperacio (variaveis de performance)

No que se refere a relagdo entre a velocidade média e o tempo de recuperacdo nas duas
primeiras grelhas o valor de P é muito elevado e o R? ¢ inferior a 0,05, pelo que nio se
justifica a sua apresentacao.

A partir da tabela 21 consegue-se verifica-se que correlacdo de Spearman ndo apresenta
uma correlacdo significativa entre a velocidade média e o tempo de recuperacdo na
grelha veterinaria 3. No entanto pode observar-se que as correlagdes sdo positivas, ou
seja quanto maior a velocidade média maior o tempo de recuperagdo. Na figura 17 estd
representada a regressdo com estimativa da curva que demonstra a relagdo entre a

velocidade média e o tempo de recuperacdo apos a 3* fase da prova.

Tabela 21: CEP 80 Km - Correlagdes de Spearman entre as variaveis de

performance velocidade média (Km/h) e o tempo de recuperagao (s) (n=6).

GV3

VM

GV3 Coeficiente de Correlagio 0,543
TR Sig. (bilateral) 0,266
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600,00

(GV3) y=36,7x-173,1
o R*=0,27

500,00

400,00+

300,00

200,00

100,00 T T T
12,00 14,00 16,00 18,00

Fig. 17: CEP 80 Km - Regressdo com estimativa da curva para demonstrar entre a
velocidade média (Km/h) e o tempo de recuperagao (s) apos a 3* fase da prova
(GV3) (n=06).

- Cortisol e classificaciao

A partir da tabela 22 consegue-se observar que correlacdo de Spearman ndo apresenta
uma correlacdo significativa entre os niveis de cortisol salivar durante a prova, ou seja
na inspe¢do pré-raide (GVO0) e as grelhas médico-veterinarias 1, 2 ¢ 3 (GV1, GV2 e
GV3) e a classificagdo. No entanto a correlagdo € positiva, ou seja, quanto maiores 0s
niveis de cortisol menor o valor da classificagdo e portanto melhor o resultado. Na
figura 18 estd representada a regressao com estimativa da curva que demonstra a relagao

entre os niveis de cortisol salivar durante a prova e a classificagdo.

Tabela 22: CEP 80 Km - Correlagdes de Spearman entre os niveis de cortisol
durante a prova (GV1, GV2 e GV3) e a classificacdo da prova (n=6).

Classificacao
Coeficiente de Correlagdo -0,600
Cortisol
Sig. (bilateral) 0,208
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12,00

y=-2,622x+13,16
» R%*=0.48

10,00+

9,001 o

5,00 T T T T
50 1,00 1,50 2,00 2,50

Fig. 18: CEP 80 Km - Regressdo com estimativa da curva para demonstrar a relagao
entre os niveis de cortisol salivar durante a prova (ng/ml) e a classificagdo na prova

(n=6).

3.4. Discussao

A temperatura ¢ a humidade mais elevadas aumentam o risco de stress por calor
(Didelot, 2006). A temperatura aumentou de grelha para grelha enquanto a humidade
relativa variou de forma inversa. Entre a inspe¢do pré-raide e a grelha médico-
veterindria 1 (GV1) houve um aumento substancial da temperatura ambiente, com uma
diferenca de 7,3° C, enquanto entre esta grelha e as restantes a diferenga foi de cerca de
1° C. No raide de 40 Km o grande aumento de temperatura durante a 1* fase pode
justificar o aumento do tempo de replecdo capilar logo na GV1. Esta alteracdo foi
acompanhada de uma frequéncia cardiaca média superior as restantes. No conjunto as
referidas observagdes, possivelmente, sdo a resposta fisiologica desencadeada pelo
aumento do stress por calor (Langlois, 2006), desidratacdo (Janczarek et al., 2013) e
alteracdo do equilibrio electrolitico (Robert, 2014). No raide de 80 Km o tempo de
retragdo da prega cutanea sé se alterou nas grelhas 2 e 3 (GV2 e GV3), o que pode
revelar uma tolerancia maior ao calor devido a melhoria dos mecanismos de dissipagdo
de calor conseguidas com o treino (Larson et al., 2013). Neste raide, a frequéncia
cardiaca apresentou uma evolucao diferente, foi aumentando até 4 GV2 e manteve-se na
GV3. Durante o exercicio a frequéncia cardiaca aumenta devido ao aumento da
estimulacdo pelo sistema nervoso simpatico em detrimento da estimulagdo do sistema

nervoso parassimpatico, com aumento da adrenalina em circulagdo (Marlin &
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Nankervis, 2008), seguindo-se, com algum atraso, um aumento da libertagdao de cortisol
(Becker-Birck et al., 2013). Inicialmente o aumento da frequéncia cardiaca ¢
proporcional ao esforco, depois deixa de ser linear e quando atinge a frequéncia
cardiaca maxima pode permanecer num plateau. Portanto o nivel de esforco atingido na
GV2 pode ter sido suficiente para atingir a frequéncia cardiaca maxima e pode ter sido
semelhante na GV3 porque as duas etapas que antecederam estas grelhas foram
semelhantes e a distancia percorrida foi igual (20 Km cada).

