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RESUMO

BINI DE LIMA, A.C. Enriquecimento ambiental social e sensorial como estratégias para
otimizar o bem-estar de equinos em condicdes de estresse de curta duracdo. 2024. 91f. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2024

A pesquisa foi desenvolvida para avaliar o efeito de diferentes estratégias de enriquecimento
ambiental (EA) sensorial e social sobre o bem-estar de equinos em condicdes de estresse de curta
duracdo (isolamento social e restricio de movimentos). No capitulo 1, tém-se a revisdo de
literatura, onde foi abordado inicialmente os desafios enfrentados por equinos no ambiente
domeéstico e caracterizada a resposta fisioldégica e comportamental ao estresse. Em seguida, sdo
descritas estratégias para reducdo do estresse, sendo apontada a relevancia do EA sensorial e
social como alternativas em potencial para melhorar o bem-estar da espécie. No capitulo 2 €
apresentado o artigo em que foi proposto avaliar o efeito do EA social sem contato, em cavalos
submetidos a restricdo de movimentos imposta pelo manejo de contencdo em tronco, e sua
capacidade de facilitar o amortecimento social, promovendo a reducéo de respostas ao estresse.
Foram avaliados equinos da raca Pantaneiro (n=11) em delineamento crossover com tratamento
EAS (Enriquecimento ambiental social durante manejo de contengdo em tronco), e tratamento
IS (Isolamento social durante manejo de contencdo em tronco). Parametros fisiologicos e
expressdes faciais (EquIFACS) foram avaliados ao longo dos 24 minutos em que 0s animais
permaneceram contidos. Quando os cavalos foram submetidos ao manejo em isolamento social
(1S) as frequéncias cardiaca e respiratoria foram maiores (p<0,05) do que, quando acompanhados
por um coespecifico (EAS). A frequéncia de expressdes faciais associadas a resposta ao estresse
como dilatador de narinas (AD38), levantador de sobrancelha interna (AU101), levantador da
palpebra (AU5), aumento do branco dos olhos (AD1), orelhas para frente (EAD101) e orelhas
para tras (EAD104), também foram maiores (p<0,05) para IS em comparacdo com EAS. O EA
social sem contato se mostrou uma estratégia eficaz para mitigar o estresse induzido pelo manejo,
demonstrando que esta pratica pode facilitar o amortecimento social. No capitulo 3 € apresentado
0 artigo em que foi proposto avaliar o efeito do EA sensorial olfativo com 6leo essencial de
lavanda em cavalos submetidos a restricdo de movimentos imposta pelo manejo de contencgéo
em tronco e isolamento social, e sua capacidade de reduzir respostas ao estresse. Foram avaliados
equinos da raca Pantaneiro (n=7) em delineamento crossover com tratamento lavanda (6leo
essencial de Lavandula augustifolia) e tratamento controle (TACC). Parametros fisioldgicos e
comportamentais (comportamento geral e expressdes faciais - EquiFACS) foram avaliados ao
longo dos 24 minutos em que 0s animais permaneceram contidos. Quando os cavalos receberam
o tratamento lavanda sua frequéncia cardiaca foi menor apos a estimulacdo olfativa (p<0,05).
Paralelamente, foi observado aumento da temperatura ocular (p<0,05) para o enriquecimento
com lavanda. A frequéncia de expressdes faciais associadas a resposta ao estresse como dilatador
de narinas (AD38), mastigacdo (AD81), exposicdo da lingua (AD19) e piscada (AU145),
também foram menores (p<0,05) para lavanda. O EA olfativo com 6leo essencial de lavanda
influenciou parametros fisiologicos e expressdes faciais de cavalos Pantaneiros, e se mostrou
uma estratégia eficaz para atenuar o estresse de curta duracdo induzido pelo manejo. Com base
nas observac6es promissoras da utilizacdo do enriquecimento ambiental sensorial e social sobre
0 bem-estar de equinos em condicGes de estresse de curta duracdo obtidas nesta tese, recomenda-
se a implantacdo de ambas as estratégias em centros equestres.

Palavras-chave: amortecimento social, comportamento, expressao facial, odorantes



ABSTRACT

BINI DE LIMA, A.C. Social and sensory environmental enrichment as strategies to optimize
equine welfare under short-term stress conditions. 2024. 91f. Thesis (Doctorate) - Faculty of
Veterinary Medicine and Animal Science, Federal University of Mato Grosso do Sul, MS, 2024

The research was developed to evaluate the effect of different sensory and social environmental
enrichment (EE) strategies on the welfare of horses under short-term stress conditions (social
isolation and movement restriction). In chapter 1, there is a literature review, which initially
addressed the challenges faced by horses in the domestic environment and characterized the
physiological and behavioral stress responses. Next, strategies for reducing stress are described,
highlighting the relevance of sensory and social EE as potential alternatives to improve the well-
being of the species. Chapter 2 presents the article in which it was proposed to evaluate the effect
of non-contact social EE on horses subjected to movement restriction imposed by restraint
handling in stocks, and its ability to facilitate social buffering by promoting the reduction of
stress responses. Pantaneiro horses (n=11) were evaluated in a crossover design with EAS
treatment (Social environmental enrichment during restraint handling in stocks) and IS treatment
(Social isolation during restraint handling in stocks). Physiological parameters and facial
expressions (EquiFACS) were assessed throughout the 24 minutes that the animals remained
restrained. When horses were subjected to handling in social isolation (IS), heart and respiratory
rates were higher (p<0.05) than when accompanied by a conspecific (EAS). The frequency of
facial expressions associated with the stress response such as nostril dilation (AD38), inner brow
raiser (AU101), upper lid raiser (AU5), eye white increase (AD1), ears forward (EAD101) and
ear rotator (EAD104), were also greater (p<0.05) for IS compared to EAS. Non-contact social
EE proved to be an effective strategy to mitigate handling-induced stress, demonstrating that this
practice can facilitate social buffering. Chapter 3 presents the article in which it was proposed to
evaluate the effect of olfactory sensory EE with lavender essential oil on horses subjected to
movement restrictions imposed by restraint handling in stocks and social isolation, and its ability
to reduce stress responses. Pantaneiro horses (n=7) were evaluated in a crossover design with
lavender treatment (Lavandula augustifolia essential oil) and control treatment (TACC).
Physiological and behavioral (general behavior and facial expressions — EQuiFACS) parameters
were assessed throughout the 24 minutes that the animals remained restrained. When horses
received the lavender treatment their heart rate was lower after olfactory stimulation (p<0.05).
At the same time, an increase in ocular temperature (p<0.05) was observed for lavender
enrichment. The frequency of facial expressions associated with the stress response, such as
nostril dilation (AD38), chewing (AD81), tongue show (AD19) and blink (AU145), were also
lower (p<0.05) for lavender. Olfactory EE with lavender essential oil influenced physiological
parameters and facial expressions of Pantaneiro horses and proved to be an effective strategy to
mitigate short-term stress induced by handling. Based on the promising observations of the use
of sensory and social environmental enrichment on the welfare of horses in short-term stress
conditions obtained in this thesis, it is recommended the implementation of both strategies in
equestrian centers.

Keywords: behavior, facial expression, odorants, social buffering
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1 INTRODUCAO

Cavalos domésticos enfrentam uma série de desafios inerentes ao ambiente em que sdo
mantidos e manejados. Para lidar com estes desafios, 0s animais contam com respostas
comportamentais e fisioldgicas ao estresse que, embora sejam adaptativas, quando provocadas
por longa durac&o, ou com frequéncia, podem comprometer o bem-estar (BUDZYNSKA, 2014;
MCGREEVY et al., 2018). Por este motivo, ha constante busca por alternativas que possam
auxiliar na reducédo do estresse e aumentar a capacidade dos animais de lidar com desafios.

O enriquecimento ambiental tem sido apontado como alternativa para melhorar a
situacdo cativa de cavalos domésticos e a seguranca de tratadores (LANSADE et al., 2014;
SARRAFCHI; BLOKHUIS, 2013). De forma geral, estratégias de enriquecimento envolvem o
fornecimento de estimulos sensoriais, novos objetos, contatos sociais e a possibilidade de
exercicio voluntario (LANSADE et al., 2014), o que resulta em um ambiente interativo e

complexo, permitindo que 0s animais expressem padrées comportamentais tipicos da espécie.

A estimulacdo olfativa, particularmente, € uma forma de enriquecimento ambiental
sensorial com potencial consideravel. Odores sdo relativamente baratos, acessiveis, faceis de
armazenar e podem se tornar dindmicos no tempo e espaco, criando um aspecto de novidade
(NIELSEN etal., 2015), o que faz da estimulacéo olfativa interessante do ponto de vista pratico.
Estudos recentes demostraram que a estimulacédo olfativa pode afetar parametros fisiologicos,
assim como comportamentais de cavalos domésticos (FERGUSON; KLEINMAN;
BROWNING, 2013; GUILLAUME et al., 2018; HEITMAN et al., 2018; RORVANG;
NICOVA; YNGVESSON, 2021).

As pesquisas desenvolvidas com equinos até o momento focaram, em sua maioria, na
utilizacdo do 6leo essencial de lavanda, que demonstrou ter o potencial de reduzir a intensidade
da resposta ao estresse em cavalos expostos a diversos tipos de estressores (FERGUSON;
KLEINMAN; BROWNING, 2013; HEITMAN et al., 2018; POUTARAUD et al., 2018).
Embora os resultados sejam promissores, ainda ha lacunas relacionadas a esta area do
conhecimento, e, estudos realizados em diferentes contextos relacionados ao ambiente
doméstico podem trazer um leque maior de possibilidades com relacdo a utilizacdo da

estimulacdo olfativa como enriquecimento ambiental sensorial.

Outra categoria de enriquecimento ambiental que pode ser especialmente vantajosa para
equinos, por se tratar de uma espécie gregaria, é o enriquecimento ambiental social. Esse tipo

de enriquecimento envolve proporcionar oportunidades para socializagdo e pode facilitar o
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suporte social, um atributo distinto observado em mamiferos sociais, através do qual animais
na companhia de membros da mesma espécie experimentam melhor bem-estar fisico e
psicoldgico (KIKUSUI; WINSLOW; MORI, 2006; MCMILLAN, 2020).

A introducdo de membros da mesma espécie (coespecificos) como método de
enriquecimento ambiental pode aumentar a capacidade dos animais de lidar com desafios, visto
que, o suporte social possui efeitos amortecedores que mitigam o impacto negativo dos
estressores sob bem-estar do individuo (KIKUSUI; WINSLOW; MORI, 2006; RICCI-BONOT
et al., 2021). Esse fendmeno é conhecido como amortecimento social, ja relatado em equinos
por diferentes autores (RICCI-BONOT et al., 2021; RORVANG; CHRISTENSEN, 2018;
VISSER; ELLIS; VAN REENEN, 2008). Ainda assim, a utilizag&o de parceiros sociais como
enriquecimento ambiental social e as vantagens do amortecimento social em equinos tem sido
pouco explorada na ciéncia animal, o que destaca a necessidade de novos estudos que abordem

0 uso dessa estratégia no manejo cotidiano de equinos.

Em vista disso, a pesquisa foi desenvolvida para avaliar o efeito de diferentes estratégias
de enriquecimento ambiental (sensorial e social) sobre o bem-estar de equinos em condi¢oes de
estresse de curta duracéo (isolamento social e restricdo de movimentos). O trabalho apresentado
€ composto por trés capitulos, sendo: Capitulo 1, uma revisdo de literatura com topicos
relevantes para compreensao do tema abordado; Capitulo 2, artigo intitulado “Enriquecimento
ambiental social reduz expressdes faciais e parametros fisiologicos relacionados a reposta ao
estresse de curta duragdo em equinos”, redigido de acordo com as normas da revista Animals;
Capitulo 3, artigo intitulado “Enriquecimento olfativo com 6leo essencial de lavanda influéncia
expressoes faciais e parametros fisiologicos de equinos submetidos a estresse de curta duracao”

redigido de acordo com as normas da revista Animals.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O CAVALO DOMESTICO: DESAFIOS AMBIENTAIS E BEM-ESTAR

O repertdrio comportamental inclui uma gama de atividades que podem ser observadas
em uma espécie especifica, e que permitem que esta espécie se adapte ao seu habitat (MILLS,
2010). O repertorio comportamental do cavalo evoluiu em resposta aos desafios enfrentados no
nicho evolutivo de um herbivoro pastejador, que forma grupos sociais e geralmente evita a
predagéo por meio da fuga (BOTREAU et al., 2023; COOPER; ALBENTOSA, 2005).

