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Resumo

O stress tem vindo a assumir um papel central nos estudos em Medicina Humana e
Veterinaria, dada a sua influéncia direta na saude fisica e comportamental dos individuos. No
caso do cavalo, uma espécie que ¢ uma presa por natureza, a suscetibilidade ao stress ¢
particularmente relevante. Alteragdes rotineiras como transporte, isolamento, mudangas de
ambiente ou alimentacdo constituem fatores potencialmente indutores de respostas de stress
agudo ou crénico. Paralelamente, a Medicina Veterinaria moderna tem evoluido no sentido da
adocdo de métodos de diagnostico e monitorizagdo minimamente invasivos, sendo a andlise
salivar um exemplo promissor nesse contexto.

Este estudo teve como principal objetivo avaliar o impacto da hospitalizacdo nas
respostas fisiologicas e comportamentais de stress em equinos, bem como a sua capacidade de
adaptagdo ao ambiente hospitalar ao longo do tempo. Adicionalmente, procurou-se validar o
uso da saliva como método ndo invasivo para a monitoriza¢do de biomarcadores associados ao
stress ¢ a inflamagao.

Foram avaliados 16 equinos hospitalizados durante um periodo minimo de cinco dias,
por motivo de doenga, lesdo ou para realizacdo de procedimentos eletivos. No momento da
admissdo e da alta hospitalar, foram realizados hemogramas e colhidas amostras biologicas,
incluindo saliva, para anélise de biomarcadores de stress e inflamagao. Paralelamente, ao longo
do internamento, procedeu-se a monitorizagdo diaria da frequéncia cardiaca e da variabilidade
da frequéncia cardiaca, parametros reconhecidos na avaliagdo do sistema nervoso auténomo e
da resposta ao stress.

Os resultados demonstraram que os cavalos apresentam sinais de stress agudo aquando
da admissdo, evidenciado pelos parametros fisiolégicos e hematologicos. Contudo, observou-
se uma tendéncia para estabilizagdo progressiva ao longo dos primeiros dias de hospitalizagao.
Entre os dias 3 e 4 foi registado um aumento de alguns dos parametros relacionados com a
variabilidade da frequéncia cardiaca(VFC) coincidente, na maioria dos casos, com o periodo
pés-cirargico — momento que, previsivelmente, representa um pico de desafio fisioldgico e
psicoldgico para o animal.

Em suma, este estudo refor¢a a nocdo de que a hospitalizacido ¢, per se, um fator
desencadeante de stress nos equinos, ainda que os animais apresentem uma certa capacidade de
adaptacao ao longo do tempo. Os dados obtidos sustentam também que, no caso do cortisol, a

saliva ¢ uma matriz Util para a monitorizagdo do mesmo. Ja a serotonina ndo apresentou



resultados, ndo sendo possivel generalizar esta matriz para biomarcadores de stress. No caso da
inflamacao, nenhum dos parametros avaliados mostrou correlagdo entre o sangue e a saliva, o
que demonstra que, para ja a saliva ndo ¢ um meio fidvel para a investigacao da inflamacgao.
Num futuro, podera ser valida em ambiente clinico, contribuindo para uma abordagem
mais ética e menos invasiva na Medicina Veterindria Equina. Ainda assim requer mais

investigagdo sobre o tema.

Palavras-chave: Stress; Inflamagao; Saliva; Cavalo;



Abstract

Stress has become a crucial component in both human and veterinary medicine studies,
given its direct impact on the physical and behavioural health of individuals. In the case of
horses, a species that is prey by nature, the issue of susceptibility to stress is of particular
relevance. It is evident that routine changes, encompassing factors such as transport, social
isolation, modifications in the environment and dietary shifts have the potential to induce for
the onset of acute or chronic stress responses. Concurrently, contemporary veterinary medicine
has undergone a transition towards the implementation of minimally invasive diagnostic and
monitoring methodologies. In this regard, salivary analysis represents a novel alternative for
the assessment of physiological biomarkers.

The primary objective of this study was to assess the impact of hospitalisation on
physiological and behavioural stress responses in horses, as well as their ability to adapt to the
hospital environment over time. Furthermore, the objective was to validate the use of saliva as
a non-invasive method for monitoring biomarkers associated with stress and inflammation.

A total of 16 horses hospitalised due to illness, injury or elective procedures were
evaluated over a period of five days. At the time of admission and discharge, blood counts were
performed and biological samples, including saliva, were collected for the purpose of analysis
of stress and inflammation biomarkers. Concurrently, throughout the period of hospitalisation,
daily monitoring of heart rate and heart rate variability was conducted. These parameters are
recognised in the assessment of autonomic status and stress response.

The results demonstrated that equines exhibited indications of acute stress upon
admission, as substantiated by physiological and haematological parameters. However, a
tendency towards progressive stabilisation was observed during the initial period of
hospitalisation. An increase in certain HRV-related parameters was observed between days 3
and 4, coinciding with the post-surgical period in most cases. This period is known to represent
a peak in physiological and psychological challenges for the animal.

In summary, the present study lends further support to the notion that hospitalisation is,
per se, a stress trigger in equines, despite the animals' demonstrated capacity to adapt over time.
The data obtained further corroborates the hypothesis that saliva is a viable matrix for the
monitoring of cortisol. Conversely, serotonin exhibited no significant outcomes, precluding the
generalisation of this matrix to stress biomarkers. In the context of inflammation, the evaluation

of various parameters revealed no discernible correlation between blood and saliva. This



finding indicates that, at present, saliva does not serve as a reliable medium for investigating
inflammation.

In the future, its validity in a clinical setting is a possibility, with the potential to contribute to
an ethical and less invasive approach in equine veterinary medicine. However, further research
is required on this subject.

Keywords: Stress, Inflammation, Saliva, Horse.
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Relatorio de estagio:

O estagio teve a duracdo de 6 meses, e foi realizado num periodo de 2 meses na Tonin
Medicina Desportiva, na orientagdo do Dr. Alexandro Giordani, e 4 meses no Hospital Escolar
de Equinos de Santo Estevao sobe orientacao do Dr. Jodo Borges.

A Tonin Medicina Desportiva, ¢ sediada em Curitiba, Parand, e ¢ uma clinica integrada
na Sociedade Hipica Paranaense, sede da Federacdo Paranaese de Hipismo. Esta clinica ¢
responsavel pela parte médico-veterinaria de toda a Sociedade Hipica, com cerca de 250
cavalos. Diariamente sdo observados 15 a 20 cavalos sendo que a casuistica se baseia na
profilaxia dos cavalos residentes, realizacdo de consultas ortopédicas, visto serem cavalos de
alto rendimento, mas também realizam outros procedimentos, como orquiectomia, remogdes
dentarias, exames pré-compra e também o acompanhamento em ambulatdrio. O autor, teve a
oportunidade de auxiliar na realizagdo de exames radiologicos e ultrassonograficos, como
também ajudar nas consultas ortopédicas e em todos os outros procedimentos referidos
anteriormente. Durante este estidgio, o autor acompanhou cavalos ao BH Festival, uma prova
em Sdo Paulo, com a presencga 2500 cavalos e também auxiliar a equipa veterinaria nas varias
provas realizadas na Sociedade Hipica Paranaese. Esta clinica tem também um bloco de
reabilitacdo equipado com aparelho de Laser, “Shockwave”, equipamento de campos
eletromagnéticos pulsados, aparelho de ultrassonoterapia, passadeira aquatica e passadeira
elétrica, sendo que o autor teve a oportunidade de trabalhar com todos estes equipamentos.

Casuistica: Tonin Medicina Desportiva

% DAS AREAS ABRANGIDAS

m Consultas Ortopédicas ~ mProfilaxia ~ mConsulta de Medicina Interna

Grafico 1: % das areas abrangidas
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% DE CONSULTAS INTERNAS VS
AMBULATORIO

m Consulta interna  m Consulta em ambulatério

Grafico 2: % de consultas internas VS ambulatorio

O Hospital Escolar de Equinos de Santo Estevao ¢ sediado em Santo Estevao, Portugal,
sendo o polo de equinos da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Lus6fona. Este
hospital conta com 9 boxes, sendo 4 boxes de internamento, 2 boxes de cuidados intensivos, 1
maternidade, 1 boxe para casos infetocontagiosos devidamente equipada e 1 boxe para casos
neuroldgicos. Conta ainda com 2 boxes de indug¢do, 1 bloco cirurgico devidamente equipado
para cirurgias de tecidos moles e artroscopia. Tem 2 salas de consulta, sendo que a sala de
consulta 2 estd equipada com um ecdgrafo fixo e um portatil muitas vezes utilizado nos servigos
de ambulatorio, e também tem um equipamento de radiografia totalmente digital. Esta
instalacdo tem ainda um robot edamis que realiza tomografia computorizada (TC), radiografia
e fluoroscopia em cavalos em estagdo. O hospital tem presente uma sala laboratorial onde se
encontram o equipamento de hemograma, de bioquimicas, de fibrinogénio e microscdpio 6tico.
Ao longo dos 4 meses em estagio, o autor teve a oportunidade de familiarizar-se com a rotina
hospitalar, auxiliando a restante equipa no tratamento dos cavalos internados. Participou em
cirurgias tais como: orquiectomia, colica cirargica, reducdo de fraturas, cirurgias oftalmicas e
artroscopias. O autor ajudou ainda em exames radiograficos, exames ecograficos e em consultas
ortopédicas. Participou em consultas de ambulatorio dadas pelos varios médicos veterinarios
afiliados ao hospital. Este autor teve a oportunidade de observar e auxiliar em exames pré-
compra. Realizou ainda colheitas de sangue, colocagdo de cateteres e administracdo de
medicagdes, sempre com supervisdo de superiores. Neste hospital, o autor teve contacto com

306 casos.
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Casuistica: Hospital Escolar de Equinos de Santo Estevao

% DAS AREAS ABRANGIDAS

Cirurgias 1

Neonatologia
Reproducgéao

Profilaxia

Exames Pré-compra
Consulta de dentisteria

Consulta de Medicina interna

Consultas Ortopédicas

o

20 40 60 80 100 120 140

Grafico 3: % das dareas abrangidas no hospital escolar de equinos em santo esteviao

% DE CONSULTA INTERNA VS
AMBULATORIO

m Consulta interna m Consulta em Ambulatoério

Gradfico 4: % de consultas internas VS ambulatério no hospital escolar de equinos de Santo Estevdo
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Introducio

Ao contrario dos predadores, em que a exploracao esté bastante ligada aos seus instintos,
nos animais considerados presas, a sua sobrevivéncia depende menos da tendéncia do animal
para explorar (Christensen et al., 2005). Como presas que sdo, os cavalos nascem com respostas

instintivas de defesa, que lhes proporcionam vantagens de sobrevivéncia (B. Riley et al., 2022).