Durante a anélise das médias dos valores de cortisol salivar dos dois raides verificaram-
se alguns resultados distintos entre eles. Em ambos os raides houve um aumento dos
niveis de cortisol salivar entre as amostras de casa e da inspec¢do pré-raide o que revela
aumento da atividade hipotdlamo-hipofise-adrenocortical. Este aumento pode resultar
do stress causado pelo transporte (Fazio et al. 2008), pela antecipacdo da competicao
(Peeters, 2012; Becker-Birck et al., 2013) e pela reagdo ao novo ambiente (Peeters et
al., 2013). A maioria dos estudos também detetaram um aumento dos niveis de cortisol
15 a 30 minutos antes da competi¢do, considerando-o importante na resposta as
adaptagdes comportamentais e exigéncias fisiologicas, onde primeiramente ¢
responsavel por recrutar os devidos recursos energéticos, secundariamente afeta a
aprendizagem e emocao, ¢ por Ultimo desempenha um papel homeostatico regulando
outros sistemas sensiveis ao stress (Peeters et al., 2013). No entanto, apesar dos niveis
de cortisol salivar determinados na inspe¢dao pré-raide serem mais elevados que os
niveis detetados em casa ndo diferiram significativamente, facto que pode ser explicado
pelo facto destes cavalos terem experiéncia em ser transportados (Fazio ef al. 2008,
Becker-Birck et al., 2013) e ja terem ido a competigdes (Janczarek et al., 2013).

Durante o raide de 40 km a média dos valores de cortisol salivar aumentaram de forma
progressiva entre grelhas o que refletiu a contribui¢do neuroendocrina influenciada pela
duracdo do exercicio ja descrita noutros estudos (Janczarek et al., 2013; Kedzierski et
al., 2013a; Strzelec et al., 2011; Hyyppa, 2005; Nagata et al., 1999;). Ja durante o raide
de 80 Km a evolucao dos niveis médios de cortisol salivar foi diferente. Na GVO a
média do cortisol salivar diferiu significativamente da média na GVI1. Os valores
significativamente mais elevados na GV1 podem ser justificados pela emog¢do da
participag@o na prova (Cayado et al. 2006). Foi na VGI1 que se verificou o valor médio

mais alto e estd descrito que cavalos bem treinados atingem concentracdes maximas
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mais cedo (McKeever & Gordon, 2008). Uma ligeira descida dos niveis de cortisol apds
o pico na VG2, pode estar associada a uma dimui¢cdo da emocdo da participacdo na
prova, ou seja, mostra uma adaptacdo ao ambiente da competicdo e boa preparagdo
fisica (Janczarek et al., 2013). Se pelo contrario a descida fosse acentuada seria uma
reacdo de defesa do organismo contra a exaustdo (Cayado et al. 2006; Janczarek et al.,
2013). Na GV3 os niveis de cortisol salivar sobem novamente mas sem atingir os
valores registados na GV1. As varia¢des de menor amplitude estdo associadas a cavalos
melhor treinados (McKeever & Gordon, 2008).

A diferenca entre o cortisol salivar em casa e a tltima grelha veterinaria foi significativa
em ambos os raides. Este resultado demonstra como este nivel de exercicio representa
uma situacdo de stress que necessita da interven¢do de mecanismos neuroenddcrinos
(Hyypp4, 2005) para minimizar as perturba¢des da homeostase e aumentar a capacidade
para lidar com a exigéncia do exercicio (Hinchcliff & Geor, 2008).

A média dos niveis de cortisol do raide de 80 km foi superior a do raide de 40 Km o que
vai de encontro ao descrito por Janczarek (2013) que relaciona este resultado com a
distancia percorrida, sendo que quanto maior for maior sera a duragcdo do exercicio e
maiores serdo os valores de cortisol. No final do exercicio estdo descritos valores entre
3 vezes (Peeters et al., 2013) e 10 vezes (Janczarek et al., 2013) maiores que em
repouso, sendo estas diferengas justificadas pela duragdo do exercicio. Neste estudo,
apos os 40 Km os resultados foram 5 vezes maiores e ap6s os 80 Km os valores foram 6
vezes maiores que em repouso.