No ambiente doméstico, muitos destes desafios enfrentados no habitat natural foram
extinguidos. No entanto, a necessidade psicoldgica de responder a fatores ambientais podem
ainda existir, mesmo que a necessidade biologica de expressar respostas comportamentais
adaptativas tenha sido eliminada (COOPER; ALBENTOSA, 2005). Embora a domesticacéo de
cavalos tenha ocorrido had mais de 5.000 anos, evidéncias sugerem que o0s padrdes
comportamentais dos cavalos domésticos nao diferem substancialmente dos padrdes de cavalos
ferais de vida livre e, apesar de gerac6es de reproducdo em habitats ndo naturais, € comum que
animais domeésticos ainda apresentem comportamentos de seu repertorio original
(HAUSBERGER; LESIMPLE; HENRY, 2021; MILLS, 2010; SARRAFCHI; BLOKHUIS,
2013).

Os habitats naturais sdo frequentemente ricos, proporcionando estimulos que variam no
espaco e no tempo, permitindo que 0s animais expressem ampla gama de comportamentos. Em
contrapartida, o ambiente doméstico €, em geral, forjado para atender as necessidades
bioldgicas béasicas dos animais, sendo menos complexos e dindmicos (BOTREAU et al., 2023).
Essa discrepancia, associada ao fato de cavalos serem mantidos com frequéncia em condicdes
subotimas (HAUSBERGER; LESIMPLE; HENRY, 2021), geram impactos negativos sobre o

bem-estar da espécie.

Cavalos enfrentam constantemente diversos desafios inerentes ao ambiente domestico,
sendo comum que, a expressdo de seu comportamento natural seja limitada drasticamente. E
usual em diversos paises que cavalos estabulados sejam mantidos em isolamento social,
privados dos beneficios do contato social com coespecificos. No entanto, para uma espécie
gregaria como o cavalo, é provavel que o suporte social seja critico para o funcionamento
mental saudavel, devido a pressdo evolutiva para ndo se tornar um individuo isolado e,
consequentemente, vulneravel enquanto presa (MILLS; RICCI-BONOT; HALL, 2020).
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Além do isolamento social, as limitacdes fisicas impostas aos animais criados de forma
intensiva significam que o comportamento de movimentagdo é prejudicado (MCGREEVY,
2004). A restricdo de movimentos é um desafio de extrema relevancia se considerarmos que
cavalos ferais de vida livre percorrem em média 18 Km por dia e cavalos domésticos mantidos
a pasto cerca de 6,5 Km, em contraste com cavalos domésticos estabulados que, mesmo com

tempo de soltura em piquetes, percorrem menos de 1,6 Km por dia (BEAVER, 2019).

Em paralelo a restricio de movimentos imposta pela forma como os animais séo
alojados, ha a restricdo de movimentos imposta por manejos que envolvem contencdo fisica
como atendimentos veterinarios, por exemplo, sendo comum o uso de troncos de contencéo,
em geral construidos de postes sélidos (RILEY; CREGIER; FRASER, 2022). Todavia, para
uma especie cuja principal estratégia de defesa € a fuga, esse tipo de manejo pode ser aversivo
mesmo para animais familiarizados com a pratica, como observado no trabalho executado por
Vitale et al. (2013), cujos resultados indicam que a restricdo de movimentos esta associada ao

aumento da atividade simpética, mesmo em cavalos habituados.

O isolamento social e a restricdo de movimento em conjunto com um ambiente
notoriamente pobre em estimulos sensoriais, limitam a capacidade do cavalo de engajar de
forma voluntaria com seu ambiente e coespecificos. A capacidade dos animais de engajar em
comportamentos voluntarios, autogerados e/ou direcionados a objetivos € descrita como
agéncia, e tem sido o ponto central de desenvolvimentos recentes na ciéncia do bem-estar
animal (MELLOR et al., 2020).

O "Modelo dos Cinco Dominios", considerado referéncia para avaliacdo do bem-estar
animal na atualidade, foi proposto em 1994 e posteriormente atualizado em 2001, 2004, 20009,
2012, 2015, 2017 e 2020 para incorporar desenvolvimentos atuais no pensamento cientifico
sobre bem-estar (MELLOR et al., 2020). Esse modelo expressa dentro de cinco dominios
experiéncias positivas e negativas vividas pelos animais, sendo eles: (1) nutricdo; (2) ambiente
fisico; (3) saude; (4) interacbes comportamentais; (5) estado mental (MELLOR;
BEAUSOLEIL, 2020). Os trés primeiros dominios concentram-se principalmente em fatores
que perturbam caracteristicas relacionadas a estabilidade interna do corpo. Em contraste, o foco
principal do Dominio 4 esta na evidéncia comportamental da expressao de agéncia quando 0s

animais interagem com seu ambiente, animais ndo humanos e humanos (MELLOR et al., 2020).

A agéncia demonstra as propensdes intrinsecas dos animais de engajar ativamente com

seu ambiente fisico, bidtico e social. Esse engajamento ativo vai além do exigido por
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necessidades momentaneas, tendo como finalidade permitir que os animais possam reunir
conhecimento e aprimorar suas habilidades para no futuro responder de forma eficaz a desafios
diversos (MELLOR; BEAUSOLEIL, 2020; SPINKA; WEMELSFELDER, 2018). Em
condicdes naturais, 0s animais precisam engajar ativamente com o ambiente para prosperarem

na sobrevivéncia e na reproducéo (SPINKA, 2019).

Para animais sob cuidados humanos no ambiente doméstico, promover oportunidades
que melhoram a capacidade de estes expressarem comportamentos relacionados com a agéncia,
pode provocar efeitos positivos que melhoram o bem-estar. Por outro lado, a evidéncia
comportamental de expressdo prejudicada de agéncia quando 0s animais interagem com Seu
ambiente ou outros animais, esta relacionada a efeitos negativos que comprometem o bem-estar
(MELLOR et al., 2020).

2.1.1 CAVALO PANTANEIRO: ORIGEM, CARACTERISTICAS ADAPTATIVAS E
IMPORTANCIA NO CENARIO REGIONAL

Para identificar gargalos e aprimorar a forma como cavalos sdo criados e manejados,
além dos conhecimentos gerais relacionados a espécie, € importante agregar conhecimento a
respeito de particularidades que racas localmente adaptadas sob cuidados humanos, podem
apresentar. O Pantaneiro € uma raca brasileira, difundida especialmente nos estados de Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul, onde teve origem (MCMANUS et al., 2016), que descende de

animais trazidos da Peninsula Ibérica ao Brasil na época da colonizacao (EGITO et al., 2016).

Os cavalos Ibéricos introduzidos no Pantanal Brasileiro multiplicaram-se, e ap0s
centenas de anos de selecdo natural formaram um ecétipo adaptado as condicdes ecoldgicas
desafiadoras deste bioma, marcado por periodos de aguas e seca, com elevadas temperaturas
(SANTOS et al., 2020). Originou-se assim o cavalo Pantaneiro, reconhecido como raca pelo
Ministério da Agriculturaem 1972 (MCMANUS et al., 2016).

Os animais da raca Pantaneiro apresentam caracteristicas adaptativas que Ihes permitem
sobreviver e prosperar mesmo diante das adversidades ambientais, como: tolerancia ao calor
(SANTOS et al., 2022), habito alimentar adaptado aos recursos forrageiros locais, assim como,
capacidade de pastejar dentro d’agua em areas inundaveis (SANTOS et al., 2016a), e resisténcia
dos cascos a umidade (SANTOS et al., 2016b). A adaptacdo ao ambiente local ¢ uma
caracteristica valiosa que atribui ao cavalo Pantaneiro grande utilidade no manejo do gado de

corte, considerada a principal atividade econémica da regido (SANTOS et al., 2020). Além
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disso, estes animais representam importante meio de transporte para os habitantes locais,

principalmente em regides de dificil acesso no Pantanal (SANTOS et al., 2013).

Conhecidos por sua multifuncionalidade, os cavalos Pantaneiros sdo, em geral,
mediolineos e possuem bom desenvolvimento toracico, o que os proporciona tanto velocidade
na lida com o gado como resisténcia a longas caminhadas (MCMANUS et al., 2008). Devido
suas caracteristicas morfofuncionais, hd uma crescente participacdo de animais da raga em
cavalgadas e praticas esportivas como Lago Técnico, Lago Comprido, “Team Penning”
(apartagdo de determinados bois do rebanho) e “Ranching Sorting” (selecdo de gado e

direcionamento para cercados/currais) (SANTOS; TAKAHASHI, 2021).

Apesar das notaveis caracteristicas adaptativas que atribuem a estes animais valor
genetico impar, essa raga quase chegou a extin¢ao devido a uma série de fatores como doengas
e cruzamentos indiscriminados com outras racas (SANTOS et al., 2003). Todavia, a valorizagédo
do cavalo Pantaneiro nas ultimas décadas levou a expansdo no nimero de ndcleos de criagao
no Pantanal, favorecendo a conservacdo da raca e possibilitando ampliacdo de mercado para
outros estados e paises (SANTOS et al., 2023). Diante deste cenario, os criadores tém buscado
melhorar a raga, assim como 0 manejo geral dos cavalos, o que impulsiona a busca por

estratégias de manejo que preconizem o bem-estar animal.

2.2 RESPOSTA AO ESTRESSE

A falta de satisfacdo das necessidades comportamentais € um estressor recorrente para
cavalos domésticos. Diante de um estressor em potencial, a defesa biologica coordenada pelo
sistema nervoso central consiste em uma combinacao de respostas fisioldgicas (autonémicas e
neuroendocrinas) e comportamentais ao estresse (MCGREEVY et al., 2018). Os dois principais
sistemas acionados em resposta ao estresse sdo: o sistema nervoso autdnomo (SNA), com
énfase na ativacéo simpatica do SNA, e o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) (HYYPPA,
2005).

A resposta fisiologica ao estresse ocorre em dois estagios. No estagio 1, a estimulacao
da regido posterior do hipotalamo resulta em sinais que ativam a medula das glandulas adrenais,
provocando a liberagdo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) (MCGREEVY et al.,
2018). Estes horménios atuam em varios sistemas do corpo para gerar resposta adaptativa e
favorecem a disponibilizagdo de oxigénio para os musculos (BOMBAIL, 2017; MOBERG,;
MENCH, 2000) (Figura 1).
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Estdgio 1. Sistema Nervoso Autonomo (SNA)
Ativacio da parte simpdtica do SNA

Catecolaminas: .
adrenalina e noradrenalina

* Aumenta a pressao arterial

e Inibe a digestao e a salivagao

* Acelera os batimentos cardiacos
* Dilata a pupila

e Eleva temperatura

* Aumenta frequéncia respiratéria

Mais oxigeni
para os mitsculos

Mais energi ¢ Mobilizacao de energia
para os mustulos (AGL, glicose)

Glicocorticéides: ex. cortisol

Estdgio 2. Eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA)

Figura 1. Modelo padrdo de resposta ao estresse. Fonte: Adaptado de McGreevy et al. (2018). Elaborado pela
autora com recursos do Canva.