1.1 O Cavalo e a sua Origem

Equus Ferus Cabalus mais conhecido como cavalo, ¢ hoje utilizado para a agricultura,
transporte, lazer e desporto (Desta, 2023; Klecel & Martyniuk, 2021; Muhammad, 2024) Estes
animais foram domesticados ha cerca de 5500 anos, e por terem sido considerados espécies
pecudrias, foram dos ultimos a ser considerados domésticos (Librado et al., 2016, 2017).

Ao longo do tempo, o equino foi integrado nas sociedades indigenas, tendo sido um
fator primordial na sua evolucdo social e ecoldgica (Timothy Treal). A domesticacdo dos
cavalos também permitiu a realizagdo de percursos de longo curso e foi um grande contributo
para as guerras, no entanto, a sua evolug¢do foi de tal forma abrupta que geneticamente, os
cavalos da atualidade ndo descendem da linhagem mais antiga conhecida aos dias de hoje,
associada a atrelagem, ordenhas e carne, mas sim de subespécies da eurasia ocidental que

acabaram por substituir as populagdes mais ancestrais (Librado et al., 2021).

1.2. O Mundo visto pelo cavalo

Os cavalos constroem memorias através de interagdes passadas influenciando assim as
suas respostas futuras. Desta forma, uma experiéncia positiva ou negativa com o humano pode
ser generalizada para novas (Fureix et al., 2009). Estes animais t€ém também a capacidade de
compreender sinais como expressdes faciais ou mesmo o tom de voz de um humano, tendo
assim uma vantagem na orientagdo do seu comportamento para situacdes novas e/ou
potencialmente perigosas, sendo uma forma de decidir uma aproximagao ou afastamento de um
determinado ser humano, num determinado contexto (Schrimpf et al., 2020).

Apesar da domesticagdo ter reduzido o risco de predagdo, os cavalos mantém uma
resposta de auto perseveranga face aos predadores, mesmo que atenuada relativamente aos seus
antecessores (Janczarek et al., 2020, 2021). E ainda possivel, que estes animais consigam
reconhecer e distinguir entre sinais de ameaga real e sinais sem relevancia (Janczarek et al.,

2021).
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Atualmente, muitos dos cavalos estdo confinados a alojamentos em boxe, em paddoks
e mesmo a campo. Situagdes como a mudancga do ambiente, podem muitas vezes gerar um
aumento de respostas de stress, entre as quais se salienta a apatia e comportamentos
estereotipados (Bruschetta et al., 2024; Poochipakorn et al., 2024). Animais com tais sinais,
beneficiam de uma rotina de trabalho, socializacdo e acesso a forragem constante (Ruet ef al.,
2019). Estes comportamentos sdo muitas vezes associados com stress agudo, uma vez que,
quando os cavalos voltam de um concurso, tém alta clinica, ou mesmo quando jé se adaptaram
a um novo ambiente, normalmente retornam ao seu comportamento normal (Oliveira et al.,

2025).

1.3. O cavalo Hospitalizado

Habitualmente, a mudan¢a do cavalo do seu ambiente de vida para um ambiente
hospitalar altera os padrdes de descanso do animal, podendo reduzir a frequéncia e a qualidade
do mesmo (Oliveira et al., 2025). Tal alteracdo ocorre devido a uma resposta neuroendocrina
associada ao stress, que acaba por afetar a homeostase do sono e do seu ciclo (Lo Matrtire et al.,
2020; Van Reeth et al., 2000). Esta altera¢do pode levar a uma disrupcao da arquitetura do sono
e do ciclo circadiano, que por sua vez pode levar a um sono instavel e insuficiente (Lo Martire
et al., 2020; Van Reeth et al., 2000).

O cavalo hospitalizado sofre frequentemente de dor, de desconforto, de fadiga e de
frustracdo, em parte devido a uma incapacidade de demonstrar comportamentos naturais, quer
seja pela mudanca de ambiente quer seja pelas lesdes que os impossibilitem de se comportar
naturalmente (Lesimple, 2020). O stress e o medo relacionados a procedimentos clinicos estao
entre os fatores mais frequentes e de maior risco para o bem-estar (BE) dos animais, podendo
entdo levar a um aumento do tempo de recuperacgdo e risco na seguranga, tanto do cavalo como
de toda a equipa hospitalar (Carroll et al., 2022; Rioja-Lang et al., 2020).

A resposta natural do organismo ao trauma do tecido envolvido em procedimentos
cirurgicos leva a uma ativagdo do eixo Hipotdlamo-Pituitdrio-Adrenal (HPA), e,
consequentemente, a um aumento de ACTH e de cortisol circulante (Feng et al., 2024; Lai
Carlo, 2015; Roth-Isigkeit et al., 2000). Além da propria hospitalizacdo e dos procedimentos
cirurgicos, também a anestesia pode despoletar um aumento de cortisol, da hormona
adrenocorticotrofica (ACTH) e ainda mudancas nos niveis de glucose sanguinea e outros
marcadores metabolicos (Gehlen, Faust, et al., 2020; Taylor, 1989). O procedimento de

anestesia, pode levar a uma supressao ou ativagao do eixo HPA, devido a interag¢do dos farmacos
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com o organismo, (Tabela 1; Besnier et al., 2017; Feng et al., 2024). No que toca a anestesia
local/regional, quando administrada previamente a cirurgia, consegue reduzir a nocicepcao
espinhal e também a ativagdo do eixo HPA, demonstrada pela estabilidade dos niveis de ACTH

e de cortisol no decorrer e ap6s a cirurgia (R. Kim, 2018; Lykkegaard et al., 2005).

Tabela 1: Efeitos do uso de diferentes tipos de anestésicos no eixo HPA
Tipo de anestesia Efeitos no eixo HPA

Anestesia volatil Ativagao do eixo HPA (R. Kim, 2017, 2018)

Opioides Ativagao do eixo HPA (R. Kim, 2017, 2018)
Anestesia Supressao do eixo HPA (R. Kim, 2018; Lykkegaard et al., 2005)
regional/local

Os fatores de stress observados nos cavalos internados contribuem para o
desenvolvimento de inflamag¢do ou para um prolongamento/agravamento dos processos
inflamatorios, ocorrendo muitas vezes, como noutras espécies, o leucograma de stress
(Schmucker et al., 2022). Nos cavalos, este padrio, que ¢ reconhecido por uma neutrofilia
marcada, eosinopenia, linfopenia e uma ligeira monocitose, esta muitas vezes associado ao
aumento do cortisol, um marcador bastante utilizado no que toca a identificagdo do stress agudo

(Martin-Cuervo et al., 2022; Schmucker et al., 2022; Villalba-Orero et al., 2024).

1.4. O Stress e o seu impacto

Em medicina humana, a organiza¢do mundial de satide caracteriza o stress como sendo
um estado de preocupacgdo e de sobrecarga psicoldgica causado por uma ou varias situagdes
dificeis (WHO, 2023). Por outro lado, em medicina veterinaria, o stress ¢ muitas vezes definido
pela dificuldade de um animal se adaptar a um constrangimento fisico e/ou ambiental (Astruc
& Terlouw, 2023).

Nos seres humanos e nos animais, a homeostase ¢ significativamente afetada por
perturbagdes fisiologicas e instabilidades moleculares decorrentes de varios fatores de stress
(Galluzzi et al., 2018). Assim constata-se um impacto negativo na produtividade, saude
psicologica e BE social (Dhama et al., 2019). Os estimulos que desencadeiam o processo de
stress sdo designados estimulos indutores de stress (EIS), e o conjunto de alteracdes fisiologicas
e comportamentais em resposta a exposicado a estes EIS constitui a resposta ao stress (Chu et

al., 2025).
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A resposta de stress ¢ inicialmente considerada aguda, mas, se persistir no tempo, pode
adquirir um caracter cronico, ndo estando bem definida a transi¢cdo entre o estado agudo e
cronico (Rohleder, 2019; Smyth et al., 2013).

Por definicdo, o stress agudo ¢ uma resposta imediata, de curta duracdo a um certo
evento ou ameaca (Agorastos & Chrousos, 2022; Dhabhar & Mcewen, 1997; Musazzi et al.,
2017; Rohleder, 2019). Esta resposta aumenta certas fungdes imunitarias, como por exemplo, a
imunidade mediada por células, promovendo um aumento de leucodcitos em circulacdo
(Dhabhar & Mcewen, 1997). A resposta de stress aguda ¢ frequentemente uma resposta
adaptativa e benéfica, ao contrario da resposta de stress cronico (Agorastos & Chrousos, 2022).

O stress cronico € composto por uma exposi¢ao repetida ou prolongada a EIS que
desencadeia uma ativacao do sistema de resposta ao stress, podendo levar a uma sobrecarga dos
mecanismos reguladores do organismo (Baum, 1990; Senanayake & Arambepola, 2019; Smyth
et al., 2013). Consequentemente, o stress cronico induz apresentacdes clinicas varidveis, desde
respostas compensatorias a problemas psicoldgicos e fisicos (Agorastos & Chrousos, 2022;
Musazzi et al., 2017; Rohleder, 2019; Smyth et al., 2013). Assim, ao contrario do stress agudo,
este processo cronico acaba por suprimir a fungdo imunitdria levando a uma vulnerabilidade
para a saude, sobretudo doengas infecciosas (Agorastos & Chrousos, 2022; Dhabhar &
Mcewen, 1997). Esté ainda fortemente associado a estados depressivos em humanos, alterando
cronicamente o estado fisioldgico (Agorastos & Chrousos, 2022; Hammen et al., 2009;
Mcgonagle & Kessler, 1990; Smyth et al., 2013)

No caso dos cavalos, como referido anteriormente, sendo animais muito suscetiveis ao
stress existem alguns fatores a considerar. A mudanga de ambiente, e a exposi¢cdo a ambientes
desconhecidos ¢ muitas vezes um fator que pode aumentar o nivel de marcadores de stress,
mesmo quando nao existe nenhuma mudanga comportamental percetivel (Bazzano et al., 2024;
Gorecka-Bruzda et al., 2025; Pawluski et al., 2017). O isolamento destes animais, por exemplo,
em transporte, em prova, ou mesmo em boxe num hospital, ¢ um fator importante de stress
agudo, podendo levar a um aumento da tensdo muscular, comportamentos relacionados com o
stress e algumas mudangas fisiologicas (Gorecka-Bruzda et al., 2025; Rankins et al., 2022).
Procedimentos como o casqueamento/ferracdo dos cascos, simples contencdo ou mesmo
tratamentos veterinarios, sdo também uma fonte de stress principalmente em cavalos com pouco
maneio, como por exemplo em €éguas de reproducdo e poldros (Goérecka-Bruzda et al., 2025;
Pearson et al., 2021). A maioria dos cavalos de alto rendimento também apresentam, por vezes,

algumas alteracdes fisioldgicas, como por exemplo, o aumento da frequéncia cardiaca (FC), da
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temperatura ocular e de comportamentos de stress, sendo que, fatores intrinsecos (como a idade
ou mesmo a raga), e fatores extrinsecos (como a durag¢do de viagem e o tipo de prova), podem
ter uma influéncia significativa nestas manifestacdes (Bartolomé et al., 2013; De Santis et al.,
2017; Konig et al., 2017). Esta também descrito que qualquer tipo de lesdo, doenga, dor
aguda/cronica pode ativar as vias de resposta ao stress incluindo hormonais, por exemplo a
alteracdo dos niveis de cortisol e de catecolaminas, e também respostas comportamentais
originando algumas estereotipias, estando estas mais ligadas a cronicidade (Scholler et al.,
2023; Wagner, 2010).