Através da analise das correlagdes de Spearman observou-se que nas duas provas os
cavalos com niveis de cortisol mais elevados apods a 1* fase da prova (GV1) sdo também
0s que a terminaram com niveis mais elevados.

Relativamente a associacdo entre o cortisol e a frequéncia cardiaca (varidvel
fisiologica), no raide de 40 Km verificou-se uma associa¢do negativa quase significativa
(P=0,054) entre as duas variaveis na inspec¢do pré-raide, isto sugere que quanto maior a
concentracdo média de cortisol salivar menor a frequéncia cardiaca. Neste caso deduz-
se que o cortisol estaria a ter um impacto positivo, revelando-se como eustress a durante
a adaptacdo ao novo ambiente (Peeters et al., 2013). No raide de 80 Km observou-se
uma correlagdo significativa entre as duas variaveis na GV1 e foi negativa, portanto,

nesta grelha médico-veterinaria o aumento dos niveis de cortisol salivar também foi
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associado a uma frequéncia cardiaca mais baixa manifestando-se como um indicador de
eustress. Este resultado também contribui para situacdo descrita por McKeever &
Gordon (2008) que refere que os valores de cortisol significativamente mais elevados na
GV1 podem ser sinonimos dos cavalos estarem bem treinados.

Nos restantes momentos a auséncia de significdncia entre o cortisol e a frequéncia
cardiaca ja tinha sido descrita por Becker-Birck (2013) que estudou a associagdo da
variacdo da frequéncia cardiaca e dos niveis de cortisol durante o exercicio verificando
que as mudangas ndo sdo exatamente paralelas. Janczarek (2013) refere que o cortisol se
relaciona de forma diferente com os vérios pardmetros médico-veterinarios avaliados e
que pode apresentar correlagdes significativas apenas no final da prova.

Entre o cortisol e as variaveis de performance, velocidade e tempo de recuperagdo, ndo
houve correlagdes significativas. No entanto, observou-se que hd uma tendéncia para
quanto maior a velocidade maior a concentracdo de cortisol salivar. Isto pode ser
explicado pelo facto de maior velocidade requerer maior exigéncia fisica, aumentando a
exigéncia metabolica para em simultaneo conseguir obter a quantidade de substrato
energético necessario, aumentar a eficdcia dos mecanismos de dissipacdo de calor e
manter o equilibrio dcido-base e hidroeletrolitico dentro de limites aceitaveis (Votion,
2014). Estudos anteriores também ndo conseguiram clarificar a relagdo entre a
velocidade e o cortisol (Janczarek et al., 2013; Nagata et al., 1999).

Quanto a associagdo entre o cortisol e o tempo de recuperacao no raide de 80 Km houve
uma correlacdo negativa (sem significancia) na GV1, ou seja, o aumento dos niveis de
cortisol salivar pode ter contribuido para diminuir o tempo de recuperag@o e nesse caso,
mais uma vez, os valores elevados verificados na GV1 parecem estar associados a
eustress. Pelo contrario, nas restantes grelhas as correlagdes entre a concentragdo do
cortisol salivar média e os respetivos tempos de recuperagao foram positivas. Os dados
obtidos ndo sdo idénticos aos observados por Janczarek (2013) que verificou uma
correlagdo positiva e significativa na ultima grelha da prova mas se aumentassemos o
nimero de animais testados talvez a correlacdo fosse significativa. Em termos
proporcionais quanto maior a velocidade maior a exigéncia fisica e por isso maior serd a
dificuldade e o tempo para recuperar, portanto esta tendéncia positiva ¢ expectavel. O
desejado pelos participantes ¢ que quanto maior for a velocidade a que realizam o raide

o aumento do tempo de recuperagdo seja o0 menor possivel porque isso vai traduzir-se
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numa performance melhor e consequentemente numa classificacdo melhor.