No estagio 2, o nucleo paraventricular do hipotalamo recebe informacgdes que levam a
secrecdo do hormonio liberador de corticotropina (CRH), que sinaliza a hipofise para liberar o
hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH). Em seguida, o ACTH estimula o cértex das glandulas
adrenais a liberar hormonios glicocorticéides, predominantemente cortisol em grandes
mamiferos. Esses hormdnios esteroides afetam o metabolismo tecidos para mobilizar recursos
energéticos (MOBERG; MENCH, 2000; RILEY; CREGIER; FRASER, 2022) (Figura 1).

As respostas autondmicas e neuroenddcrinas preparam o0 organismo para responder de
maneira adequada e sdo respostas padréo, que ocorrem de forma similar independentemente do
estressor. Em contrapartida, a resposta comportamental visa remover diretamente o estressor e
proporciona ao cavalo a flexibilidade para responder apropriadamente de acordo com a natureza
do estressor em questdo (KONIG; VISSER; HALL, 2017; RILEY; CREGIER; FRASER,
2022).

Nesse sentido, as respostas comportamentais ao estresse podem ser mais variadas do
que as respostas fisioldgicas e, embora no modelo padrdo de resposta ao estresse luta e fuga

sejam as respostas comportamentais que recebam maior destaque, é possivel que os cavalos
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adotem também reacfes passivas como estratégia para lidar com situacGes desafiadoras
(KONIG; VISSER; HALL, 2017).

As mudancas fisioldgicas que compdem a resposta ao estresse podem ser mensuradas
de forma ndo invasiva por meio de pardmetros como frequéncia respiratoria, frequéncia
cardiaca e variabilidade da frequéncia cardiaca. O monitoramento dos parametros cardiacos por
meio de frequencimetros tornou-se popular nas ultimas décadas, por aferir as alteracGes no
batimento, e no funcionamento do sistema nervoso autdnomo, especificamente no equilibrio
entre a atividade simpatica e vagal (MCDUFFEE et al., 2019; VON BORELL et al., 2007).

A temperatura superficial também é um pardmetro de interesse, uma vez que, mudancas
na temperatura da superficie estdo associadas a mudancas no fluxo sanguineo subjacente que
ocorrem em resposta ao estresse, podendo ser mensuradas de forma néo invasiva por meio de
cameras termograficas, ou termometros infravermelhos (MOTA-ROJAS et al.,, 2021,
SOROKO; HOWELL, 2018; VERDUZCO-MENDOZA et al., 2021).

Dentre as regides de interesse usualmente avaliadas por meio da termografia
infravermelha, destaca-se a regido ocular, pois alteracdes na temperatura ocular e da area
circundante tém sido associadas a procedimentos aversivos (MCGREEVY etal., 2018; MOTA-
ROJAS et al., 2021). Por outro lado, embora menos utilizada, publicacdes recentes apontam
que regido auricular também pode ser informativa em contextos estressantes (MOTA-ROJAS
etal., 2021; VERDUZCO-MENDOZA et al., 2021).

Mesmo diante da variedade de parametros fisioldgicos que podem ser mensurados, nota-
se que a avaliacdo da resposta ao estresse € mais robusta quando realizada a combinacéo de
medidas fisioldgicas e comportamentais (KONIG; VISSER; HALL, 2017). Com relagdo a
parametros comportamentais, a avaliacdo das expressoes faciais merece atencdo em virtude do
seu potencial em refletir de forma mais confiavel o estado interno do animal, quando comparado
ao comportamento geral (DESCOVICH et al., 2017).

Os Sistemas de Codificacdo de Acdo Facial (FACS) fornecem uma metodologia
sistematica de identificacdo e codificacdo de expressdes faciais com base na musculatura facial
subjacente e no movimento muscular, proporcionando uma estrutura em que, cddigos
designados como unidades de acdo (AUs) representam a contracdo de um mdsculo facial
especifico, ou de um conjunto de musculos, e os movimentos faciais resultantes (LUNDBLAD
et al., 2021; WATHAN et al., 2015). Descritores de agdo (ADs) também sdo usados para

movimentos faciais mais gerais, em que a base muscular ndo pode ser identificada ou é o
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resultado de um conjunto muscular diferente (WATHAN et al., 2015). O EquiFACS contém
todas as acOes faciais que os cavalos podem produzir, e sua utilizagdo foi bem-sucedida em
trabalho realizado com a finalidade de identificar expressdes relevantes em equinos submetidos
a intervencdes estressantes (LUNDBLAD et al., 2021).

A diversidade de pardmetros usados como indicadores de estresse destaca a
complexidade dos efeitos que a exposicdo a estressores pode ter nos animais. Inclusive, em
condigBes em que o animal é exposto a multiplos estressores ou a um Unico estressor
continuamente, possiveis efeitos prejudiciais em varias funcdes fisiolégicas podem ocorrer.
Isso ocorre pois 0 organismo ndo consegue repor seus recursos bioldgicos, acumulando custos
biol6gicos e comprometendo o bem-estar (MCGREEVY et al., 2018; MOBERG; MENCH,
2000).

Além do claro impacto que o estresse tem sobre o organismo, manejar animais
estressados pode ser mais arriscado, ja que comportamentos relacionados ao estresse (agitacéo
e agressividade, por exemplo) podem oferecer risco para as pessoas envolvidas nos cuidados e
treinamento de equinos. Por estes motivos, hd busca ativa na comunidade cientifica por

alternativas que possam reduzir o estresse.

2.3 ESTRATEGIAS PARA REDUCAO DO ESTRESSE DE EQUINOS EM AMBIENTE
DOMESTICO

O conceito de enriquecimento ambiental refere-se a uma ampla gama de modificacbes
no ambiente de animais em cativeiro, ou de criacdo, que oferecem estimulacdo adequada e
facilitam a expressao de comportamento altamente motivado, promovendo emocdes positivas
e melhorando o bem-estar dos animais (BOTREAU et al., 2023).

A implementacdo pratica do enriquecimento ambiental se da por meio de estratégias
que, de forma geral, tem como objetivo aumentar a diversidade comportamental, reduzir a
frequéncia de comportamentos aberrantes, aumentar a variedade ou numero de padrdes
comportamentais tipicos da espécie, aumentar a utilizacdo positiva do ambiente e a capacidade
dos animais de lidar com desafios (YOUNG, 2003).

Categorizar o enriquecimento em diferentes grupos também é um componente chave da
implementacdo pratica e pode dar uma indicagdo da fungdo de cada item ou atividade. Em

geral, o enriquecimento pode ser subdividido em cinco categorias, que ndo sao mutuamente
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exclusivas: enriquecimento fisico, enriquecimento social, enriquecimento sensorial,
enriquecimento ocupacional ou cognitivo e enriquecimento alimentar (BLOOMSMITH;
BRENT; SCHAPIRO, 1991; YOUNG; AZEVEDO; CIPRESTE, 2020).

O impacto de estratégias de enriquecimento ambiental em equinos especificamente, foi
demonstrado por Lansade et al. (2014). Neste trabalho, foi observado que cavalos tratados com
enriquecimento ambiental exibiram expresséo reduzida de indicadores de estresse, apontando
melhora no bem-estar. Além disso, a utilizacdo de enriquecimento ambiental resultou em
percepcdo mais positiva do ambiente, sugerindo diminuicdo dos niveis de estresse. Assim, a
utilizacdo do enriquecimento ambiental emerge como uma alternativa promissora para melhora

da qualidade de vida de animais desta espécie.

2.3.1 Enriquecimento ambiental social

O enriquecimento social abrange a socializagdo de animais com membros da mesma
espécie (coespecificos) ou de espécies diferentes (heteroespecificos), tanto em condi¢Ges em
que o contato direto € proporcionado (enriquecimento social com contato), quanto em
condi¢des em que ndo héa contato (enriquecimento social sem contato), neste caso as interacoes
sdo facilitadas atraveés de comunicacdo visual, auditiva e olfativa (BAUMANS, 2005;
BLOOMSMITH; BRENT; SCHAPIRO, 1991) (Figura 2).

ENRIOUECIMENTO AMBIENTAL SOCIAL

Com Contato oem contato

Coespecifico  Heteroes !oecz'fico Coespecifico  Heteroes pecifico
: :
] ] ! 1

Contato direto Contato direto Comunicagio
visual, auditiva e
olfativa com
humanos e/ou

outros animais

: _ : Comunicagao
e interacao € interacao : o
o . visual, auditiva
fisica com fisica com com fo =
e olfativa com
membros da humanos e/ou
» o membros da
mesma especie outros animais iy
< mesma espécie

\ A nao humanos nao humanos

Figura 2. Infografico representando op¢des de enriquecimento ambiental social. Fonte: Elaborado pela autora com
recursos do Canva, baseado em informagdes de Baumans (2005) e Bloomsmith, Brent e Schapiro (1991).



~N OO OB~ W DN e

10
11
12
13
14
15

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

31
32
33

28

Proporcionar enriquecimento social com contato entre coespecificos deve ser a principal
estratégia de enriquecimento social, uma vez que, interacGes sociais apropriadas entre membros
da mesma espécie sdo essenciais para o crescimento, desenvolvimento e bem-estar de animais
sociais (BAUMANS, 2005). Nesse sentido, todas as espécies gregarias deveriam, idealmente,
ser mantidas em alojamento social, que consiste em espagco que permite o alojamento dos
individuos em pares ou em grupo e satisfaz as necessidades sociais dos animais por meio do
contato direto com coespecificos (STEWART, 2017).

Em situacdes que exigem o alojamento individual dos animais, o enriquecimento social
sem contato entre coespecificos pode ser considerado uma estratégia interessante. Neste caso,
0 grau de contato social pode ser aumentado através da criacdo de canais para comunicacdo
visual, auditiva e olfativa (YOUNG, 2003) (Figura 4). Mesmo que animais nestas condigdes
ndo possam engajar em interacOes fisicas normais especificas da espécie, eles ainda podem
permanecer conscientes da presenca de coespecificos nas proximidades e reagir aos sinais
sensoriais fornecidos por eles, dessa forma, as pistas sensoriais podem atuar como um substituto
para o contato direto (STEWART, 2017).

Enriquecimento social fornece fontes dindmicas e imprevisiveis de estimulacéo,
podendo ser uma das formas mais duradouras e eficazes de enriquecimento para espécies
sociais (MILLS, 2010). Enquanto itens inanimados de enriquecimento sdo estaticos e mostram-
se interessantes apenas para atividades especificas, um parceiro social cria frequentemente
situacOes novas e imprevisiveis as quais 0 animal deve reagir, por este motivo, este pode ser

considerado o tipo de enriquecimento mais desafiador (BAUMANS, 2005).

2.3.1.1 Suporte e amortecimento social

Como espécie gregaria, cavalos exibem algumas das habilidades sociais apontadas
como fundamentais para navegar em um ambiente social fluido e dindmico (WATHAN et al.,
2015). Considerando o comportamento social de populagdes ferais, é possivel notar que, se ndo
houvesse as pressdes domésticas, 0s equinos viveriam em uma sociedade composta por varios
pequenos grupos que compartilham espaco e recursos, e aos quais a adesdo permanece
relativamente estavel ao longo do tempo (MCGREEVY, 2004; WATHAN et al., 2015).

A vista disso, é natural que para equinos 0 enriquecimento social detenha grande
potencial, inclusive, manter cavalos em grupos é reconhecido como a forma mais adequada

para satisfazer necessidades fisicas e comportamentais da espécie (HARTMANN;
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SONDERGAARD; KEELING, 2012). Esta informacdo estd alinhada com evidéncias que
apontam que mamiferos sociais compartilham um atributo distinto, descrito como suporte
social, através do qual animais na companhia de membros da mesma espécie experimentam
melhor bem-estar fisico e psicologico (KIKUSUI; WINSLOW; MORI, 2006; MCMILLAN,
2020).