O stress em equinos tem um impacto bastante importante nos mecanismos pro-
inflamatorios do organismo (Arfuso et al., 2023; Arrigo et al., 2024; Macnicol et al., 2018).
Esta descrito que, nestes animais, o stress agudo aumenta marcadores inflamatdrios como as
interleucinas (IL-6), sendo o pico 30 a 90 minutos ap6s o estimulo de stress ter ocorrido
(Marsland et al., 2017; Steptoe et al., 2007). Em equinos estd descrito que depois de um
transporte, se pode observar o aumento da contagem das células brancas, de cortisol, da proteina
C-reativa (CRP) e de proteinas pro-inflamatdrias, como por exemplo, as globulinas, indicando
assim um estado pré-inflamatorio e de ativacdo do sistema imune quando o cavalo € sujeito a
um fator de stress (Arfuso et al., 2023; Arrigo et al.,2024; A. B. Miller et al., 2021). O exercicio
de alta intensidade, pode também favorecer o aumento exponencial dos fatores inflamatorios
normalmente no prazo de 30 minutos (Macnicol et al., 2018).

Assim, os cavalos tendem a recuperar de um episodio de stress agudo num dia, mas, se
nesse periodo ou num periodo maior o EIS se mantém ativo, o animal fica suscetivel a

condi¢des de mal-estar ou mesmo a doenga (Arrigo et al., 2024; A. B. Miller et al., 2021).

1.5. Fisiologia da resposta ao stress

A resposta ao estimulo de stress centra-se em trés sistemas: HPA; SAM; sistema limbico
(Chu et al., 2025; Godoy et al., 2018; Herman et al., 2005). Ativado pelo stress, o eixo HPA,
leva a um aumento de glucocorticoides ajudando ndo s6 na mobilizagdo de energia, como
também, na modulagdo de varios sistemas organicos (Godoy et al., 2018; Herman et al., 2016).
O sistema Simpatico-Adreno-Medular (SAM) ¢ responsavel por uma resposta rapida e inicial
ao stress, libertando catecolaminas, o que leva a uma preparacao do corpo para a acdo imediata
(Brunyé¢ et al., 2025; Godoy et al., 2018; Turner et al., 2020). Ja o sistema limbico, ¢ composto
por algumas estruturas que integram informagdes emocionais e modula tanto o HPA como o

SAM (Godoy et al., 2018; Herman et al., 2016; Radley & Johnson, 2018).
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1.5.1. Sistema HPA
O sistema HPA exerce a sua resposta através da ativagdo do eixo HPA ocorrendo a

libertagdo da hormona libertadora de corticotropina (CRH) do nucleo paraventricular do
hipotadlamo (PVN) para a circulagdo (Chu et al., 2025). Quando a CRH se liga aos recetores
CRH-1 e CRH-2 na hipdfise, esta produz e liberta ACTH, sendo que a libertagao dessa hormona
pelo portal hipofisario leva a uma estimulagdo da fascicullata (camada média da glandula
adrenal) ocorrendo a produgdo e secre¢do de glucocorticoides (Godoy et al., 2018). Estes, por
feedback negativo, ligam-se maioritariamente a recetores no hipotdlamo, inibindo a libertacdo
de CRH e ACTH e prevenindo uma ativacdo descompensada deste sistema (Herman et al.,
2016; Joseph & Whirledge, 2017; Russell et al., 2018). Estas hormonas tém uma agdo
multiorganica tendo a capacidade de mobilizar energia, modular respostas imunes, metabdlicas

e comportamentais (Herman et al., 2016; Joseph & Whirledge, 2017).

1.5.2. Sistema SAM
Quando o SAM ¢ ativado, desencadeiam-se vias de sinalizacdo (Bruny¢ et al., 2025;

Trevelyan et al., 2020; Turner et al., 2020) Molecularmente, este sistema ativa a medula,
originando uma libertacdo de epinefrina e norepinefrina, iniciando a tipica resposta de luta ou
fuga associada ao aumento da FC, ao aumento da pressdo sanguinea, e a libertagdo de energia

armazenada (Bruny¢ ef al., 2025; Jayasinghe et al., 2022; Turner et al., 2020).

1.5.3. Sistema Limbico

As estruturas limbicas sdo um importante modulador do HPA, uma vez que, essas

estruturas conseguem inibir ou intensificar a sua atividade (Herman et al., 2005; Zhang et al.,
2021)

Dessas estruturas, o hipocampo e o cortex pré-frontal (PFC) atuam nomeadamente a
favor da inibi¢do deste sistema reduzindo a libertagdo de ACTH e de glucocorticoides induzidas
por stress (Radley & Sawchenko, 2011). Estas duas estruturas t€ém uma liga¢ao direta com os
neurénios de saida do HPA no PVN do hipotalamo (Cole et al., 2022; Radley & Sawchenko,
2011; Smulders, 2021). Essa resposta ¢ modulada por recetores de glucocorticoides fornecendo
um feedback em resposta a quantidade de hormonas de stress circulantes (Cole et al., 2022;

Jacobson & Sapolsky, 1991).
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A amigdala ¢ outra estrutura limbica responsavel por modular a resposta do eixo HPA,
mas, neste caso, ao contrario das estruturas referidas acima, tem por fun¢do habitual aumentar
a atividade do eixo HPA, promovendo uma maior excrecao de glucocorticoides. Este aumento,
deve-se ao facto dos nucleos central e basolateral (constituintes da amigdala), fornecerem um
estimulo excitatorio ao eixo HPA, principalmente através de vias indiretas, acabando por haver
uma estimulacdo dos neurdnios responsaveis pela produgdo e excrecdo da CRH, no PVN do
hipotdlamo (Herman et al., 2020; Weidenfeld & Ovadia, 2017). Parte desse estimulo
excitatorio, deve-se a neurotransmissores presentes na amigdala, como por exemplo, a
serotonina e a norepinefrina que ajudam na ativacdo do eixo HPA, havendo lesao ou deplecdo
destes neurotransmissores, as respostas ao stress vao ser menos eficazes uma vez que ambos

contribuem para capacidade de adaptagao ao EIS (Weidenfeld & Ovadia, 2017).

1.6. Diagnostico de Stress/Inflamacao

O diagnostico de stress e de inflamacdo implica uma abordagem rigorosa e sustentada
por testes laboratoriais e fisicos (Davis et al., 2023; Ge et al., 2022; Montgomery et al., 2024).

O cortisol ¢ uma hormona esterdide produzida pelas glandulas adrenais, sendo um
mediador importante na resposta ao stress, com uma secre¢ao circadiana bem descrita, tendo o
pico da sua concentragdo no inicio do dia, seguindo-se um declinio gradual ao longo do mesmo
(Knezevic et al., 2023; Kusov et al., 2023; McEwen, 2019; Vignesh et al., 2024). O valor desta
hormona num equino adulto, vai desde os 12ng/mL até 158,3ng/mL (James et al., 1970;
Sikorska et al., 2023). Existem varios métodos de medi¢ao de cortisol, entre eles, o cortisol do
soro ou plasma, muito utilizado para avaliar o stress agudo, que, apesar da sua utilizacdo
frequente, implica uma colheita de amostras por métodos invasivos (Hovey et al., 2021; Peeters
etal.,2011; Share et al., 2024; Sikorska et al., 2023). O cortisol salivar, ¢ outro método utilizado
na medi¢do de cortisol, Util para monitorizar o stress agudo e pratico no que toca a amostragens
repetidas ou no terreno (Aurich et al., 2015; Peeters et al., 2011; Sikorska et al., 2023; Strzelec
et al., 2011). E um método néo invasivo refletindo assim o cortisol livre (ativo) apresentando
boas relagdes com o cortisol sérico (Aurich et al., 2015; Peeters et al., 2011; Sikorska et al.,
2023; Strzelec et al., 2011). Apesar de ser um excelente marcador, os seus niveis podem ser
influenciados por varios fatores, tais como, a altura do dia, estado reprodutivo, maneio,
exercicio e pelo protocolo de colheita (Aurich et al., 2015; Sikorska et al., 2023; Strzelec et al.,
2011). Além disso, muitas vezes ndo existe uma correlagdo entre esta hormona e as estereotipias

observadas sendo que, no stress cronico o cortisol pode estar tanto diminuido quanto aumentado
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dificultando a interpretacdo dos resultados (Hovey et al., 2021; Pawluski et al., 2017). Apesar
de varias limitagdes existem, atualmente, no mercado diversos kits de analise de imunoabsorgao
enzimatica (ELISA) e métodos analiticos avangados que melhoram a fiabilidade e
acessibilidade da medi¢ao deste parametro (Cerasoli et al., 2022; Share et al., 2024).

A serotonina ¢ considerada um neurotransmissor ¢ neuromodulador que atua sobretudo
no Sistema Nervoso Central (SNC), apresentando também algumas fungdes periféricas (Choi
et al., 2020; De Deurwaerdére & Di Giovanni, 2020; Kanova & Kohout, 2021; Olivier, 2015;
Pourhamzeh et al., 2022). Este neurotransmissor ¢ sintetizado a partir do triptofano e, por nao
ser capaz de atravessar a barreira hematoencefélica, resulta em reservatdrios centrais e
periféricos independentes (Choi ef al., 2020; Kanova & Kohout, 2021). Os niveis plasmaticos
deste neurotransmissor diferem bastante entre estudos uma vez que o nimero de cavalos, raca,
e testes utilizados foram diferentes, ndo havendo ainda a possibilidade de quantificar um
intervalo aceitavel dos niveis basais desta molécula (Ayala et al., 2012; Bruschetta et al., 2024;
Costa et al., 2024; J. Kim et al., 2021; Lee & Yoon, 2021). Apesar disso, estudos comparativos
demonstram que cavalos expostos a situagdes de stress, como dor, doenga ou transporte,
apresentam niveis de serotonina mais baixos (Ayala et al., 2012; Bruschetta et al., 2024; Costa
etal.,2024). Ao nivel do SNC, a serotonina influencia o humor, cogni¢ao, ansiedade, memoria,
aprendizagem, sono e também a resposta ao stress, sendo que, fora deste sistema, a serotonina
funciona como uma hormona e fator de coagulacdo, ajudando na regulacdo cardiovascular,
gastrointestinal, na regulacdo circulatoria e na absor¢do de glucose (Choi ef al., 2020; De
Deurwaerdere & Di Giovanni, 2020; Jonnakuty & Gragnoli, 2008; Kanova & Kohout, 2021;
Madrigal-Trejo et al., 2023; Olivier, 2015; Pourhamzeh et al., 2022). Os cavalos, quando
expostos a EIS agudos, tais como o transporte, mostram uma diminui¢ao dos niveis sanguineos
de serotonina com o aumento da expressdo dos seus recetores nas células sanguineas
(Bruschetta ef al., 2024). Sendo estas altera¢cdes maioritariamente acompanhadas por aumento
de cortisol e de outros parametros relacionados com o stress podera ser possivel afirmar que a
alteracdo serotoninérgica reflete o estado de stress do animal (Bruschetta et al., 2024). Em
equinos com dor cronica, por exemplo com osteoartrite, as concentragdes plasmaticas de
serotonina apresentam-se diminuidas quando comparadas com cavalos saudaveis, sendo que
esses niveis permanecem alterados ao longo do tratamento de controlo da dor, o que indica que
a serotonina pode servir como um biomarcador do stress induzido pela dor (Costa et al., 2024).