A correlagdo de Spearman ndo apresentou uma correlacdo significativa entre os niveis
de cortisol salivar durante a prova - inspecdo pré-raide (GVO0) e grelhas médico-
veterinarias 1, 2 ¢ 3 (no caso do raide de 80 Km) - e a classificacdo. Janczarek et al.
(2013) concluiu que a correlagdo entre o nivel de cortisol e os resultados desportivos ¢é
raramente visivel e que ndo hd uma resposta clara para a questdo de como o aumento da
atividade do cortex adrenal afeta os parametros médico-veterinarios dos cavalos ou a
sua velocidade durante a competicdo. Existem outros estudos que referem que grandes
aumentos dos niveis de cortisol levam a um mau desempenho. Kedzierski et al. (2013a;
2013b) estudou cavalos PSI e PSA de corrida e observou valores mais elevados em
cavalos menos treinados. Apesar de ndo significativa, a correlagdo observada no
presente estudo, ¢ positiva, ou seja, quanto maiores os niveis de cortisol melhor o
resultado. No raide de 40 Km o cavalo que ficou em primeiro lugar foi o que apresentou
o nivel de cortisol médio mais elevado. Assim, este estudo vai de encontro ao descrito
por Peeters et al. (2013) que associa valores significativamente mais elevados de
cortisol nos cavalos vencedores em comparagao com os vencidos. Esta autora avaliou os
niveis de cortisol salivar em cavaleiros e cavalos durante um concurso de obstaculos e
observou uma influéncia do cortisol sobre a performance oposta, ou seja, nos cavaleiros
os niveis mais altos corresponderam a piores performances enquanto nos cavalos

0COITEU O INVerso.
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IV. Conclusao

A colheita de amostras salivares foi um método nio-invasivo, simples, pratico e bem
aceite pelo cavalo que ndo interferiu com os procedimentos normais das competigdes.
Ha vérias diferencas significativas entre os niveis de cortisol salivar e os varios
momentos em que foram feitas as colheitas de saliva nos dois raides quando analisados
em separado. Destacou-se uma diferenca comum quanto aos niveis de cortisol em casa e
no final da prova. Tanto no raide de 40 km como no de 80 Km os cavalos com niveis de
cortisol mais elevados apds a 1* fase da prova (GV1) sdo também os que terminaram a
prova com os niveis mais elevados.

A relacdo entre o cortisol e a frequéncia cardiaca durante o exercicio ndo ¢ exatamente
paralela e por isso ndo houve uma associagdo significativa em todos os momentos. Este
estudo, tal como outros, ndo obteve uma associacdo significativa entre o cortisol e a
velocidade. A associacdo entre o cortisol e o tempo de recuperagdo também nao ficou
clara observando-se respostas diferentes em momentos diferentes. Relativamente a
associagdo entre o cortisol e a classificagdo, apesar de ndo ter sido significativa foi
sempre positiva, ou seja, quanto maiores os niveis de cortisol melhor o valor da
classificagcdo e portanto melhor o resultado, o que leva a querer que se a amostra fosse
maior esta associag@o poderia ter sido significativa.

O exercicio ¢ uma situacdo de stress que exige uma resposta fisiologica adaptativa do
organismo. Observando os resultados conclui-se que hd uma elevada variabilidade
individual e portanto sdo necessdrias amostras maiores para estabelecer mais
associagdes entre o cortisol, caracteristicas individuais dos cavalos, parametros
fisiolégicos e de performance.

Verificou-se que niveis elevados de cortisol podem ser benéficos e que ndo ha uma
associacdo linear entre niveis de cortisol elevados e ma performance como referido em
alguns estudos. Portanto sdo necessarios mais estudos para tirar quaisquer conclusdes
sobre a linha té€nue entre stress fisiologico "normal" e uma boa performance, do stress
"prejudicial" que compromete o bem-estar dos cavalos. Algumas solu¢des podem passar
por realizar procedimentos de rotina ao longo dos programas de treino para monitorizar
a melhoria ou deterioracdo da condi¢cdo desportiva, comparando andlises consecutivas;

acompanhar a progressao de alguns cavalos ao longo da sua vida desportiva, analisando
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as medi¢des de cortisol e os resultados desde o raide de promogao ao raide de 160 Km;
conseguir uma amostra de animais eliminados e procurar diferencia-los dos cavalos com
boas performances; ou estudar a variacdo dos niveis de cortisol em associagdo com
outras ferramentas.

Em conclusao, este estudo confirma que colheita de saliva para determinagao de cortisol
¢ uma técnica promissora para utilizacdo durante provas de resisténcia equestre mas
definir que nivel de cortisol ¢ mais benéfico do ponto de vista dos parametros
fisioldgicos observados durante as competigdes para obter a melhor performance ¢ um
grande desafio. Portanto, este estudo revelou limitagdes na utilizacdo do cortisol como
indicador objectivo para ajudar os médicos-veterinarios oficiais das provas a identificar
mais precocemente cavalos em risco ou para fundamentar a eliminagdo destes das
provas. Assim, hd a necessidade de pesquisar novas ferramentas objetivas e nao-

invasivas.
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Anexos

Anexo 1: Consentimento informado

I Raide Hipico de Sdo Pedro - Muralha de Evora

Sabado, 28 de Junho de 2014

Herdade da Mitra

Informacao Proprietarios/Cavaleiros - Projecto Clinico

"Doseamento de cortisol salivar em provas de resisténcia equestre:

stress versus performance”

1) O que é o cortisol salivar?