A introducdo de coespecificos como método de enriquecimento ambiental também pode
ser benéfica quando um animal enfrenta adversidades, aumentando sua capacidade de lidar com
desafios, ao passo que, o suporte social possui efeitos amortecedores que mitigam o impacto
negativo dos estressores sob bem-estar do individuo. Esse fendmeno, conhecido como
amortecimento social, demonstra que a presenca de um companheiro compativel tem o
potencial de atenuar a resposta ao estresse e/ou permitir a recuperagdo mais rapida do individuo
apos um evento desafiador (KIKUSUI; WINSLOW; MORI, 2006; RICCI-BONOT et al.,
2021).

O amortecimento social se da, fisiologicamente, através da atenuacao dos dois principais
sistemas acionados em resposta ao estresse (sistema nervoso simpatico, SNS; e eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal, HPA). A presenca de um parceiro social pode diminuir a ativacao
do eixo HPA, resultando em niveis reduzidos de hormonios relacionados a resposta ao estresse,
como o CRH, o ACTH e os glicocorticoides (HENNESSY; KAISER; SACHSER, 2009;
RAULT, 2012). Com relacdo ao SNS, as evidéncias existentes demonstram que o suporte social
pode exercer um impacto positivo no sistema cardiovascular, reduzindo a pressdo arterial e a
frequéncia cardiaca durante tarefas estressantes (MCMILLAN, 2020; RAULT, 2012).

Pesquisas emergentes sugerem que a oxitocina e os opioides endégenos podem estar por
tras de alguns desses efeitos fisioldgicos do amortecimento social, visto que, estes substratos
participam do desenvolvimento e manutencao de lagcos sociais e podem atenuar as respostas
fisioldgicas ao estresse (HOOKER; ZOCCOLA; DICKERSON, 2021; WU, 2021). Por este
motivo, sdo considerados uma peca-chave na elucidacdo das complexas associacfes entre
suporte social e fisiologia, sendo apontados como provaveis mediadores do amortecimento
social (HOSTINAR; SULLIVAN; GUNNAR, 2014; KIKUSUI; WINSLOW; MORI, 2006).

Outros mediadores neuro-hormonais em potencial como adrenalina, noradrenalina,
dopamina, serotonina e prolactina também ja foram citados na literatura, sendo em geral aceito

que os efeitos de amortecimento social sdo provavelmente apoiados por vias neurobioldgicas
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maltiplas e potencialmente sobrepostas (HOSTINAR; SULLIVAN; GUNNAR, 2014,
MCMILLAN, 2020).

O amortecimento social tem sido relatado em equinos tanto em situagdes em que o
contato direto é proporcionado, quanto em situacdes em que ndo ha contato (CHRISTENSEN
et al., 2008; RORVANG; CHRISTENSEN, 2018; VISSER; ELLIS; VAN REENEN, 2008).
No experimento conduzido por Christensen et al. (2008), realizado para investigar se a presenga
de um cavalo calmo influencia as reages de medo em cavalos inexperientes, os animais foram
expostos a um estimulo repentino e assustador. Os resultados mostraram que cavalos
inexperientes acompanhados de coespecificos calmos reagiram menos ao estimulo do teste em
termos de respostas comportamentais e de frequéncia cardiaca. Neste trabalho, os individuos
puderam interagir e se movimentar livremente durante os testes realizados, ou seja, foi
proporcionado o contato direto entre 0os animais. Esses resultados corroboram com os obtidos
por Ragrvang e Christensen (2018), em que a incluséo de um cavalo adulto habituado em grupos

de cavalos jovens reduziu potencialmente as reacdes de medo.

Os beneficios de proporcionar parceiros sociais também foi relatado por Visser et al.
(2008), ao avaliar cavalos jovens sendo estabulados pela primeira vez, um evento considerado
estressante. Neste estudo, o alojamento em pares resultou em menor prevaléncia de estereotipias
e demais comportamentos anormais em comparagdo com o alojamento individual. Além disso,
os resultados demostraram que o alojamento em pares pode contribuir para uma resposta
adrenocortical mais equilibrada ao estresse, ja que cavalos em estabulos individuais mostraram
dessensibilizacdo do eixo HPA em resposta a elevacdes de ACTH e cortisol induzidas pelo

estresse. Ao alojar os animais em pares também foi proporcionando contato direto.

Ja no estudo de Cooper et al. (2000), o aumento dos horizontes visuais reduziu
significativamente padrGes estabelecidos de movimentos estereotipados em cavalos
estabulados, especialmente se eles proporcionassem oportunidades adicionais para ver ou
interagir socialmente com cavalos vizinhos. Demonstrando que mesmo sem contato fisico total,
a presenca de coespecificos proximos e a facilitacdo de comunicacéo visual, olfativa e auditiva,

pode ser vantajosa e reduzir respostas ao estresse.

Até mesmo o0 uso de recursos que imitam o contato visual com membros da mesma
espécie, como espelhos, foi capaz de reduzir significativamente a incidéncia de estereotipias
em cavalos estabulados, provavelmente por minimizar o isolamento social e/ou fornecer
distracdo ambiental ou estimulos visuais adicionais (MCAFEE; MILLS; COOPER, 2002). O
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uso de posters com a imagem de coespecificos também foi testado recentemente, porém o efeito
de amortecimento social deste tipo de recurso foi considerado inconsistente em equinos
(RICCI-BONOT et al., 2023). Este estudo demonstrou que o impacto do poster como potencial
amortecedor social depende da natureza do evento estressante, sendo sua utilizagéo ineficiente

em contextos em que o evento estressante ocorre de forma abrupta.

A natureza do evento estressante também se mostrou relevante mesmo quando o contato
fisico com outro cavalo foi proporcionado. Ao investigar o impacto de diferentes fatores no
amortecimento social em cavalos, Ricci-Bonot et al. (2021) observaram que a natureza do
estimulo apresentado foi importante. Foi proposto que diante de eventos estressantes que
ocorrem de forma gradativa, a presenga de um companheiro pode atenuar as respostas
comportamentais ao estresse durante o evento, ao passo que, diante de eventos abruptos o
amortecimento pode manifestar-se apenas permitindo uma recuperacéo fisiolégica mais rapida

do individuo apds o evento.

Mesmo diante das evidéncias, a utilizacdo estratégica de parceiros sociais como
enriquecimento ambiental social e as vantagens do amortecimento social em equinos tem sido
pouco explorada na ciéncia animal, o que destaca a necessidade de novos estudos que abordem

0 uso dessa estratégia no manejo cotidiano de equinos.

2.3.2 Enriguecimento ambiental sensorial olfativo

Nos ultimos anos a estimulacdo sensorial, pratica que se baseia na utilizacdo de
estimulos projetados para desencadear um ou mais dos sentidos do animal, tem sido apontada
como método de enriquecimento ambiental (WELLS, 2009). Embora o olfato seja uma
modalidade sensorial negligenciada pela etologia aplicada e pelo bem-estar animal (NIELSEN
et al., 2015), pesquisas realizadas com espécies domésticas utilizando odores provenientes de
animais e/ou plantas como estimulos olfativos, tem demonstrado interesse crescente no estudo
do efeito da estimulacdo olfativa sobre o comportamento (ELLIS; WELLS, 2010; MURTAGH,;
FARNWORTH; BRILOT, 2020; RARVANG; NICOVA; YNGVESSON, 2021; WILSON et
al., 2002).

Os estimulos olfativos podem ser apresentados de diferentes formas aos animais. De
acordo com Clark e King (2008) as apresentacdes de odores podem ser classificadas como
concentradas, semiconcentradas e dispersas. Enquanto a apresentagdo concentrada envolve

fornecer o odor em um recipiente (pano, vasilhame e troncos de madeira), a semiconcentrada
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envolve depositar o material que possui 0 odor dentro de uma bolsa, ou outro receptaculo
semelhante, que é normalmente rasgado pelos animais, fazendo com que o odor seja dissipado
pelo recinto por acdo fisica. Ja a apresentacdo dispersa refere-se ao preenchimento do recinto
com o odor, isso pode ser feito por meio de sua aplicagcdo em diversos itens presentes no recinto,

ou aromatizando o ar através de difusores ou sprays.

Apresentagdes concentradas e semiconcentradas permitem que os animais tenham maior
autonomia ao interagir com os estimulos olfativos, ja apresentagdes dispersas ndao oferecem aos
individuos a oportunidade de se afastar do odor, o que deve ser levado em consideracdo quanto

forem utilizados odores que possam ser potencialmente aversivos (CLARK; KING, 2008).

2.3.2.1 Estimulacdo olfativa e o olfato equino

O sucesso da estimulacdo olfativa como método de enriquecimento ambiental pode
depender da especie sob analise (WELLS, 2009). Para equinos, uma espécie em que
comunicacgdo quimica é parte fundamental de sua interacéo social (GUARNEROS et al., 2020),
e que apresenta particularidades anatdbmicas que indicam um olfato particularmente bem
desenvolvido (LANSADE; PICHARD; LECONTE, 2008), a estimulacdo olfativa detém

potencial consideravel.

O potencial de uma espécie obter informacdes olfativas € afetado pela estrutura nasal,
assim como pelos padr@es respiratorios (SASLOW, 2002). Equinos respiram exclusivamente
pelo nariz, sdo capazes de mover grandes volumes de ar e estdo entre 0s vertebrados terrestres
com o maior namero de receptores olfativos (MELLOR; BEAUSOLEIL, 2017; NIIMURA,;
MATSUI; TOUHARA, 2014; SASLOW, 2002). Além disso, por meio da acdo de farejar séo
capazes intensificar a corrente de ar nas passagens nasais, o que resulta em contato mais intimo

entre odorantes e os receptores olfativos (FRASER, 2010).

Durante a inspiracdo, o odor transportado pelo ar entra através das narinas, que em
equinos apresentam-se separadas, orientadas em direcdes divergentes, e possuem pelos finos e
curtos que atuam na filtragem do ar. Em seguida, 0 ar chega as passagens nasais, que consistem
em um par de cavidades nasais divididas pelo septo nasal que se estendem por 20 a 30 cm
(SMITH, 2017).

As cavidades nasais sdo revestidas pela mucosa nasal e cobertas com um epitélio

respiratorio ciliado, essa mucosa inclui glandulas serosas, cujas secre¢des aquosas hidratam e
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agquecem o ar que entra, bem como uma densa rede vascular que ajusta a temperatura a do corpo
(LEBLANC, 2013). Dessa forma, as cavidades modificam as propriedades do ar inalado antes
de atingir outras partes do trato respiratorio, exercendo funcao termorreguladora.

As passagens nasais do cavalo contém dois 0ssos cornetos firmemente enrolados que
forcam o ar a circular sobre a maior area de superficie mucosa possivel. Os cornetos dividem
cada passagem nasal em meato dorsal, médio, ventral e comum (SMITH, 2017). Através do
meato dorsal o ar inspirado € transferido para a area etmoidal, localizada na parte caudal da
cavidade nasal. Nesta area estdo localizados os cornetos etmoidais que, nesta espécie sdo
pequenos, mas numerosos, aumentando a superficie olfativa (BUZEK et al., 2022) (Figura 3).

Moléculas odorantes
_7 Cilios olfativos
N

Botéo olfativo

Dendrito
Corpo celular

Célula
olfativa
Célula  cgyla

|
basal e suporte
Bulbo
olfatério

Cornetos
etmoidais

Meato
dorsal

Meato
médio

Meato
ventral

Orgédo
vomeronasal

Figura 3. Visdo geral de estruturas e células associadas ao sistema olfativo equino. Fonte: Elaborado pela autora,
informacOes baseadas em Davies (2017) e Rorvang, Nielsen & McLean (2020).

De acordo com Kupke et al. (2016), o epitélio olfativo equino estd localizado
predominantemente em areas caudodorsais dos cornetos nasais com declinio significativo na
direcdo rostroventral, especialmente para o epitélio tipo a. Neste trabalho, foi identificado que
existem dois subtipos epiteliais, designados como tipos a e b, que se assemelham aos descritos
anteriormente em cdes. O tipo a assemelha-se ao epitélio maduro, em contraste com o tipo b

mais juvenil.
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Em geral, o epitélio olfativo é composto por células olfativas (neurdnios receptores
olfativos), células de suporte e células basais (KUPKE et al., 2016) (Figura 3). Enquanto as
células de suporte circundam as células olfativas garantindo um ambiente idnico estabilizado,
as células basais dividem-se e diferenciam-se em células de suporte ou células olfativas
garantindo a renovacdo celular do epitélio olfativo (MEUNIER; RAMPIN, 2017; REECE;
ROWE, 2017).