Alguns parametros cardiacos (Tabela 2: Os vdrios pardametros cardiacos e a sua resposta ao stress em

cavalos) sa0 também utilizados como auxilio ao diagnostico de stress (Rudics et al., 2025)
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Tabela 2: Os varios pardmetros cardiacos e a sua resposta ao stress em cavalos(FC-Frequéncia cardiaca; Média RR-média
dos intervalos RR; SDNN-desvio padrdo dos intervalos NN; RMSSD-raiz quadrada média das diferencas sucessivas; LF-
banda de baixa frequéncia; HF-banda de alta frequéncia;)

Parametros Cardiacos Resposta ao Stress em cavalos

FC Aumenta (Bartolomé et al., 2013;

Rietmann et al., 2004)

Média RR Diminui (Gehlen, Faust, et al., 2020;)

SDNN/RMSSD Diminui (Gehlen, Faust, et al., 2020;
Gorecka-Bruzda et al., 2025)

LF Aumenta (Gehlen, Faust, et al., 2020;
Gehlen, Loschelder, et al., 2020; Rietmann et
al., 2004)

HF Diminui (Gehlen, Faust, ef al., 2020; Gehlen,
Loschelder, et al., 2020; Rietmann et al.,
2004)

Racio LF/HF Aumenta (Gehlen, Faust, et al., 2020;
Gehlen, Loschelder, et al., 2020; Rietmann et
al., 2004)

Devido a ag@o do SAM num episodio de stress e ou excitagdo, a FC aumenta, sendo
assim um indicador direto para estes dois parametros (Bartolomé et al., 2013; Rietmann et al.,
2004). Em situag¢des normais, a FC de um cavalo ¢ compreendida entre 24 e 48 batimentos por
minuto (bpm) sendo que a mesma pode ser influenciada pela idade, raga e modalidade
desportiva praticada (Nikitin et al., 2022; Triguinho ef al., 2023).

A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) ¢ outro método de avaliagdo muito fiavel
nestas situacdes englobando varios indicadores (Gehlen, Faust, et al., 2020; Gehlen,
Loschelder, et al., 2020). Desses indicadores temos a média dos intervalos RR que avalia o
tempo entre batimentos cardiacos. Uma vez que, com o stress hd um aumento dos batimentos
cardiacos, o intervalo RR diminui (Gehlen, Faust, et al., 2020). Os seus valores normais variam
bastante sendo que um artigo referiu a possibilidade de que em cavalos em repouso (<60bpm)
os valores de RR seriam em média >1000ms, cavalos em transi¢ao (60-100bpm) a média estaria

entre 600ms e 1000ms, e em cavalos em exercicio intenso (>100bpm) o intervalo RR estaria

25



abaixo dos 600ms, ainda assim, o autor refere a necessidade de mais estudos para compreender
e estabelecer os valores de referéncia (Flethej et al., 2016).

O desvio padrao dos intervalos NN (SDNN) e a raiz quadrada média das diferencas
sucessivas (RMSSD) sdo dois pardmetros relevantes no que toca a avaliagdo da VFC (Chrousos
etal.,2022). O SDNN representa o desvio padrao de todos os intervalos de normal para normal
(NN) refletindo a VFC na sua totalidade sendo influenciada pela atividade simpatica e
parassimpatica (Chrousos et al., 2022; Esco et al., 2018; Munoz et al., 2015; Ortiz-Guzman et
al.,2023; Perek et al., 2023). Os seus valores basais segundo um artigo, num equino em repouso
costumam ser de 82,7ms + 20,7 (Nyerges-Bohdk et al., 2025) O RMSSD, reflete nomeadamente
as variagdes de curto prazo e alta frequéncia na prépria FC, sendo um marcador da atividade
parassimpatica (Chrousos et al., 2022; Esco et al., 2018; Munoz et al., 2015; Ortiz-Guzman et
al., 2023; Perek et al., 2023). Este marcador num equino adulto, segundo Bohék et al., 2018,
costuma ter valores entre 38 a 48 ms, podendo haver variagdes. Ja Nyerges-Bohdk et al., (2025)
fala de 86ms, ndo havendo ainda valores de referéncia estabelecidos. Assim, valores abaixo
dos descritos acima reduzem a VFC, comprovando que o coragdo estd menos responsivo a
mudangas fisioldgicas e ambientais, estando entdo maioritariamente sob influencia do sistema
simpatico, tendo maior dificuldade de adaptagdo (Gehlen, Faust, et al., 2020; Gorecka-Bruzda
et al., 2025).

As bandas de baixa frequéncia (LF) e alta frequéncia (HF) sdo medidas bastante
utilizadas na avalia¢do do sistema simpdtico e no sistema parassimpatico (Thomas et al., 2019).
O LF reflete maioritariamente atividade simpatica, enquanto o HF reflete atividade
parassimpatica (ACERO et al., 2019; Thomas et al., 2019). Assim, quando existe um estimulo
de stress existe sempre um aumento do LF (sistema simpatico em maioria) ¢ uma diminui¢ado
do HF (sistema parassimpatico diminuido (Gehlen, Faust, et al., 2020; Gehlen, Loschelder, et
al., 2020; Rietmann et al., 2004). Num equino adulto, dito saudével, os valores de LF rondam
0s 707+£649,9ms e o HF ronda os ronda o0 578.1 £491.1, sendo que, estes valores estdo descritos
apenas num artigo ndo havendo ainda um consenso sobre o assunto (Nyerges-Bohak et al.,
2025).

O VLF (do inglés” very low frequency’’) ¢ medido na andlise da VFC em conjunto com
o LF e HF, sendo que em equinos ainda ndo ¢ bem compreendido (Szabd et al., 2021,
Wonghanchao et al., 2024). Apesar disso, ¢ considerado um parametro sensivel a estimulos de
stress e a estados de recuperagdo em cavalos, sendo um indicador de mudancgas no sistema

auténomo (Mendonga et al., 2020; Szabo et al., 2021; Wonghanchao et al., 2024).
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Por fim, o racio LF/HF indica o balanco simpatico-vagal, sendo que, quando existe uma
ativacdo exacerbada do sistema simpatico (stress) o racio tem tendéncia a aumentar (Gehlen,
Faust, et al., 2020; Gehlen, Loschelder, et al., 2020; Rietmann et al., 2004). Num equino adulto,
em repouso, os valores deste marcador encontram-se entre 0,5 e 0,9, sendo que, esta ainda
descrito que em cavalos com idade superior a 25 anos, este racio encontra-se diminuido
indicando uma dominancia do sistema parassimpatico (Kuwahara et al., 1999; Santosuosso et
al., 2025). Apesar disto, estes valores diferem bastante na literatura ndo sendo facil obter
intervalos fidveis.

Estes indicadores cardiacos apenas sdo fidveis com equipamentos proprios sendo que,
muitos dos dispositivos utilizados atualmente, apresentam baixa precisdo e sensibilidade
(Konig et al., 2017; McDuffee et al., 2019). E ainda importante salientar que a idade e
experiéncias anteriores podem afetar estas medigdes e devem ser considerados (Bartolomé et
al., 2013; Gorecka-Bruzda et al., 2025).

Além da resposta de stress observa-se frequentemente respostas inflamatérias no cavalo
hospitalizado. Assim, coloca-se a hipotese de uma relagdo da resposta inflamatoéria com a
resposta ao stress (Hassamal, 2023; White et al., 2024).

Nestes casos, quanto exposto a algum EIS, o organismo produz o chamado leucograma
de stress, sendo que, cada vez mais a eosinopenia tem sido utilizada na avalia¢ao aguda, tendo
uma forte correlagao negativa com o cortisol (Shoraba et al., 2024; Stokol, 2020; Villalba-Orero
et al., 2024). O aumento do racio neutréfilos/linfocitos esta fortemente associado a uma
precariedade no BE e num aumento de stress, em cavalos de alto rendimento, expostos a
situacdes adversas diariamente, como provas, transporte € pessoas desconhecidas, quando
comparado com cavalos a campo (Popescu & Diugan, 2017; Snow et al., 1983). E um
parametro fiavel tanto em stress agudo como crénico sendo reconhecido como um marcador
fiavel na identificacdo de condi¢des de stress (Popescu & Diugan, 2017; Snow et al., 1983).
Relativamente ao eritrograma, episodios de stress e inflamacdo podem causar flutuagdes nas
contagens de eritrocitos e hemoglobina originando muitas vezes uma descida dos mesmos,
sendo que, na fase de adaptagdo, os niveis devem voltar ao normal (Atata ef al., 2025; Borovkov
et al., 2024; Stokol, 2020). Apesar do plaquetograma, no diagndstico de stress em equinos nao
estar bem descrito, ja se fazem algumas correlagdes em medicina humana (Koudouovoh-Tripp
et al., 2021). O aumento da ativagdo plaquetaria e de agregados de plaquetas e leucocitos foi

relacionado com o stress mental agudo e crénico (Koudouovoh-Tripp et al., 2021).

27



A serotonina ¢ armazenada em algumas partes do organismo, entre elas nas plaquetas
(Soslau, 2022). Estudos com humanos sugerem a importancia dos niveis da serotonina
armazenada nas plaquetas devido a sua influéncia em condicdes de stress, recomendando-se a
medicao da concentracdo deste biomarcador para melhor investigar este tema (Ghosh Anindita
Guha, 2023).

Em equinos a avaliacdo de biomarcadores inflamatérios ¢ ja amplamente realizada
(Bishop et al., 2024). A IL-6 ¢ uma citoquina pré-inflamatoria que tem sido estudada como
marcador de stress e inflamagao em cavalos (J. W. Chen et al., 2020). Este marcador demonstra
aumentos significativos em processos inflamatorios como habronemose cutanea, sindrome de
ulcera gastrica equina e sindrome de abdémen agudo (El-Deeb et al., 2018, 2020; Shawaf et
al., 2020). Durante o transporte, esta citoquina também demonstra um aumento transitorio,
podendo estar relacionada com o stress agudo, até porque retorna aos valores normais entre
umas horas a um dia apods o evento indutor de stress (Arrigo et al., 2024; A. B. Miller et al.,
2021). Os valores de referéncia encontram-se abaixo de 0,01 7pg/mL (White-Springer, 2021).