O cortisol salivar é uma hormona glucocorticdide produzida no cortex adrenal, envolvida na
homeostase de processos bioquimicos vitais durante o esforgo, situagdes de stress e reacgoes
fisiologicas. Esta hormona ¢é afectada por varios factores individuais, ambientais e pelo
exercicio (tipo, tempo e intensidade).

2) Qual o procedimento para colheita de saliva?

Para a colheita de saliva ¢ usado algoddo com forma cilindrica especifico para doseamento de

cortisol salivar (kit de recolha Salivette® - Sarstedt). O procedimento compreende a inser¢io do
algoddo na boca do cavalo, com ajuda de uma pin¢a hemostética, e a realizacdo de varias
passagens nas bochechas, lingua ou palato, durante 30 a 40 segundos. As amostras sdo
posteriormente centrifugadas e armazenadas até a determinagdo dos niveis de cortisol.

|

Retirado de http://reflexions.ulg.ac.be/cms/c_42521/en/assessing-equine-stress?part=3



3) Objectivo do estudo clinico

Determinar a utilidade do doseamento de cortisol salivar como indicador objectivo de stress em
cavalos antes, durante e apds provas de resisténcia equestre, colhido de forma nao-invasiva pela
saliva, numa tentativa de estabelecer correlagdes com a as informagdes obtidas a partir das
avaliacdes veterindrias, caracteristicas individuais, condi¢des ambientais e performance
desportiva.

4) Que cavalos sio elegiveis para participar neste estudo?

Cavalos participantes em trés tipos de provas de resisténcia equestre realizadas no mesmo dia:
- Velocidade controlada de 40Km (Concurso de Endurance de Promocgao - CEP 40Km)

- Velocidade controlada de 80Km (Concurso de Endurance de Promogao - CEP 80Km)

- Velocidade livre de 80Km (Concurso de Endurance Nacional - CEN1%*)

5) Como vao funcionar as colheitas durante a prova?

As colheitas de saliva serdo realizadas, antes da prova e imediatamente apds cada grelha
veterinaria.

6) Quais os requisitos para participar no estudo?

Aos participantes no estudo ¢ pedido que nao lhes seja dado alimento nos 30 minutos que
antecedem a colheita de saliva a realizar antes da prova.

7) Os resultados serdao comunicados aos cavaleiros?

Os resultados das avaliacdes poderdo ser divulgados aos cavaleiros ou proprietarios que
manifestem esse interesse.

8 )Quais sdo as contrapartidas da participacao do seu cavalo neste estudo?
Os concorrentes que participarem no estudo tém desconto na inscri¢do da prova.
9) Quais sao os riscos da participacdo do seu cavalo neste projecto?
O procedimento a realizar ¢ um método nao-invasivo e rdpido que ndo incomoda o cavalo.
10) Confidencialidade das informacdes obtidas nesse projeto

Os dados e imagens obtidos durante o estudo clinico (colheita da amostra, doseamento do
cortisol salivar , assim como a avaliag@o feita pelos veterinarios oficiais da prova, fotografias e
videos) sdo confidenciais. Caso esses dados e imagens sejam usados no futuro para alguma

publicagdo ou palestra, a identidade dos cavalos e cavaleiros ndo sera revelada.
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I Raide Hipico de Sdo Pedro - Muralha de Evora

Sabado, 28 de Junho de 2014

Herdade da Mitra

Inscricao no Raide e Estudo Clinico

(CEP 40 Km, CEP 80 Km, CEN* 80 Km)

Identificacdo do Proprietario

Nome

Telefone

E-mail

Identificacdo do Cavaleiro

Nome

Telefone

E-mail

il




Identificacao Cavalo

Nome

Idade

Sexo

Raga

Cardcter/temperamento

Maneio (ar livre, estabulo ou misto)

Alimentagao

Tempo de Transporte

Treinador do Cavalo

Leu o documento informativo para o cavaleiro:

- Sim e ACEITO participar no estudo clinico

- Sim NAO ACEITO participar no estudo clinico

Nota: O cavalo ndo deve ter alimento a disposi¢ao nos 30 minutos que antecedem a colheita de
saliva.

Contactos:

* equimuralha@hvetmuralha.com
*  www.hvetmuralha.com
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