As células olfativas sdo neurdnios bipolares compostos por um corpo celular, um
dendrito e um axénio (KUPKE et al., 2016). Na extremidade dendritica desses neurdnios ha
um bot&o olfativo que da origem a cilios olfativos que se espalham pela superficie da mucosa
olfativa (KUPKE et al., 2016). Esses cilios sdo cercados por um muco que limita a toxicidade
do ambiente e realiza um papel importante ao tornar as moléculas odorantes lipofilicas mais
soltveis nesse gel hidrofilico (MEUNIER; RAMPIN, 2017), o que ¢ essencial para que estas

moléculas cheguem até um receptor olfativo capaz de reconhecé-las.

Moléculas odorantes interagem com receptores acoplados a proteina G (GPCRS)
presentes na membrana dos cilios olfativos. Um odorante é capaz de ativar varios receptores, e
cada receptor € capaz de detectar mais de um odorante. Dessa forma, diferentes odores séo
representados como diferentes combinacdes de receptores ativados. Esse mecanismo de
codificacdo combinatdria por receptores é utilizado pelo sistema olfativo de mamiferos para
identificar e discriminar odorantes (KURIAN et al., 2021; NIIMURA; MATSUI; TOUHARA,
2014).

A sinalizacdo olfativa é iniciada quando os odorantes se ligam aos receptores, ativando
uma via de sinalizacdo que produz um mensageiro intracelular. Este sinal bioquimico é
transduzido em sinal elétrico através da abertura de canais i6nicos (KAUPP, 2010). Os
potenciais de acdo gerados se propagam ao longo dos ax6nios dos neurdnios olfativos que
formam fibras nervosas olfativas (nervo cranial 1 — CN 1) e terminam no bulbo olfatério, onde
as extremidades terminais das fibras olfativas fazem sinapses com os dendritos das células
tufosas e mitrais, formando os glomérulos do bulbo olfatério (REECE et al., 2015). O bulbo
olfatério é o primeiro local de processamento olfativo no sistema nervoso central (ROSS;
FLETCHER, 2019).

Os axo6nios de células mitrais e tufosas deixam o bulbo olfatério formando um grande
trato olfatdrio lateral e assim transmitem informac@es aos neurdnios do cortex olfativo primario,

que redireciona a informacao olfativa para diversas estruturas cerebrais envolvidas na memdria,
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aprendizado e emoc0es (hipotdlamo, tdlamo, amigdala, hipocampo e cértex orbitofrontal)
(LEBLANC, 2013; REECE et al., 2015). Diferentemente de outras modalidades sensoriais, a
informac&o olfativa ascende ipsilateralmente da area de detec¢do localizada na cavidade nasal
para a area de percepcao no cérebro (KOKOCI"'NSKA-KUSIAK et al., 2021).

Além do sistema olfatério convencional, o cavalo possui um sistema olfatorio acessorio
(6rgdo vomeronasal-VNO) bem desenvolvido, sensivel a particulas ndo volateis e pouco
volateis, usuais em secreces corporais (BUZEK et al., 2022; RORVANG; NIELSEN;
MCLEAN, 2020). O 6rgdo vomeronasal consiste em um par de ductos de estrutura tubular,

circundados por cartilagem e situados na base do septo nasal (LEE et al., 2016; SINGH, 2018).

Na extremidade caudal, os ductos vomeronasais se apresentam fechados, porém na
extremidade rostral se abrem nos canais incisivos, que em diversas espécies de mamiferos
(inclusive cdes, bovinos e suinos), conectam as cavidades nasal e oral através de aberturas no
palato duro (BUZEK et al., 2022; KOSTOV; ZAGORA, 2007; SINGH, 2018). No entanto, em
equinos ndo ha comunicacao entre o VNO e a cavidade oral, mantendo-se apenas a conexao
usual com a cavidade nasal (SINGH, 2018).

Os ductos vomeronasais sao revestidos por epitélios sensoriais e ndo sensoriais. O
epitélio vomeronasal ndo sensorial encontra-se na porcao lateral do VNO, sendo composto por
células ciliadas e células basais. Ja o epitélio vomeronasal sensorial, encontra-se na por¢édo
medial do VNO sendo composto por células receptoras (neurdnios sensoriais vomeronasais),

células de suporte e células basais (LEE et al., 2016).

As células receptoras do VNO sao classificadas em dois tipos: células que expressam o
receptor vomeronasal tipo 1 (V1R) ou células que expressam receptor vomeronasal tipo 2
(V2R) (YOKOSUKA, 2012). Em equinos foi observado que, as células receptoras do VNO
foram positivas para proteina Gaiz (marcador de VIR), mas nao para Gao (marcador de V2R)
(LEE et al., 2016). Logo, nesta espécie, assim como observado em cées e bovinos (YOUNG;
DIVISION, 2007), apenas V1R é expresso.

Aplbs a ligacdo de uma molécula a um receptor V1R, a ativacdo da proteina G
desencadeia cascatas bioguimicas que resultam na ativacdo do canal idnico e uma corrente de
transducdo despolarizante. Os potenciais de a¢do gerados sao propagados ao longo do nervo
vomeronasal até o bulbo olfatério acessorio (KAUPP, 2010; MOHRHARDT et al., 2018). Em
espécies animais que possuem apenas V1R, as células receptoras que expressam V1R projetam

axonios sobre toda a camada glomerular do bulbo olfatério acessério (YOKOSUKA, 2012). Os
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sinais vomeronasais sdo processados no bulbo olfatério acessorio e, em seguida, sdo
retransmitidos diretamente para a amigdala, onde existem conexdes para centros
neuroenddcrinos hipotalamicos (MOHRHARDT et al., 2018).

A ativacdo do 6rgdo vomeronasal parece ser facilitada pela resposta de flehmen. Ao
expressar a resposta de flehmen o cavalo estende o pescoco, levanta o nariz, abre levemente a
boca e levanta o labio superior (BEAVER, 2019) (Figura 4). Durante a expressdo desse
comportamento o escape de ar € reduzido, o que resulta no aumento da pressdo do ar dentro da
cavidade nasal, permitindo que o cavalo analise compostos pouco volateis com maior precisao
(RORVANG; NIELSEN; MCLEAN, 2020).

(b)

::{) Escape de ar é reduzido

L, Pressdo do ar dentro da
‘%’ cavidade nasal aumenta

{¥) Moléculas de compostos
sdo detectados pelo VNO

Figura 4. Equino expressando resposta de Flehmen: (a) garanhdo expressando resposta de Flehmen ap6s
estimulacdo olfativa com 6leo essencial; (b) infografico dos processos envolvidos durante a expressao da resposta
Flehmen. Fonte: Elaborado pela autora, informacdes baseadas em Rorvang, Nielsen & McLean (2020).

Antigamente o0s sistemas olfativos principal e acessério era vistos como vias separadas,
envolvidas na deteccdo de conjuntos distintos de pistas olfativas (SPEHR et al., 2006).
Acreditava-se que o sistema olfatorio convencional era responsavel exclusivamente pela

percepcdo de odorantes volateis, enquanto o sistema olfatorio acessorio era responsavel pela
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percepcdo de feromdnios ndo volateis (SCALIA; WINANS, 1975). No entanto, pesquisas mais
recentes apontam que os dois sistemas olfativos atuam de forma complementar (MARTINEZ-
GARCIA et al., 2009; SPEHR et al., 2006).

2.3.2.2 Utilizacdo de 6leos essenciais para estimulacdo olfativa

Embora ndo sejam considerados relevantes biologicamente para muitos animais, 6leos
essenciais e outros odores derivados de plantas podem ser capazes de melhorar o bem-estar de
certas espécies (WELLS, 2009). Enquanto alguns desses odores parecem induzir o relaxamento
e aliviar o estresse, outros parecem ter um efeito mais estimulante em animais (ELLIS; WELLS,
2010; GRAHAM; WELLS; HEPPER, 2005; WON et al., 2005).

Plantas possuem componentes quimicos produzidos como parte do seu metabolismo que
podem ser classificados como metabdlitos primarios ou secundarios. Os metabdlitos primarios,
como acucares e lipidios, sdo encontrados em todas as plantas, enquanto metabolitos
secundarios sdo encontrados apenas em alguns géneros ou espécies, visto que, ndo séo

componentes essenciais para o metabolismo das plantas (HASHEMI; DAVOODI, 2011).

Metabolitos secundarios sdo utilizados como mecanismos de defesa da planta contra
microrganismos, insetos e herbivoros, e contribuem para os odores, sabores e cores especificos
(BENNETT; WALLSGROVE, 1994). Os 6leos essenciais sdo compostos volateis, formados
por plantas aromaticas como metabolitos secundarios, geralmente extraidos por vapor ou
hidrodestilacdo (KRISHAN; NARANG, 2014).

A maior parte das pesquisas desenvolvidas com equinos focaram na utilizacdo do 6leo
essencial de lavanda. Este 6leo essencial conhecido por seu efeito do tipo ansiolitico em animais
(DE SOUSA et al., 2015), demonstrou ter o potencial de reduzir a intensidade das respostas ao
estresse em cavalos (FERGUSON; KLEINMAN; BROWNING, 2013; HEITMAN et al., 2018;
POUTARAUD et al., 2018). O uso deste tipo de estimulo olfativo tem o potencial de ajudar
animais a lidar com desafios impostos pelo ambiente doméstico e reduzir comportamentos

indesejados.

Segundo Ferguson et al. (2013) cavalos tratados com d&leo essencial de lavanda
(Lavandula augustifolia) apos resposta de estresse agudo induzida por estimulo auditivo

(buzina a ar), apresentaram significativa reducdo na frequéncia cardiaca. Ja Heitman et al.
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(2018) relataram que cavalos tratados com 6leo essencial de lavanda (Lavandula augustifolia)

durante o transporte os niveis de cortisol foram suprimidos.

No experimento conduzido por Poutaraud et al. (2018), os cavalos foram expostos a
uma série estressores comuns no ambiente doméstico, como: isolamento social, nova area, novo
objeto e aparicao repentina de um objeto. Neste estudo a frequéncia cardiaca, posturas de alerta
e defecagdes foram menores em cavalos tratados com lavanda (Lavandula augustifolia) antes
dos testes de estresse. O Gleo essencial de lavanda também modificou o cortisol salivar. A
farmacocinética do linalol no plasma apresentou pico 20 minutos ap6s a aplicacdo do 6leo
essencial de lavanda, confirmando assim o seu efeito. Um diferencial deste trabalho foi a
diluicdo do 6leo essencial em 6leo vegetal e a aplicacdo com auxilio de um roll-on ao redor das
narinas dos animais tratados. Do ponto de vista do enriquecimento ambiental, esse tipo de

aplicacdo é questionavel, ndo constituindo uma modificagdo no ambiente em si.

Em cavalos que ndo foram submetidos a um estressor externo, Baldwin et al. (2018)
observaram que o uso do 6leo essencial de lavanda (Lavandula augustifolia) aumentou o
componente parassimpatico da variabilidade da frequéncia cardiaca. Porém, este efeito ndo se
manteve apos a remocdo do estimulo, denotando que seu uso deve ser considerado como uma
solugcdo de curto prazo. Nesse mesmo trabalho foi testado o 6leo essencial de camomila
(Matricaria Recutita), que ndo demostrou efeito consistente de relaxamento no sistema nervoso

autébnomao.