Em equinos as MMP-9 encontram-se bastante elevadas nas lavagens broncoalveolares
e transtraqueais, sendo um excelente marcador inflamatorio do sistema respiratorio (Raulo et
al.,2001). E também bastante investigado este marcador na doenga articular, observando-se um
aumento das MMP-9 no liquido sinovial de articulagdes com sinais de osteoartrite (Fietz et al.,
2008). Em medicina humana j4 estdo a correlacionar a concentragdo de MMP-9 com o
diagnostico de stress pos-traumatico (aumento das MMP-9), sendo que apoés a realizacdo de
psicoterapia se observou uma reducdo destas metaloproteinases no sangue (Chevalier et al.,
2021). Os valores de referéncia (basais) deste biomarcador aproximam-se de 239ng/mL,
equivalente a 239000pg/mL (van Spijk et al., 2023). Apesar de haver esta alusdo aos valores de
referéncia, muita literatura refere que ha demasiada variabilidade das MMP-9, ndo sendo
possivel aferir valores de referéncia.

Assim, o objetivo deste projeto foi avaliar se a hospitalizagdo tem impacto no stress e,
consequentemente, nos processos inflamatorios de um cavalo internado. Secundariamente,

pretendeu-se investigar a capacidade de adaptacdo do cavalo ao contexto de hospitalizacao.
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2. Materiais e Métodos:
Este projeto de investigagdo foi realizado através da Faculdade de Medicina Veterinaria

da Universidade Lus6fona tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica e Bem-Estar Animal

com o parecer 37/2023.

2.1. Populacio em estudo:

Este estudo clinico e exploratorio teve como foco os equinos (Equus caballus), com um
total de 16 animais, avaliados em ambiente hospitalar, no Hospital Escolar Veterindrio de

Equinos de Santo Estevao.

2.2. Critérios de inclusao, de nio inclusio e de exclusao:

Os critérios de inclusdo foram equinos com idades compreendidas entre os 4 ¢ os 20
anos, hospitalizados durante o curso de uma doenga, lesdo ou procedimentos eletivos, com um
internamento de 5 dias. A decisdo de inclusdo do animal no presente estudo foi feita no
momento da admissdo hospitalar. Nao foram incluidos animais hospitalizados considerados
classe 4 (doencas infetocontagiosas), segundo os Protocolos e Procedimentos Padrio de
Biosseguranca do Hospital Veterinario Escolar de Equinos (HVEE) da FMV-ULus6fona, ou
cavalos com pouco maneio (equinos destinados a reproducgdo ou nascidos a campo). Os critérios
de exclusdo incluiram cavalos que desenvolvessem uma doenga infetocontagiosa ou uma
alteracdo clinica associada a dor intensa ou inflamacao aguda durante o estudo (apds a fase de
inclusdo). Os procedimentos invasivos realizados em alguns dos cavalos (cirurgia), na maioria,

foram realizados no terceiro dia de internamento.

2.3. Metodologia:

Neste projeto foram recolhidos dados fisiologicos e comportamentais durante 5 dias de
hospitalizagdo do equino. Para melhor percecdo da recolha destes dados foi utilizado um
cronograma que demonstra os dados diariamente registados sendo que TO corresponde ao dia

de admissdo e T4 corresponde aos ultimos dados recolhidos antes da alta do animal (Figura 1).
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D.C.(5) D.C(5) D.C(5)

Figura 1: Cronograma de recolha de dados fisiologicos e dados comportamentais. (D.F. —
Dados Fisiologicos, D.C. — Dados comportamentais; T0 — admissdo do equino, T1 — 2°dia
de recolha de dados; T2 — 3° dia de recolha de dados; T3 — 4° dia de recolha de dados,; T4

Em TO0, momento correspondente a admissao do cavalo, o mesmo foi sujeito a um exame
de estado geral (EEG) tendo sido avaliado a atitude, o peso, a FC e a VFC, a frequéncia
respiratoria (FR), a motilidade abdominal, o estado das mucosas, o tempo de replecdo capilar
(TRC) e o pulso digital.

Foram recolhidas amostras de sangue, saliva e fezes para posterior analise laboratorial.

Em T1, T2 e T3 o equino foi submetido aos mesmos procedimentos, com excecdo da
recolha de sangue, saliva e fezes.

No dia da alta clinica, correspondente ao T4, foram realizados todos os procedimentos do

momento da admissao (T0).

2.3.1. Amostras de sangue, saliva:

A recolha de sangue foi realizada na veia jugular com uma seringa de 20 ml acoplada a
uma agulha de 20G. O sangue foi transferido para um tubo de EDTA de 10 ml, para um tubo
de EDTA de 3ml e para um tubo seco de 10 ml. A saliva foi recolhida numa esponja (Salivette®,
Sarstedt, Alemanha), com o auxilio de uma pinca hemostatica. A esponja foi posicionada na
cavidade oral do equino através da barra, correspondente ao espaco entre os caninos € 0s pré-
molares. A esponja foi mantida em posi¢do durante um minuto. No total foram recolhidas 2
esponjas por cavalo.

Todas estas amostras foram enviadas para o laboratério (FMV-ULus6fona), com
intervalo maximo de 24 horas entre a colheita e a entrega. O tubo de EDTA de 3 ml foi
imediatamente processado para andlise do hemograma. As restantes amostras (ambos os tubos
de 10 ml e as 2 esponjas) foram congelados a -80°C para posterior analise de biomarcadores:

MMP-9, IL-6, cortisol e serotonina.
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2.3.2. Variabilidade da frequéncia cardiaca:

A monitorizagdo da frequéncia cardiaca e da VFC foram efetuadas, diariamente durante
45 minutos, através de um monitor da variabilidade da frequéncia cardiaca (Equimetre®). Este
aparelho, validado cientificamente para o diagndstico de patologia cardiaca (ter Woort et al.,
2023), consiste numa cinta com dois elétrodos: um colocado junto ao garrote do lado esquerdo
e outro colocado perto do codilho, também no lado esquerdo (Figura 2). Este dispositivo
incorpora um sistema de identificagdo por microchip, permitindo a identificacio do animal,
bem como o armazenamento dos dados obtidos na plataforma do sistema. Salientar que, estas
medi¢des (colocacdo do aparelho) foram efetuadas por varios operadores, podendo ter
influenciado a andlise. Todos os animais receberam um cddigo, sendo este o codigo associado
ao microchip no equipamento de monitoriza¢do cardiaca, garantindo assim o anonimato dos
animais envolvido.

Posteriormente, os dados foram transferidos para o software Kubios®, uma ferramenta

de avaliacdo do ritmo cardiaco, para analisar a variabilidade da frequéncia cardiaca.

Figura 2 : Colocagéo do aparelho Equimetre®. 1- Lado direito do cavalo; 2- lado esquerdo do cavalo; A-
posig¢ao do leitor de microchips e armazenador de dados; B- eletrodos

2.3.3. Analise de Biomarcadores:
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2.3.3.1. Metaloproteinase de matriz-9

A medi¢do da concentracdo das metaloproteinases foi realizada em amostras de saliva e
de plasma através do Equine MMP-9 ELISA Kit® com nimero de referéncia EESRB estando o
protocolo utilizado descrito e validado cientificamente (Baburathinam et al., 2019; A.-K.
Barton et al., 2021; Geng et al., 2023; McNicholas et al., 2022; Pazhani et al., 2023; Yun et al.,
2022).

2.3.3.2. Cortisol

A medicdo da concentragdo do cortisol foi realizada em amostras de saliva e plasma
através do Cortisol ELISA Kit, com numero de referéncia KA3382 estando o protocolo
utilizado descrito e validado cientificamente (Djordjevic et al., 2021; Dong et al., 2025;
Jaedicke et al., 2012; Lewis & Elder, 1985; Share et al., 2024; Smeets et al., 2021; Thomsson
etal., 2014).

2.3.3.3. Interleucina 6
A medigdo da concentragdao da interleucina 6 foi realizada em amostras de saliva e
plasma através do ELISA Kit (Thermofisher®, USA), estando o protocolo utilizado descrito e

validado cientificamente (Helle ez al., 1991).

2.3.3.4. Serotonina

A medicao da concentracdo da serotonina foi realizada em amostras de saliva e plasma
através do kit Serotonin ELISA Kit (Abnova, Taiwan), com numero de referéncia KA2518,
estando o protocolo utilizado descrito e validado cientificamente (Chabaud et al., 2018; Jeong

et al.,2023; S. Kim et al., 2025).

2.3.4. Analise estatistica

A normalidade das varidveis foi testada através do teste de Shapiro-Wilk. Tendo sido
verificada a normalidade, realizaram-se analises com recurso ao teste t para amostras
emparelhadas, permitindo assim avaliar diferengas sistematicas entre as medi¢des do dia 1 e do
dia 5. Foi ainda realizada uma correlacdo de Pearson com objetivo verificar se as concentragdes
de biomarcadores na saliva se correlacionam, positiva ou negativamente, com as concentragdes

plasmaticas (validacdo de métodos ndo invasivos).
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Por fim, a evolucdo dos parametros cardiacos, ao longo dos cinco dias, foi analisada
descritivamente, através de graficos de perfil de médias, para retratar a dinamica e a tendéncia

geral de cada variavel ao longo do periodo observado.

33



Resultados
Neste estudo foram incluidos 16 animais sendo que, devido a problemas de

processamento de amostra ndo foi possivel obter resultados em todos os pardmetros para todos
os animais. Foi possivel obter resultados num total de 11 animais para os parametros
hematologicos; e na totalidade dos animais (n=16) para os biomarcadores.

Quanto aos parametros cardiacos foi possivel analisar a FC nos 16 animais e a
variabilidade da frequéncia cardiaca em 9 animais. Os dados em falta tem a ver com artefactos

produzidos durante a colheita de dados com o equipamento Equimeter®.

3.1. Resultados do hemograma:

No que toca aos leucocitos, neutrofilos e linfécitos, (Grafico 5) podemos observar que,
entre o dia 1 e o dia 5, os leucocitos e os neutrofilos obtiveram uma descida significativa
(leucocitos: df=10; t=2,32; p<0,05; neutrofilos: df=10; t=2,74; p<0,05), enquanto os linfocitos

ndo apresentaram diferenga significativa (linfécitos: df=10; t=1,30; p=0,22).

Evolucao do leucogramano dia 1 e dia 5

m Leucocitos m Neutrofilos = Linfocitos
*

12 A
[ )

*

10 A

x10%/uL
IN o o

8]

Dia 1 Dia 5

Grdfico 5 Evolugdo dos Leucdcitos, Neutrdfilos e Linfocitos entre o dia 1 e dia 5
Relativamente as plaquetas (PLT), ao VPM, e ao PCT, ndo se observaram diferencas

significativas (plaquetas: df=10; t=0,52; p=0,62; VPM: df=10; t=-0,72; p=0,49: PCT: df=10;
t=-0,51; p=0,62).
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No que diz respeito aos racios, observaram-se diferencas significativas no racio
neutrofilos-plaquetas (N/P; df=10; t=2,88; p<0,05; Grafico 6) , no racio leucdcitos-
VPM(L/VPM; df=10; t=2,43; p<0,05; Grdfico 7), e no racio neutréfilos-VPM (N/VPM; df=10;
t=2,82; p<0,05; Grdfico 7)

Quanto ao racio neutréfilos/linfécitos (N/Li), ao racio leucocitos/plaquetas (L/P), ao
racio plaquetas/linfocitos, e ao racio linfécitos/VPM (Li/VPM), ndo se observaram diferencas
significativas entre o dia 1 e o dia 5 (N/L: df=10; t=1,42; p=0,19; L/P: df=10; t=1,32; p=0,22;
P/L: df=10; t=-0,25; p=0,81; L/VPM: df=10; t=1,90; p=0,09).

Evolucao de racios L/Pe N/Pentreodial eo dia 5
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Grdfico 6: Evolugao dos racios Leucocitos/Plaquetas e Neutrdfilos/Plaquetas entre o dia 1 e o dia 5. L/P:
leucacitos/plaquetas; N/P: neutrofilos/plaquetas
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Evolugao dos Racios L/'VPM, N/VPM e Li/VPM entre o dia 1 e o dia 5
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Grdfico 7: Evolugdo dos Racios Leucécitos/VPM, Neutrofilos/VPM e Linfocitos/VPM entre o dia 1 e o dia 5. L/VPM:
leucacitos/volume plaquetdario médio; N/VPM: neutrdfilos/volume plaquetario médio; L/VPM: linfocitos/volume plaquetdrio

médio

3.2. Correlacoes e evolucao dos biomarcadores sanguineos e salivares:

Observou-se uma correlagdo positiva entre o cortisol plasmatico e salivar no dia 5
(r=0,848; p<0,001; Grafico 8). Nao foram observadas correlagdes entre o cortisol plasmatico e
salivar no dia 1 (r=0,367; p=0,162).

Observou-se uma tendéncia estatistica para a uma correlagao positiva da IL6 plasmatica
e salivar do dia 1 (r=0,477; p=0,062; Grafico 9). Nao foram observadas correlacdes entre a IL6
plasmatica e salivar no dia 5 (r=0,433; p=0,107).

Nao foram observadas correlagdes na serotonina plasmaética/salivar, nem na MMP9
plasmatica/salivar em nenhum dos dias (serotonina dia 1: r=-0,005; p=0,986; serotonina dia 5:
r=0,269; p=0,314; MMP-9 dia 1: r=0,191; p=0,478; MMP-9 dia 5: r=-0,177; p=0,511).

Nao foram observadas diferengas significativas nos biomarcadores estudados entre o
dia 1 e o dia 5 (serotonina plasma: df=15; t-1,323; p=0,206; serotonina saliva: df=15; t=1,314;
p=0,209; cortisol plasma: df=15; t=-1,474; p=0,161; cortisol saliva df=15; t=-0,361; p=0,723;
MMP-9 plasma: df=15; t=1,162; p=0,264; MMP-9 saliva: df=15; t=1,735; p=0,103; IL-6
plasma: df=15; t=-0,330; p=0,746; IL-6 saliva: df=15; t=0,201; p=0,844).
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Grdfico 9: Correlagdo da IL6 no dia 1

3.3. Resultados dos dados cardiacos:

Os dados cardiacos abaixo retratados foram expostos a uma analise descritiva geral ao

longo dos 5 dias, sendo que ainda foi observado a sua variabilidade entre os dias 1 e 5.

Relativamente a FC (Grafico 10), houve um pico no segundo dia (39bpm), descendo no

terceiro dia para os 37,5bpm, mantendo-se relativamente estavel até ao 5°dia.
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Grdfico 10: Avaliagdo da frequéncia cardiaca ao longo dos 5 dias

No que toca aos parametros de avaliagdo da VFC, na média RR, (Grafico 11) observou-
se estabilidade do dia 1 para o dia 2, uma ligeira subida do dia 2 para o dia 3, uma descida
abrupta do dia 3 para o dia 4 e uma subida do dia 4 para o dia 5. Do dia 1 para o dia 5 houve

uma descida de 1128,78 + 360,4ms para 1066,67ms + 357,3.
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Grdfico 11: Avaliagdo da Média RR ao longo dos 5 dias

Na andlise do SDNN (Grafico 12) foi possivel averiguar que do dia 1 para o dia 2

ocorreu um aumento, mantendo-se estavel até ao dia 4, onde ocorreu novamente um aumento
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até¢ ao dia 5. Tendo no fim ocorrido um aumento do dia 1 (200,41ms + 120,5) para o dia 5

(255,69ms + 140,3).
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Grdfico 12: Avaliagdo do SDNN ao longo dos 5 dias

O RMSSD (Grafico 13) teve um aumento entre o dia 1 ¢ o dia 2 ¢ entre o dia 3 e dia 4,
observando-se um decréscimo do dia 2 para o dia 3 e do dia 4 para o dia 5. Por fim, observou-

se um aumento entre o dia 1 (274,91 + 199,8ms) e o dia 5 (338,74ms + 222,8).
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Grafico 13: Avaliagdo do RMSSD ao longo dos 5 dias

No que diz respeito ao LF (Grafico 14) e ao HF (Grafico 15) foi possivel constatar que
o seu desenvolvimento ao longo dos cinco dias foi semelhante. Observou-se uma subida do dia
1 para o dia 2 e do dia 4 para o dia 5, enquanto se observou uma descida do dia 2 para o dia 3

e do dia 3 para o dia 4. Comparando apenas o dia 1 com o dia 5, observou-se uma diferenca
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significativa do LF entre o dia 1 e o dia 5 (df=8; t=-2,733; p<0,05) e uma tendéncia estatistica
no HF (df=8; t: 2,242; p=0,055).
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Grdfico 14: Avaliagdo do LF ao longo dos 5 dias
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Grdfico 15: Avaliagdo do HF ao longo dos 5 dias

Observando o perfil de médias do VLF (Grafico 16) foi possivel constatar um aumento
consideravel do dia 1 para o dia 3, e de seguida, uma diminuicao até ao ultimo dia. Observou-
se uma diferenca significativa entre o dia 1 e o dia 5 (df: 8; t: 2,531; p<0,05).

No que toca ao racio LF/HF, (Gréfico 17) observou-se um aumento do dia 1 para o dia
2, com uma descida idéntica do dia 2 para o dia 3, tendo-se mantido estavel, perto de 1,5, até

ao dia 5.
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Gradfico 16: Avaliagdo do VLF ao longo dos 5 dias
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Grdfico 17: Avaliagdo do Racio LF/HF ao longo dos 5 dias

3.4. Correlacoes de parametros diversos:

Observou-se uma correlacdo positiva entre as MMP9 plasmaticas e o LF (r=0,72
p<0,05; Grafico 18) no dia 1. Foi possivel observar também uma correlagdo positiva entre os

Leucocitos e os Neutrofilos (r=0,65; p<0,05; Grafico 19) no dia 1.
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Correlacdo entre MMP-9 e LF no dia 1
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Grdfico 19: Correlagdo entre os leucicitos e neutréfilos no dia 1
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Discussao:

O presente estudo teve como objetivo avaliar o impacto da hospitalizacdo dos equinos
no stress e na inflamagao, bem como a eficacia de determinados biomarcadores no diagndstico
destas condi¢des e a sua correlacdo entre a saliva e o sangue.

No que toca a resposta inflamatoria observou-se uma diminui¢do significativa dos
leucdcitos e dos neutrdfilos entre a admissdo (dia 1) e a alta clinica (dia 5; Grafico 5). Esta
diminui¢do pode sugerir uma resposta inicial ao stress, seguida de um processo adaptativo ao
ambiente hospitalar. A leucocitose transitdria nos equinos relacionada com o stress corresponde,
normalmente, a uma neutrofilia acompanhada de linfopenia, podendo ser observado pelo
aumento do racio neutrofilos/linfocitos muitas vezes avaliado (Arfuso et al., 2023; Cywinska
et al., 2010; Schmucker et al., 2022). Neste estudo ndo se observaram diferengas significativas
nos linfocitos podendo ser devido ao reduzido nimero de amostras e/ou um desvio padrao
elevado, ndo sendo esta a resposta comum ao stress.

Nas plaquetas registou-se uma diminui¢do, contudo ndo significativa. Apesar de os
equinos terem sido submetidos a procedimentos eletivos, muitos deles envolvem incisdes
cirurgicas. Neste contexto, as plaquetas desempenham um papel crucial na hemostasia e na
regeneragdo dos tecidos danificados (Cortese et al., 2020). Como nem todos os equideos foram
submetidos a procedimentos invasivos, ¢ possivel que tenha ocorrido um aumento do desvio
padrdo, contribuindo para a insignificancia estatistica.

Relativamente ao VPM, foi possivel confirmar um aumento na média do mesmo, apesar
de estatisticamente ndo haver diferengas significativas entre o dia 1 e o dia 5. Este pardmetro
pode estar aumentado associado a um incremento na producdo de plaquetas imaturas, a uma
perda de sangue por hemorragia ou a uma migragao para tecidos afetados (Lippi et al., 2021).
Neste caso, o aumento neste pardmetro ainda que ligeiro pode ter sido originado através do seu
consumo em processos inflamatdrios levando a uma ligeira producdo por feedback negativo.
Em medicina humana o VPM tem vindo a ser associado com quadros clinicos de ansiedade e
depressdo (Fabian et al., 2022). Assim, apesar do aumento deste marcador ndo apresentar
significancia estatistica, em alguns dos cavalos pode ter havido ligeiras inflamagdes. Contudo,
a inflamagao causada pelos procedimentos, podendo ser considerada ligeira, ndo originou um
aumento significativo deste parametro.

Nao hd muita evidéncia cientifica quando ao uso do plaquetdcrito na analise de
inflamacdo ou mesmo do stress. Neste caso, podemos constatar um ligeiro aumento ndo

significativo deste paradmetro no 5° dia. Este aumento, apenas permite constatar que no dia 5
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havia mais massa plaquetaria no sangue do que no dia 1, sendo necessarios mais estudos para
compreender o seu significado biologico em cavalos.

No caso deste estudo, e apesar de ndo haver resultados estatisticos relevantes no racio
neutrdfilos/linfocitos, foi possivel observar um decréscimo na sua média. Esta diminui¢@o pode
estar associada a um processo adaptativo do animal para reduzir o stress ou a
redugdo/desaparecimento do estimulo indutor de stress. Neste estudo, o stress inicial podera ter
sido causado pelo transporte ou pelo periodo de adaptacdo a um novo ambiente que,
naturalmente, foi diminuindo ao longo dos dias. Estes resultados sdo comparaveis com os de
outros autores que explicaram a relagdo do aumento do racio com a precariedade no BE e ao
aumento de stress (Popescu & Diugan, 2017; Snow et al., 1983).