Diferentemente dos demais estudos, em que o foco era testar a capacidade dos 6leos
essenciais de promover o relaxamento e aliviar o estresse, Rgrvang et al. (2021) testaram o
olfato de equinos, apresentando odores dos seguintes 6leos: laranja (Citrus sinensis), hortela-
pimenta (Mentha piperita), cedro (Cedrus) e lavanda (Lavandula angustifolia). Os resultados
demostraram que os cavalos foram capazes de detectar e distinguir os quatro odores. Cavalos
jovens cheiram cedro por mais tempo do que cavalos velhos, e éguas prenhas cheiraram menos
lavanda do que éguas ndo prenhas. Além disso, 0s animais mostraram maior interesse pelo 6leo
essencial de hortela-pimenta, que evocou maior investigacdo. Neste trabalho, o0s

comportamentos indicativos de aversdo foram baixos.

Informacbes de extrema relevancia foram trazidas por Ragrvang et al. (2021) quanto a
escolha e uso de dleos essenciais como enriquecimento olfativo, pois indica baixa aversdo de
equinos em relacéo a estes odores, ainda assim destacando que alguns deles podem ser mais ou

menos adequados de acordo com a idade e o estado fisioldgico. Outro ponto que merece



g A W N

© 00 N O

10
11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

39

destaque é a forma de apresentacdo do estimulo aos animais, pois a apresentagcdo concentrada
utilizada permitiu que fosse observado o interesse dos animais em relagdo aos odores. Isso
contrasta com a maioria dos estudos na literatura, que empregaram apresentacfes dispersas
(BALDWIN; CHEA, 2018; FERGUSON; KLEINMAN; BROWNING, 2013; HEITMAN et
al., 2018; KOSIARA; HARRISON, 2021).

Embora os resultados publicados sejam promissores ainda existem lacunas relacionadas
a esta area do conhecimento, e estudos realizados em diferentes contextos relacionados ao
ambiente doméstico podem trazer um leque maior de possibilidades com relacdo a utilizacao

do enriquecimento olfativo com odores a base de plantas.
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ARTIGO 1: ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL SOCIAL REDUZ EXPRESSOES
FACIAIS E PARAMETROS FISIOLOGICOS RELACIONADOS A REPOSTA AO
ESTRESSE DE CURTA DURACAO EM EQUINOS.
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Enriquecimento ambiental social reduz expressoes faciais e pa-
rametros fisiologicos relacionados a resposta ao estresse de
curta duracao em equinos
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Resumo: O trabalho foi realizado para avaliar a capacidade do enriquecimento ambiental social sem
contato facilitar o amortecimento social, e caracterizar a experiéncia emocional de cavalos submeti-
dos ao manejo de conten¢ao em tronco por meio da avaliacdo de parametros fisioldgicos e expres-
soes faciais. Foram avaliados equinos da raca Pantaneiro (n=11) em delineamento crossover com
tratamento EAS (Enriquecimento ambiental social durante manejo de contencao em tronco) e trata-
mento IS (Isolamento social durante manejo de conten¢ao em tronco). Parametros fisioldgicos e ex-
pressoes faciais (EquiFACS) foram avaliados ao longo dos 24 minutos que os animais permanece-
ram contidos. Quando os cavalos foram submetidos a0 manejo enquanto em isolamento social (IS)
a frequéncia cardiaca, respiratoria e temperatura ocular foram maiores (p<0,05) do que quando
acompanhados por um coespecifico (EAS). A frequéncia de expressdes faciais associadas a resposta
ao estresse como dilatador de narinas (AD38), levantador de sobrancelha interna (AU101), levantador da
palpebra (AUS), aumento do branco dos olhos (AD1), orelhas para frente (EAD101) e orelhas para trds
(EAD104), também foram maiores (p<0,05) para IS em comparacdo com EAS. A avaliagdo das ex-
pressoes faciais em conjunto com parametros fisioldgicos proporciona resultados robustos de que,
durante essa intervenc¢ao, os animais experimentaram estado emocional de valéncia negativa/aver-
siva e nivel de agitacdo elevado. Nesse contexto, o enriquecimento ambiental social sem contato é
capaz de facilitar o amortecimento social, resultando em redugao de parametros indicadores de es-
tresse, associados a alta agitacao e valéncia negativa.

Palavras-chave: acao facial; amortecimento social; bem-estar equino; coespecifico; suporte social.

1. Introdugao

Equinos enfrentam desafios inerentes ao ambiente doméstico, sendo constantemente
submetidos a procedimentos e manejos que podem influenciar seu estado emocional ao
limitar a expressao de comportamentos naturais da espécie. O uso de troncos de conten-
¢ao, em geral construidos de postes sélidos € usual em manejos realizados para facilitar
cuidados veterindrios, palpagao retal, exame ultrassonografico, e outros procedimentos
reprodutivos e sanitarios [1]. Porém, esse tipo de intervengdao impde restri¢io de movi-
mentos consideravel, que, para uma espécie cuja principal estratégia de defesa ¢ a fuga,
pode ser aversiva até mesmo para animais habituados, e induzir uma resposta ao estresse
de curta duracao [2,3].

Embora pesquisas voltadas ao bem-estar animal tenham tradicionalmente focado na
redugao da ocorréncia de experiéncias aversivas, pois podem resultar em condigdes po-
bres de bem-estar, alguns procedimentos potencialmente estressantes sao inerentes as
boas préticas de criagdo [4]. E o caso do manejo de contencéo que, apesar de caracterizar
um evento desafiador para equinos, facilita os cuidados e manutencao da satide animal.
Nesse contexto, se faz necessario a busca por alternativas que auxiliem cavalos a lidarem
com desafios aos quais sao rotineiramente expostos e promovam redugao do estresse du-
rante as intervengoes.

A introdugao de coespecifico, ou seja, um individuo da mesma espécie como método
de enriquecimento ambiental social pode ser benéfica quando o animal enfrenta adversi-
dades, pois o suporte social possui efeitos amortecedores que mitigam o impacto negativo
dos estressores sob o bem-estar do individuo. Esse fendmeno conhecido como amorteci-
mento social demonstra que a presenga de um companheiro compativel tem o potencial

27

28

29
30
31
32
33
34
35
36
37

38
39
40
41
42
43
44
45

46
47
48
49
50



53

de atenuar a resposta ao estresse e/ou permitir a recupera¢ao mais rapida do individuo
apos um evento desafiador [5,6].

O enriquecimento social abrange a socializa¢do de animais com coespecificos ou he-
teroespecificos, tanto em condi¢des em que o contato direto é proporcionado (enriqueci-
mento social com contato), quanto em condi¢des em que nao ha contato (enriquecimento
social sem contato), neste caso sendo as interac¢Oes facilitadas através de comunicagao vi-
sual, auditiva e olfativa [7,8]. O enriquecimento social sem contato pode ser uma estratégia
interessante pois, mesmo que animais nado possam engajar em interagdes fisicas normais
especificas da espécie, eles ainda podem permanecer conscientes da presenga de coespe-
cificos nas proximidades e reagir aos sinais sensoriais fornecidos por eles, assim as pistas
sensoriais podem atuar como alternativa para o contato direto [9].

Para avaliar se a companhia de um coespecifico € capaz de promover o amorteci-
mento social, é necessario o uso parametros indicadores de estresse. As mudancgas fisiold-
gicas que compdem a resposta ao estresse podem ser mensuradas objetivamente por meio
de parametros nao invasivos como frequéncia respiratéria (FR) [10,11], frequéncia cardi-
aca (FC), variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) [12,13] e temperatura ocular por ter-
mografia infravermelha [14-16]. No entanto, essa avaliagao € mais robusta quando reali-
zada a combinagao de medidas fisiologicas e comportamentais [17]. Nesse sentido, a ava-
liagao das expressoes faciais merece atencao em virtude do seu potencial em refletir de
forma mais confiavel o estado interno do animal, quando comparado ao comportamento
geral [18].

Os Sistemas de Codificacao de Agao Facial (FACS) fornecem uma metodologia siste-
matica de identificacdo e codificagao de expressoes faciais com base na musculatura facial
subjacente e no movimento muscular [19,20]. Recentemente foi desenvolvido um FACS
para equinos denominado EquiFACS, que fornece uma lista de todos os movimentos fa-
ciais que animais desta espécie podem produzir [19]. Inclusive, esta ferramenta foi utili-
zada com éxito recentemente em trabalho realizado com a finalidade de identificar ex-
pressoes faciais relevantes produzidas por equinos submetidos a intervengdes estressan-
tes [21].

As expressoes faciais também podem fornecer informagoes valiosas sobre a experi-
éncia emocional dos cavalos [18,22]. Através da abordagem dimensional, é possivel carac-
terizar a experiéncia emocional em termos de valéncia (positiva/agradavel/atraente ou ne-
gativa/desagradavel/aversiva) e nivel de agitacao (alta ou baixa) [23,24]. Trabalhos reali-
zados com equinos apontam que situagdes estressantes, em geral, levam a producao de
expressOes faciais que estdo associadas a alto nivel de agitacao e valéncia negativa
[21,25,26]. Todavia, a caracterizagao da experiéncia emocional de equinos submetidos a
restricao de movimentos imposta pelo manejo de contengao em tronco, com e sem acesso
a enriquecimento ambiental social, ainda precisa ser testada.

Este trabalho foi realizado para avaliar a capacidade do enriquecimento ambiental
social sem contato facilitar o amortecimento social, e caracterizar a experiéncia emocional
de cavalos submetidos a0 manejo de conten¢ao em tronco por meio da avaliagao de para-
metros fisioldgicos e expressoes faciais. Espera-se que o enriquecimento social atenue a
resposta ao estresse de curta duragao, resultando em redugao de parametros indicadores
de estresse, associados a alta agitagao e valéncia negativa.

2. Materiais e Métodos

Este estudo foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Uni-
versidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS, Campo Grande, Brasil) sob o protocolo
n® 1.222/2022.

2.1. Animais, alojamento e habituagio

Onze equinos da raga Pantaneiro (4 machos castrados e 7 fémeas), com média de
6+2,6 anos de idade, 326,4+23,7 kg de peso corporal e escore de condicado corporal (ECC)
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5 [27], foram selecionados para participar deste experimento. Além dos onze animais ava-
liados, foi selecionado um macho castrado Pantaneiro com 16 anos, pesando 365,0 kg e
com ECC 6, para ser utilizado como companhia no tratamento enriquecimento ambiental
social (EAS). Os critérios para eleger este animal foram: ndo possuir parentesco e ser co-
nhecido por todos os animais avaliados, nao possuir histérico de agressividade atipica ou
de interacdes agonisticas constantes com os animais avaliados, ser considerado pela
equipe local um animal calmo e cooperativo em atividades do cotidiano.

Os animais pertencem a Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) e man-
tidos na Fazenda Escola da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FAMEZ), lo-
calizada no municipio de Terenos-MS (20° 26" 18" Sul, 54° 51’ 24" Oeste), cujo clima é Aw
(savana tropical com invernos secos), segundo a classificagao de Kdppen [28]. Todos os
individuos selecionados foram mantidos desde o nascimento em grupos sociais, alojados
em piquetes com acesso ad libitum a pastagem (Panicum maximum cv. Tamani), sal mineral
e agua, e permaneceram nessas condi¢gdes durante o periodo experimental quando nao
estavam sendo avaliados.

Antes do inicio do periodo experimental os animais passaram por habituagao ao lo-
cal, aos equipamentos e aos procedimentos necessarios para coleta de dados. Para tal, du-
rante uma semana os animais foram conduzidos ao tronco de contengao, onde permane-
ceram por 3 minutos, e foram expostos aos equipamentos e aos procedimentos que seriam
realizados ao longo do experimento. Os cavalos foram considerados aptos para uso
quando atendiam aos seguintes critérios: entrar no tronco sem apresentar qualquer tipo
de resisténcia e nao demonstrar comportamento de aproximacao ou evitagao em relagao
aos equipamentos durante os procedimentos.

O animal selecionado para ser utilizado como companhia no tratamento EAS ja era
familiar com o local, mas também passou pela habituagdo. Porém, ao invés de ser contido
no tronco, era contido por meio de um cabresto no local onde permaneceria durante o
periodo experimental.