No que toca ao racio neutrofilos/plaquetas (Grafico 6), foi observado um decréscimo
significativo entre o dia 1 e o dia 5. Normalmente, numa resposta inflamatdria aguda, ambos os
parametros estdo aumentados ou em caso de uma inflamagao grave (sepsis) ambos podem estar
diminuidos por consumo e pela formagao de complexos inflamatorios e de coagulagdo (S. Chen
etal.,2025; Lisman, 2018; Liu et al., 2025; Mandel et al., 2022). Neste caso, o que se observou
foi uma diminuigao significativa dos neutrdfilos e um ligeiro aumento (ndo significativo) das
plaquetas. Se o decréscimo observado nos neutréfilos fosse de origem inflamatdria, por
sequestro, as plaquetas deveriam, segundo a literatura referida em cima, estar diminuidas, o que
nos leva a crer que essa diminui¢do podera ser devido a adaptacdo ao stress.

No caso da avaliagdo do racio leucocitos/plaquetas, ndo se observaram diferencas
significativas, o que nos leva a crer que em avaliagdes de racios ndo nos devemos cingir apenas
aos leucdcitos uma vez que sdo uma familia celular representativa de um vasto nimero de
células inflamatérias com diferentes comportamentos, por vezes, contraditorios (Calder et al.,
2013; Ruparelia et al., 2017).

O racio plaquetas/linfocitos ndo sofreu alteragdes significativas entre o dia de admissdo
e o dia de alta clinica. Este racio ¢ muito usado como um marcador inflamatério (Gasparyan et
al., 2019), o que nos leva a crer que durante este periodo, os cavalos ndo manifestaram um
processo inflamatdrio suficientemente instalado para fazer alterar este racio.

Observou-se uma descida significativa no racio leucécitos/VPM e neutrdfilos/VPM
(Gréafico 7). Neste caso esta descida deveu-se a diminuigdo significativa tanto dos leucocitos
como dos neutrofilos e ndo a alteragcdes por parte do VPM. Este marcador poderd ser

interessante no caso da avaliacao de stress cronico, uma vez que havendo uma possivel ligagdo
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entre 0 VPM e a ansiedade ou mesmo a depressao podera haver uma diminui¢do consideravel
deste parametro em animais afetados por estas patologias (Fabian et al., 2022).

Relativamente a serotonina observou-se um aumento quase impercetivel, sem valor
estatistico, no plasma, bem como uma reducao no significativa na saliva. Os resultados obtidos
no estudo da serotonina plasmadtica indicam que os niveis de serotonina no sangue
permaneceram relativamente inalterados. Apesar da existéncia de estudos onde a detecdo de
serotonina na saliva em humanos ndo foi registada por estar abaixo dos niveis de dete¢ao, neste
estudo observaram-se concentragdes salivares em cavalos. Contudo, ¢ importante salientar que
existe uma variabilidade considerdvel entre os animais, o que compromete a fiabilidade do
método, apesar da sua natureza ndo invasiva (Hall ez al., 2021; Jasim et al., 2020).

A variagdo observada no cortisol, apesar de ndo siginificativa, foi no sentido de um
aumento deste parametro entre o dia 1 e o dia 5. Normalmente, o cortisol atinge o seu pico por
volta dos 20-30min apds o estimulo de stress havendo um decréscimo ao longo do periodo de
recuperagdo, normalmente entre 30 e 60 minutos (Dickerson & Kemeny, 2004; Ditzen et al.,
2019; R. Miller et al., 2018; Roy et al., 2001). O valor de cortisol basal num equino adulto, vai
desde os 12ng/mL até 158,3ng/mL (James et al., 1970; Sikorska et al., 2023). Neste caso, sendo
a média dos valores iniciais no plasma, de 393,48ng/mL podemos concluir que no dia 1, os
cavalos ja apresentavam um aumento consideravel deste pardmetro indicando entdo uma
resposta de stress. O aumento deste biomarcador no dia 5 pode ter sido devido ao facto de
muitos destes animais terem sido sujeitos a procedimentos cirirgicos e anestésicos que, como
descrito anteriormente, podem potenciar o aumento de cortisol (Gehlen, Faust, et al., 2020;
Taylor, 1989). Sendo que alguns dos animais incluidos ndo foram submetidos a procedimentos
cirurgicos, o desvio padrdo da amostra foi elevado, podendo ter influenciado os resultados,
tanto da comparagdo do dia 1 com o dia 5, como a correlacdo entre o cortisol sanguineo e
salivar.

No que diz respeito as MMP-9 ndo foram observadas alteragdes significativas entre o
primeiro e o ultimo dia, sendo que, o valor médio no plasma verificado no dia 1 (2928,31pg/mL
+ 1766,45) encontrava-se abaixo da concentracdo basal de um cavalo saudavel (239ng/mL,
equivalente a 239000pg/mL; van Spijk et al., 2023). Nao se encontrou nenhuma referéncia na
literatura que apresentasse uma concentragdo tdo baixa de MMP-9. Assim, colocou-se a
hipotese de ter havido alguma influéncia do processamento das amostras nestes resultados pela
inexperiéncia do autor. Como dito anteriormente, existe muita literatura que afirma a

dificuldade de quantificar os valores de referéncia deste pardmetro, podendo entdo o valor
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referido em cima ndo ser fidvel. Apesar disso, a literatura descreve que, num cavalo dito
saudavel, as concentracdes de MMP-9 ndo variam diariamente (van Spijk et al., 2023). Assim
apenas podemos afirmar que este parametro nao sofreu alteragdes entre os dias, podendo ndo
ser um marcador fidvel para estes contextos. Nao foi verificada nenhuma correlagdo entre a
saliva e o sangue, sendo que para este biomarcador, a saliva podera ndo ser um meio de colheita
fiavel, ou requerer outra metodologia analitica, ainda por estudar, para que se torne um
marcador valido.

Relativamente a IL-6, ndo foram observadas diferencas significativas. Contudo, o valor
médio observado no sangue, tanto no dia 1 (2664,29pg/mL +1459,71), como no dia 5
(2814,21pg/mL+ 1308,64) ¢ bastante elevado considerando os valores basais encontrados na
literatura, normalmente abaixo de 0,017pg/mL (White-Springer, 2021). Neste caso, pode ter
havido algum problema ou com o processamento das amostras, ou com os kits ELISA, uma vez
que estes valores na literatura estdo relacionados com cdlicas severas e endotoxémia, ndo sendo
o caso dos animais em estudo (M. H. Barton & Collatos, 1999). Apesar de ainda ndo terem sido
estabelecidos valores basais desde marcador na saliva, a analise estatistica observada mostrou
uma tendéncia para uma correlagdo da concentragdo plasmatica com a salivar, sendo importante
continuar a investigar este marcador (White-Springer, 2021).

A anélise da média FC (Gréfico 10) permitiu observar um pico no dia 2 (39bpm), ndo
sendo clinicamente relevante, uma vez que ndo ultrapassou o intervalo considerado normal de
bpm (24 e 48bpm;Nikitin et al., 2022; Triguinho et al., 2023). Este pardmetro ¢ bastante
influenciavel pelo operador, uma vez que, se este ndo permitir que o cavalo se familiarize com
a sua presenga, este pode mostrar sinais de desconforto, aumentando a FC nos primeiros
minutos, tornando pouco fidvel na avaliagdo do stress (Bartolomé et al., 2013; Rietmann ef al.,
2004).

Uma vez que a FC por si s6 ndo demonstra significado no diagndstico de stress,
procedemos a analise de varios parametros relacionados com a VFC (Gehlen, Faust, et al.,
2020). Um dos parametros avaliados foi a média dos intervalos RR (Grafico 11). No cavalo
estd descrito, em repouso, uma variacao de entre 1,360 e 2,140 ms (Flethgj et al., 2016; Klinik
fiir Pferdemedizin & vet Colin Schwarzwald., 2017.; Meijler et al., 1984). No momento de
exercicio ou de stress, ocorre um aumento da FC resultando numa diminui¢do do intervalo RR
(Gehlen, Faust, et al., 2020). Apesar de ndo haver diferengas estatisticas, no dia 4, houve uma

diminuicdo abaixo do valor basal, que, apesar das flutuagdes ocorrentes ao longo dos dias, o
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dia 4, foi em muitos dos animais o dia apds cirurgia, o que pode ter despoletado um aumento
da FC relacionado ao stress ou desconforto.

A VFC pode também ser avaliada através do SDNN (Grafico 12) e pelo RMSSD
(Grafico 13), sendo 2 parametros utilizados para detecdo de atividade simpatica e
parassimpatica. No caso do SDNN, podemos ver que este pardmetro se manteve relativamente
estavel ao longo dos 5 dias. Segundo a literatura, cavalos com valores contantes de SDNN mais
elevados, em comparacdo com outros cavalos, tém uma maior flexibilidade autonémica e maior
adaptacdo ao stress (Gehlen, Faust, et al., 2020). O RMSSD demonstra a mesma estabilidade
que o anterior (Bohdk et al., 2018). Segundo alguns autores, tanto o SDNN como o RMSSD,
num episodio de stress diminuem, assim, visto ambos os pardmetros se notarem contantes ao
longo dos dias, podemos presumir que os cinco dias de hospitaliza¢ao nestes cavalos, ndo foram
suficientes para originar uma discrepancia entre o sistema simpatico e parassimpatico capaz de
ser observada (Chung et al., 2022; Nyerges-Bohak et al., 2025).

Tanto o LF (Grafico 14) como o HF (Grafico 15) comportaram-se de forma idéntica.
Este resultado ndo foi o esperado uma vez que, com o estimulo inicial de stress, era de esperar
a sobreposi¢ao do sistema simpatico sobre o parassimpatico, ocorrendo entdo um aumento do
LF e uma diminui¢do do HF (Gehlen, Faust, et al., 2020; Gehlen, Loschelder, et al., 2020;
Rietmann et al., 2004). Neste caso ocorreu um aumento de ambos do dia 1 para o dia 2, sendo
mais acentuado no LF. Entre os dias 2 € 4 o LF e o HF mantiveram-se relativamente constantes,
e entre o dia 4 e 5 ambos os pardmetros voltaram a subir, tendo mais uma vez o LF uma subida
superior. Este facto podera traduzir que ndo houve um desequilibrio duradouro entre o sistema
simpatico e parassimpatico ou, que ndo possivel na analise da VFC observar o momento de
adaptacdo ao stress durante o periodo deste estudo, visto que a compensagao feita pelo SNP ¢é
bastante rapida.