2.2. Delineamento experimental

O delineamento utilizado foi o crossover com tratamento EAS (Enriquecimento am-
biental social durante manejo de contengao em tronco) e tratamento IS (Isolamento social
durante manejo de contencdo em tronco). Os animais foram aleatoriamente designados
para que metade recebesse o tratamento IS primeiro e a outra metade recebesse o trata-
mento EAS primeiro. Todos os animais receberam ambos os tratamentos uma vez, com o
intervalo de uma semana entre os dois (Figura 1), no mesmo horario do dia (7h30 as
10h30).

Animais

Distribuigdo aleatéria

Ordem | Ordem I

BOCETT T T LT Tr FETTEErErE T T R PP >
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Tratamento
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) : Tratamento
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s, ¢ . 5
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Figura 1. Diagrama do delineamento experimental.
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2.3. Condigoes ambientais

O experimento foi conduzido no verao entre Janeiro e Fevereiro de 2022, logo, para
caracterizar o ambiente ao qual os animais estavam expostos e descartar estresse térmico
como possivel fator de confundimento, foram monitorados os seguintes parametros mi-
croclimaticos: temperatura de bulbo seco do ar (Tbs, °C), temperatura de globo negro
(Tgn, °C), temperatura de ponto de orvalho (Tpo, °C), temperatura de bulbo timido do ar
(Tbu, °C), umidade relativa do ar (UR%) e velocidade do vento (Vv, m/s).

As medidas foram tomadas em intervalos de 10 minutos, entre 7h00 e 11h00 nos dias
de coleta, com auxilio de termo-higrometros digitais (AK172®; AKSO, Sao Leopoldo, RS,
Brasil), inseridos em abrigos meteorologicos. Para a temperatura de globo negro, foi utili-
zado o mesmo modelo de termo-higrometro, encapsulado em bolas plasticas de PVC (15
cm de didmetro), pintadas externamente com tinta de cor preto fosco, de acordo com o
proposto por Souza et al. [29]. Os equipamentos foram alocados em pleno sol, e dentro da
instalacdo onde os animais permaneceram durante os testes, a 1,50 m da superficie do
solo, durante o periodo de insolacado, considerando-se a variagao da projecao da sombra e
angulo zenital.

A partir dos dados microclimaticos foram calculados: Carga térmica radiante (W/m?),
conforme equacio proposta por Esmay [30]; Indice de bulbo tmido e temperatura de
globo (WBGT), conforme equagcéo descrita por Schroter et al. [31]; Indice de conforto tér-
mico (TCI) conforme equagao proposta por Jones [32]. Com os dados obtidos foi possivel

caracterizar o ambiente e a condi¢do de conforto térmico dos animais durante o periodo 1
e 2 (Tabela 1).

Tabela 1. Ambiente térmico e indices bioclimaticos para caracterizagdo do ambiente experimental.

Parametros Periodo Minimo Maximo Meédia Desv~1 0
padrao
R 1 24 38 31 3,6
Temperatura do ar (°C) ’ ” 34 o8 27
1 48 87 67 10,9
. . 0, 4
Umidade relativa (%) 5 65 94 70 81
1 452 643 532 50,6
4 . . 2 7
Carga térmica radiante (W/m?) 5 44 708 581 727
Indice de bulbo iimido e tempe- 1 22 34 28 3,4
ratura de globo — WBGT (°C) 2 21 31 27 2,8
£ .. 1 147 163 155 4,8
Indice de conforto térmico - TCI 5 154 170 161 5.0

A temperatura do ar, umidade relativa e carga térmica radiante refletiram o esperado
para regiao nesta época do ano, visto que, o clima Aw é caracterizado por verdes chuvosos
e com elevadas temperaturas [28]. Ainda assim, os valores médios obtidos para WBGT
foram < 28 °C, logo considera-se que houve baixo risco de estresse térmico [33,34].

Os valores médios obtidos para TCI excederam 130, o que pode indicar um ambiente
desconfortavel termicamente [32]. No entanto, os cavalos utilizados neste trabalho
pertencem a uma raga nativa adaptada que demonstrou ser capaz de manter relativa
homeostase, mesmo que o indice aplicado para avaliagao do estresse térmico em equinos,
o TCI tenha excedido a 130 [35].

2.4. Procedimento experimental

No periodo experimental os animais foram avaliados individualmente pela manh3,
totalizando quatro animais por dia. No tratamento IS cada animal foi conduzido ao tronco
de contengao, sendo este construido de postes sélidos e fixado em area coberta com late-
rais parcialmente fechadas, para restricdo da movimentacdo e impedimento do contato
fisico ou visual com coespecificos.
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Para o tratamento EAS, cada animal foi conduzido ao mesmo tronco de contencgao
utilizado no tratamento IS, porém durante o periodo de sua permanéncia, um coespecifico
conhecido foi proporcionado como companhia a 3 m de distancia possibilitando comuni-
cagdo visual, olfativa e auditiva (Figura 2). Por ndo ter sido proporcionado contato fisico,
o enriquecimento ambiental social testado no presente trabalho é caracterizado como en-
riquecimento ambiental social sem contato [7,8].

Coespecifico

Animal avaliado

6,5m

Figura 2. Configuragao experimental da area para o teste, bem como a localizagao do animal avali-
ado e do coespecifico durante as coletas.

Durante a permanéncia no tronco de contencao os parametros TOT (temperatura
ocular por termografia infravermelha), TAT (temperatura auricular por termometro in-
fravermelho) e FR (frequéncia respiratéria) foram coletados pontualmente nos pontos de
coleta P1, P2, P3 e P4. Os parametros EF (expressoes faciais) e FC/VEC (frequéncia cardiaca
e variabilidade da frequéncia cardiaca) foram coletados continuamente, mas analisados
somente nos intervalos de 5 minutos identificados como 11, 12 e I3 (Figura 3).

PERMANENCIA NO TRONCO DE CONTENGAO

P1 P2 P3 P4
TOT TOT TOT TOoT
TAT EF TAT EF TAT EF TAT
ER FC/VFC ER FC/VFC ER FC/VFC FR
Omin  3min " 8min 10min 2 15min 17min 3 22min 24min

Figura 3. Procedimento experimental. TOT = temperatura ocular por termografia infravermelha;
TAT = temperatura auricular por termometro infravermelho; FR = frequéncia respiratéria; EF = ex-
pressao facial; FC = frequéncia cardiaca; VFC = variabilidade da frequéncia cardiaca.

2.5.  Pardmetros fisioldgicos
2.5.1. Frequéncia cardiaca (FC) e variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)

Os parametros FC e VFC foram mensurados com auxilio do transmissor de frequén-
cia cardiaca Polar H10 (Polar Electro Oy, Kempele, Finlandia). O transmissor de frequén-
cia cardiaca foi fixado a cinta elastica e posicionado na regiao toracica entre o 4° e 52 espago
intercostal do lado esquerdo do térax. A cinta foi embebida em 4gua e ajustada no corpo
dos animais 10 minutos antes do inicio da coleta de dados. Visando melhorar a transmis-
sao dos sinais elétricos do corpo para os eletrodos, foi realizada limpeza dos pelos com
agua.

A FC e a gravacao de video para avaliagao das expressoes faciais foram iniciadas ao
mesmo tempo para garantir que os intervalos no video se relacionassem diretamente com
os intervalos da FC e VFC. Os dados foram coletados e exportados por meio do App Elite
HRYV (Elite HRV, Asheville, NC, USA), e a analise dos dados foi realizada através do sof-
tware Kubios HRV standard, versao 3.5.0 (Kubios Oy, Kuopio, Finlandia). Para analise,
uma correcao de artefato média foi aplicada para reduzir o erro em todo o conjunto
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amostral, conforme metodologia de MCDUFFEE et al. [36], que permite correcio menor
ou igual a 15%. Das 33 amostras coletadas apenas 6 tiveram valor maior do que 5% sendo
a maior porcentagem de artefatos corrigidos neste estudo 6,3%.

Intervalos de cinco minutos foram selecionadas para andlise dos indices de VFC e
média da frequéncia cardiaca. Para este estudo foram selecionados os seguintes indices
de VFC referentes ao dominio da frequéncia: poténcia de baixa frequéncia (Low Fre-
quency — LF, nu), poténcia de alta frequéncia (High Frequency — HF, nu) e razdo de baixa
frequéncia para alta frequéncia (LF/HF). A banda de baixa frequéncia (LF) foi definida em
0,04-0,15 Hz, enquanto a banda de alta frequéncia (HF) foi definida em 0,15-0,4 Hz [36].

A FC e VEC do coespecifico destinado ao tratamento EAS como parceiro social tam-
bém foi monitorada durante o experimento, para caracterizar seu nivel de agitacao du-
rante as coletas (Tabela 2).

Tabela 2. Respostas cardiacas do coespecifico destinado ao EAS como parceiro social, durante as
coletas.

Desvi
Parametros Periodo Minimo Maximo Meédia esv~10
padrao
A , 1 33,0 69,0 36,3 1,3
Frequéncia cardiaca (bpm) ) 310 =00 e i

Os valores médios de FC obtidos para o coespecifico se encontram dentro dos valores
de referéncia (28 a 40 bpm) estabelecidos para equinos adultos em repouso e expostos a
ambientes com temperaturas entre 22°C e 36°C [37,38]. A média e o desvio padrao indi-
cam que o animal permaneceu predominantemente calmo, com baixo nivel de agitacao
durante as coletas.

2.5.2. Frequéncia respiratéria (FR)

A frequéncia respiratdria, mensurada em movimentos por minuto (mpm), foi reali-
zada através da contagem dos movimentos do flanco por 30 segundos. Os valores foram
multiplicados por dois para determinar a frequéncia respiratoria/min.

2.5.3. Temperatura ocular por termografia infravermelha (TOT)

Para este procedimento, todos 0s animais passaram por higieniza¢ao da face 15 mi-
nutos antes do inicio das coletas afim de evitar artefatos que pudessem afetar a medigao
da temperatura.

Imagens termograficas oculares foram registradas para mensuracao da temperatura
superficial na regidao do canto medial, como proposto por Kim e Cho [39]. As imagens
foram coletadas do lado esquerdo em um angulo de 90° graus do plano sagital do animal,
a 0,5m de distancia, em local livre de exposicdo a luz solar direta.

O equipamento utilizado foi a camera termografica (560, Caterpillar FLIR camera,
Vernon Hills, IL, USA) com resolugéo térmica de 80x60 pixels, resolugéo visual de 640x480
e sensibilidade térmica de 150 mK. A emissividade foi ajustada em 0,98, valor correspon-
dente ao utilizado para a pele de mamiferos [40,41].

O software FLIR tools, versao 6.4.18039.1003 (FLIR Systems Inc, Oregon, EUA) foi
usado para analise das imagens termograficas. A distancia em que as imagens foram re-
gistradas, bem como temperatura e umidade, foram incluidas no software, que corrige
eventuais variagOes ambientais.

2.5.4. Temperatura auricular por termometro infravermelho (TAT)

A TAT foi aferida por meio de termometro digital portatil com dispositivo de luz
infravermelha (Mult Temp Portatil, Incoterm, Porto Alegre, RS, Brasil), direcionado no
ponto central da cavidade auricular, sob a orelha esquerda do animal, a uma distancia de
0,3m.
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2.6. Pardmetros faciais

2.6.1. Gravacao de video

Para avaliacao dos parametros faciais, durante todo o periodo em que o animal per-
maneceu no troco de contengao, gravagdes de video foram realizadas usando a camera
digital Canon EOS SL3 (Canon Inc., Sao Paulo, SP, Brasil). A resolucao foi definida para
1080p a 30 fps e os videos foram exportados no formato mp4. A camera foi posicionada a
1,5m de distancia com um angulo de aproximadamente 45° graus do plano medial do
cavalo.