Segundo a literatura, o VLF (Grafico 16) ¢ considerado sensivel ao stress e a estados de
recuperagdo em cavalos, sendo um indicador de mudancas no sistema autonomo (Mendonga et
al.,2020; Szabo et al., 2021; Wonghanchao et al., 2024). Normalmente este componente, numa
situagdo de stress demonstra o mesmo comportamento que o HF, diminuindo (Usui & Nishida,
2017). Neste caso, observamos uma subida entre o dia 1 e 2, isto pode significar que, no dia 1
devido ao estimulo de stress este parametro diminuiu, e com o repouso e a redugao do estimulo
de stress, regressou ao seu estado basal. Do dia 3 para o dia 5 houve uma diminui¢do, podendo
dever-se ao facto de muitos destes animais terem sido expostos a procedimentos médicos

invasivos, induzindo um novo pico de stress.
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Quanto ao racio LF/HF (Grafico 17) observou-se um pico no dia 2 (£ 2,5), descendo de
seguida para um valor estavel (+ 1,5). Apesar de estar descrito que o valor normal deste racio
num cavalo em repouso ¢ 0,5 + 0,2, apenas um artigo o descreve, sendo que existe bastante
discrepancia entre a restante literatura, ndo havendo consenso quanto ao valor de referéncia
(Santosuosso et al., 2025). Se considerarmos estes valores de referéncia, apesar de se ter
observado um pico no dia 2, a qualidade do repouso pode nunca ter sido satisfatoria, uma vez
que o valor mais baixo observado ¢ ainda bastante elevado comparando com os valores basais
de um cavalo em repouso. Apesar disso, ressalvar que existem artigos em que valor basal
encontra-se num intervalo bastante mais elevado ndo sendo entdo possivel retirar estas
conclusdes (Louie et al., 2023; Mendong¢a, Bienboire-Frosini, Kowalczyk, et al., 2019;
Mendonga, Bienboire-Frosini, Menuge, et al., 2019).

Relativamente as correlagdes observadas entre MMP-9 e o LF (Grafico 18), ndo foram
encontradas descricdes de uma possivel correlagdo, ainda assim pode ser indicativo de que o
parametro LF pode ter alguma relagdo com a inflamagao e com padrdes inflamatorios. Futuras
investigagdes sobre o tema seriam necessarias para compreender plenamente esta relacao.

A correlacdo entre os leucdcitos e os neutrofilos (Grafico 19) € ja conhecida, uma vez
que os neutrofilos sdo células que fazem parte dos leucocitos e que representam uma
percentagem alta dentro desta familia celular (Rosales, 2020; Rosales ef al., 2016)

Neste estudo foram observados 16 animais, sendo uma populacio de dimensao bastante
reduzida, o que dificulta a andlise estatistica e aumenta o grau de incerteza dos resultados. No
que toca a recolha das amostras bioldgicas, sangue e saliva, devido a problemas logisticos ndo
foi possivel as mesmas transitarem para o laboratério no mesmo dia, havendo a possibilidade
de diminui¢do da qualidade das mesmas. No que toca a recolha dos pardmetros cardiacos,
apesar do método utilizado ter sido bastante 1til, houve perdas de informagao, podendo ter sido
devido a utilizagdo de operadores diferentes na execugdo do procedimento.

Ainda como limitagdo ao presente estudo ¢ o caracter inovador dos biomarcadores de
inflamacdo plasmaticos (MMP-9 e IL-6). Estando ainda pouco caracterizados em equinos ¢é
importante rever-se a metodologia e o contexto de aplicacdo antes de descartar ou considerar
validos estes parametros.

Por fim, este projeto deu inicio a um estudo que deve ser continuado, uma vez que o
stress ¢ a inflamac¢do podem atrasar e/ou piorar a recuperacdo dos animais, sendo ambos
desafios na gestdo do paciente e preocupagdes recorrentes do corpo clinico. A avaliagdo de

varios biomarcadores podera oferecer novas pistas cientificas que facilitem o estabelecimento
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de diagnosticos e prognosticos mais precisos e céleres. A compreensao da fisiologia do stress,
assim como os estimulos indutores de stress em ambiente de hospitalizagdo permitird o

desenvolvimento de condigdes hospitalares direcionadas para o bem-estar animal.
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Conclusao

Este estudo permitiu concluir que, no momento da admissdo hospitalar, os equinos
apresentam sinais de stress psicologico, ainda que de forma moderada. Esta resposta parece ser
uma reacdo aguda ao transporte, novo ambiente e as alteragdes associadas ao processo de
internamento.

Verificou-se uma tendéncia para estabilizagcao de parametros como a VFC entre os dias
2 e 3 de hospitalizagdo, o que sugere um grau de adaptagdo por parte dos animais a0 novo
contexto. Contudo, foi observada uma nova destabilizacdo destes mesmos parametros entre os
dias 3 e 4, coincidindo com o periodo pds-cirtirgico de grande parte dos equinos avaliados, o
que evidencia o impacto dos procedimentos invasivos e da recuperagdo cirirgica sobre o
equilibrio fisioldgico dos equinos.

Relativamente a utilizagdo da saliva como método ndo invasivo para avaliagdo de
biomarcadores, os resultados obtidos indicam que, no caso dos marcadores de stress, o cortisol
¢ um parametro que pode ser avaliado na saliva, ja a serotonina ¢ necessaria uma investigacao
mais robusta neste sentido, ndo sendo possivel aferir que a saliva ¢ uma alternativa viavel e
comparavel a andlise sanguinea. No que diz respeito aos biomarcadores inflamatorios, a
eficacia da saliva como meio de diagndstico mostrou-se menos consistente, sugerindo que nao
podera substituir, os métodos convencionais baseados em amostras sanguineas.

Este estudo sublinha, por conseguinte, a relevancia de ter em conta o impacto da
hospitalizagdo enquanto fator potencial de stress em equinos e reafirma a necessidade de uma
monitorizagdo continua durante o periodo de internamento. Futuramente, serd essencial
aprofundar esta linha de investigagdo com estudos de maior dimensao e durag¢do, de modo a
clarificar de forma mais robusta a real extensdo do impacto do internamento hospitalar sobre o
bem-estar dos equinos, bem como avaliar, com maior precisdo, as vantagens e limitacdes da

saliva como ferramenta de diagnostico clinico ndo invasiva em Medicina Veterindria Equina.
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Anexos:
Estes 2 resumos foram aceites e apresentados como flash presentation no IV Encontro de
Investigacdo da FMV- ULus6fona dia 07 de julho de 2025 na Universidade Lus6fona.
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Objetivos: Marcadores inflamatérios como a interleucina 6 (IL-6) e a
metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9) sdo amplamente reconhecidos na
medicina humana e veterinaria como marcadores de inflamagao. O objetivo
deste estudo foi investigar estes marcadores em cavalos hospitalizados, no
momento da admissado e da alta, assim como a sua correlagdo entre diferentes
amostras bioldgicas: sangue e saliva.

Materiais e Métodos: Foram hospitalizados 15 cavalos para procedimentos
eletivos. Realizaram-se duas colheitas de sangue e duas de saliva (dia
1=admisséo; dia 5=alta), de acordo com o protocolo hospitalar em vigor. A
recolha de sangue foi realizada em tubos Vacutainer EDTA®, enquanto a saliva
foi recolhida em salivettes®. As amostram foram conservadas refrigeradas até a
entrega no laboratério e, em seguida, congeladas a -80 °C, para posterior analise
laboratorial. As analises foram realizadas com recurso a kits ELISA: Human IL-
6; Equine MMP-9. Foram realizados testes t para comparar os resultados entre
os dias 1 e 5 e correlagdes de Pearson para compreender a relagdo das
concentragdes dos marcadores no sangue e na saliva.

Resultados: Relativamente ao teste ¢, os dados nao apresentaram variabilidade
entre a admissdo e a alta (p>0,05). Observou-se uma tendéncia para uma
correlagdo positiva da IL-6 na admissédo (r=0,477; p=0,062). Os restantes
resultados n&o foram significativos.

Conclusées: A auséncia de alteragdes entre a admisséo e a alta podera ser
justificada pelo caracter eletivo dos procedimentos realizados nos cavalos
incluidos. Seria interessante repetir estas analises em cavalos hospitalizados
com condi¢des inflamatorias evidentes. O estudo tem como limitagdo a
dimensao da populagdo, acrescida pelo facto de se ter observado um desvio
padrao consideravel, podendo ser a causa da auséncia de correlagcdo de MMP-
9 e IL-6. A continuagdo deste estudo ajudara a compreender melhor a correlagéo
destes marcadores nas diferentes matrizes bioldgicas.
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Objetivos: Avaliar se existem diferencas entre varios marcadores sanguineos
entre cavalos em varios estados clinicos (cavalos com estereotipias, problemas
ortopédicos, cavalos reativos, cavalos saudaveis), explorando o VPM como
possivel biomarcador associado a stress psicoldgico.

Materiais e Métodos: Foram recolhidas amostras sanguineas de 28 cavalos, no
ambito de exames médicos de rotina, para realizagdo de hemograma completo.
As amostras de sangue foram colhidas em tubos com EDTA e processadas nos
equipamentos IDEXX Procyte™ One de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Tendo em conta a reduzida dimensao da populagdo, aplicou-se o
teste de Kruskal-Wallis, seguido de comparag¢des multiplas entre pares.

Resultados: Observou-se uma diferencga significativa do VPM entre os grupos
de cavalos (p<0,05). Especificamente, os cavalos com estereotipias (E)
apresentaram um resultado superior aos cavalos saudaveis (S) (E = 9,04fL; S =
8,31fL; p<0,05).

Conclusées: A literatura sugere que valores aumentados de VPM podem refletir
ativagcdo plaquetaria em resposta a stress, inflamagdo ou exercicio. Os
resultados indicam que o VPM podera constituir um marcador hematoldgico
relevante na avaliagdo de cavalos com estereotipias, suportando a hipétese de
que estas manifestagbes comportamentais tém repercussdes fisioldgicas
mensuraveis. Sendo a populagao uma limitagao do presente estudo, recomenda-
se a confirmagdo destes resultados em estudos futuros, assim como noutros
quadros clinicos de doenga comportamental.

Palavras-chave: Estereotipias, Volume Plaquetario Médio, Equino,
Hematologia, Stress
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Este resumo foi aceite para comunicagao livre na 7° Reunido Anual do Congresso Europeu de
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setembro de 2025, em Helsinquia, Finlandia.
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The physiology of behavioural problems in horses is still scarcely known. The increase
in mean platelet volume (MPV) associated with symptoms of depression and anxiety
has been described in human medicine. This study aimed to investigate MPV and its
relationship with behavioural problems in horses.

A total of 32 horses were included and divided in groups as follows: control (12);
stereotypies (5); orthopaedics (3); reactivity while getting ready to ride (5); and
reactivity while ridden (3). Whole blood was collected from the jugular vein and
refrigerated until further analysis. The sample was analysed by IDEXX® ProCyte Dx
equipment. Results were compared with the Kruskal-Wallis test and pairwise
comparisons.

MPYV differed between groups (p<0.05). Significant differences were observed between
the control group(8.2+0.54 fL) and the following groups: stereotypies (9£0.44 fL,
p<0.05); reactivity while getting ready to ride (9.4+0.69 fL, p<0.01); and reactivity
while ridden (9.5+0.83 fL, p<0.05). A trend was observed between the control group
and the orthopaedics groups (9.2£1.05 fL, p=0.06).

MPYV was higher in the studied groups when compared to the control group. Thus,
MPYV, as in human medicine, might be an interesting indicator for the study of
behavioural problems in horses. Further studies are needed to allow a full understanding
of the clinical relevance of this indicator.
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