2.6.2. Processamento e codificacao de videos com sistema de codificacdo de acdo facial
equina (EquiFACS)

O EquiFACS, conforme descrito por Wathan et al. [19] foi utilizado para codificagao
de expressoes faciais em todos os videos. Para este trabalho foram selecionadas 4 unidades
de acdo (AUs) e 7 descritores de agao (ADs) e um cédigo de visibilidade (CV) (Tabela 3),
que correspondem a expressoes faciais que demostraram ser relevantes para avaliacao de
equinos expostos a estressores em trabalhos realizados anteriormente [21,42,43].

Tabela 3. Cédigos pertencentes ao EquiFACS selecionados para codificacao de expressdes faciais
em videos de cavalos submetidos a estresse de curta duragao (manejo de contengao em tronco).

Codigo

Critérios minimos para codificar

I. Unidade de agao (AU)

Levantador da palpebra superior (AU5) Um aumento na abertura do olho causado pela elevacao da pal-

pebra superior

Meia piscada (AU47) Ambas as palpebras devem se mover juntas para cobrir o olho,
e essa acdo deve ser revertida em meio segundo

Piscada (AU145) Redugéo na abertura do olho

Levantador do canto interno (AU101) Movimento dorsal da pele acima da regiao interna do olho

II. Descritores de acao (AD)

Aumento do branco dos olhos (AD1) Um aumento na porcentagem de esclera branca visivel
Exposigao da lingua (AD19) A lingua € exposta e vai além dos dentes

Dilatador de narinas (AD38) Um aumento na abertura da narina

Bocejo (AD76) Critérios minimos para codificar ndo descritos
Mastigacao (AD81) Critérios minimos para codificar ndo descritos
Orelhas para frente (EAD101) Rotagao rostral do pavilhao auricular

Rotador de orelhas/Orelhas para tras (EAD104) O pavilhao auricular rotaciona caudalmente

Face Inteira Nao Visivel (CV73) Toda a face esta fora de vista ou ndo pode ser vista claramente

Para codificagao foram selecionados clipes de 5 minutos de duracdo obtidos durante
o periodo de permanéncia dos animais no tronco de contengao (I1, 12 e I3). Todos os videos
foram observados por um tnico codificador certificado pelo EquiFACS com concordancia
interobservador >70% em comparacdo com codificadores experientes. Para observacao,
uma lista com os cddigos selecionados foi inserida no software BORIS versao 6.0.6 (Friard
and Gamba, Universidade de Turin, Turin, Italia). Os clipes foram observados pela pri-
meira vez em velocidade normal e em seguida, ao longo de pelo menos trés vezes nova-
mente em camera lenta ou em frame-by-frame para observagao de cada uma das trés re-
gides da face do cavalo (orelhas, face superior e face inferior).
Foi registrada a frequéncia por minuto de cada um dos cddigos selecionados, com
exce¢dao do CV73, para o qual foi registrado a duracdo em segundos. O CV73 foi usado
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para denotar por quanto tempo a face inteira nao estava visivel para codificagao. Dessa
forma, foi possivel monitorar por quanto tempo a face estava em posicao visivel para co-
dificagao, ou ndo, em cada intervalo de 5 minutos. Para calculo da frequéncia por minuto
dos AUs e ADs apenas o tempo em que face estava em posicdo visivel para codificacdo foi
considerado, conforme a equagao:

Frequéncia por minuto AU ou AD = N° total de registros + 5min - CV73

Dentre 66 clipes de 5 minutos selecionados, a face esteve em posicao visivel para co-
dificacdo em 61 por periodo > 4 minutos, em 4 por periodo > 3,5 minutos e em apenas 1
por periodo de 2,75 minutos.

2.7. Descricio estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software R com o ambiente de de-
senvolvimento integrado RStudio (Version 4.1.0 (2021-06-29), RStudio, Inc.). As fungoes e
os pacotes utilizados foram apresentados no formato “pacote::fungao’ correspondente a
linguagem de programacao em R. Para todos os testes foi considerada significancia de 5%.

Inicialmente, foi feita uma analise inferencial para identificar diferencas entre os tra-
tamentos (IS vs EAS) e ao longo do tempo (P1 vs P2 vs P3 vs P4 ou I1 vs 12 vs I3). Foram
conduzidos modelos lineares multinivel (Ime4::Imer) para as seguintes variaveis resposta
em que os residuos do modelo apresentaram aderéncia a normalidade pelo teste de Cra-
mer-Von Mises (nortest::cvm.test): FC média, LF, HF, LF/HF, temperatura auricular, le-
vantador da sobrancelha interna (AU101), dilatacdo da narina (AD38) e meia piscada (AU47). Ja
as variaveis orelhas para frente (EAD101), orelhas para trds (EAD104) s6 atingiram tal condi-
¢ao apds transformacgado Box-Cox (car::powerTransform).

Para as variaveis de contagem (frequéncia respiratéria) foi usado um modelo linear
generalizado multinivel ajustado pela distribuicao de Poisson. A interagao de pontos de
coleta ou intervalos com tratamentos, os periodos e a ordem foram usados como efeitos
fixos da modelagem, bem como os cavalos foram usados como efeitos aleatdrios para con-
trolar a variacao individual. A comparagao multipla no post-hoc test foi conduzida com o
procedimento de Bonferroni (Ismeans::lsmeans e multcomp::cld) [44].

As variaveis temperatura do ocular, levantador da palpebra (AU5), piscada (AU145),
aumento do branco dos olhos (AD1), exposi¢ao da lingua (AD19), mastigacao (AD81) e
bocejo (AD76) nao atingiram aderéncia a normalidade mesmo apds transformagoes, im-
possibilitando sua modelagem. Portanto, a comparagdo entre cada tratamento em um
mesmo tempo foi feita com o teste de Wilcoxon pareado bicaudal (stats:wilcox.test) e a
comparagao ao longo do tempo para cada tratamento foi feita com teste de Friedman
(stats:friedman.test e PMCMRplus::frd AllPairsNemenyiTest).

Os resultados foram ilustrados com graficos de caixa (ggplot2:ggplot e
ggplot2::geom_boxplot). Resultados de varidveis que atingiram aderéncia a normalidade
estao apresentados nas tabelas como média e desvio padrao (Média+DP), enquanto resul-
tados de variaveis que nao atingiram aderéncia a normalidade estao apresentados como
mediana e amplitude interquartil [(Mediana(IQR)].

Posteriormente, foi feita uma analise exploratoria. Para analisar a dinamica multipla
entre as expressoes faciais avaliadas neste experimento foi conduzida uma analise de com-
ponentes principais (PCA) baseada em uma matriz de correlagao (stats:princomp). O nu-
mero 6timo de componentes principais (PC) a serem retidos na PCA foi determinado pela
analise paralela de Horn (‘psych::fa.parallel’) [45]. Como critério para determinar associ-
acao entre cada variavel e o PC foram usados os valores de carga maiores que 0,40 ou
menores que -0,40 [46]. Para ilustrar tais resultados foram feitos dois biplots colorindo as
observagdes de acordo com os tratamentos para uma analise qualitativa (julgamento vi-
sual) de sua distribuicao.
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3. Resultados

3.1. Pardmetros fisioldgicos

A FC média dos animais quando em isolamento social foi maior em relacao a quando
foram avaliados em ambiente com enriquecimento social no intervalo 3 (I3) (P<0,05). As
variaveis, LF, HF e LF/HF nao diferiram entre os tratamentos ou entre os intervalos (Ta-
bela 4).

Tabela 4. Média e desvio-padrao dos pardmetros cardiacos de equinos enquanto nos tratamentos
isolamento social (IS) e enriquecimento ambiental social (EAS) ao longo de trés intervalos.

Intervalos
Parametros Tratamentos
11 12 I3
IS 39,3+6,7 40,5+7,4 41,548,924
FC média (bpm)
EAS 38,3+3,4 38,2+3,5 38,0+3,98
IS 51,3+10,3 61,3+11,8 59,3+15,2
LF (nu)
EAS 51,0+15,7 51,5+19,0 54,6+19,7
IS 48,7+10,3 38,7+11,8 40,6+15,2
HF (nu)
EAS 49,0+15,7 48,5+19,0 45,4+19,7
IS 1,1+0,5 1,8+0,9 1,8+1,1
LF/HF
EAS 1,2+0,8 1,4+0,9 1,6+1,3

Parametros: FC: frequéncia cardiaca média; LF: poténcia de baixa frequéncia (Low Frequency); HF:
poténcia de alta frequéncia (High Frequency); LF/HF: razao de baixa frequéncia para alta frequéncia.
Letras maitisculas diferentes indicam diferenga estatistica significativa do post-hoc test entre os tra-
tamentos em um mesmo intervalo (p<0,05), sendo que A>B.

A frequéncia respiratoria do tratamento IS diferiu (PP<0,05) ao longo dos pontos de
coleta. Os maiores valores foram observados em P2 e P4, pontos de coleta em que a FR foi
maior para o tratamento IS comparado ao EAS (P<0,05) (Figura 4 e Tabela 5).

Tabela 5. Média e desvio-padrao ou mediana e amplitude interquartil dos parametros fisiologicos
de equinos enquanto nos tratamentos isolamento social (IS) e enriquecimento ambiental social (EAS)
ao longo dos quatro pontos de coleta.

Pontos de coleta

Parametros Tratamentos

P1 P2 P3 P4
IS 23,619,9c  28,7+13,0b2A 22,2+9,4¢ 29,8+12,62A
FR (mpm)
EAS 21,5+7,0 19,3+6,18 21,5+5,5 22,2+7,98
IS 31,9+1,0 32,0+1,0 32,3+1,3 32,5+1,2
TAT (°C)
EAS 32,1+0,9 32,4+0,8 32,4+0,8 32,3+0,6
IS 30,9(0,9)2» 31,0(1,6)° 31,5(1,1)=> 32,0(0,8)
TOT (°C)
EAS 30,1(1,9) 30,6(1,0) 30,9(1,1) 31,3(0,8)

Parametros: FR: frequéncia respiratoria; TAT: temperatura auricular por termometro infraverme-
lho; TOT: temperatura ocular por termografia infravermelha. Letras mintsculas diferentes indicam
diferenga estatistica significativa do post-hoc test ao longo dos pontos de coleta para um mesmo
tratamento (p<0,05), sendo que a>b; Letras maitisculas diferentes indicam diferenca estatistica sig-
nificativa do post-hoc test entre os tratamentos em um mesmo intervalo (p<0,05), sendo que A>B.

A temperatura auricular ndo foi influenciada pelos tratamentos ou pontos de coleta
(Tabela 5). A temperatura ocular ndo diferiu entre os tratamentos, no entanto, para o IS
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houve aumento da temperatura do ponto de coleta P2 para o P4 (P<0,05) (Figura 4 e Tabela
5).
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Figura 4. Graficos de caixas: (a) Frequéncia respiratéria (movimentos/min); (b) Temperatura ocular
(°C) nos tratamentos isolamento social (IS) e enriquecimento ambiental social (EAS) ao longo de
quatro pontos de coleta. Letras mintisculas diferentes indicam diferenca estatistica significativa do
post-hoc test ao longo dos pontos de coleta para um mesmo tratamento (p<0,05), sendo que a>b; *
indica diferenca estatistica significativa do post-hoc test entre os tratamentos em um mesmo tempo
(p<0,05); o losango preto indica a média; cada circulo colorido com as cores dos tratamentos (ama-
relo e azul) representa um animal; e cada circulo preto indica um outlier.

3.2. Parametros faciais

A frequéncia dos descritores de agao facial orelhas para frente (EAD101) e orelhas para
trds (EAD104) foi maior para o IS em relagao EAS (P<0,05) nos trés intervalos (Figura 5 e
Tabela 6).

Tabela 6. Média e desvio-padrdo ou mediana e amplitude interquartil da frequéncia por minuto dos
parametros faciais expressos por equinos enquanto nos tratamentos isolamento social (IS) e enri-
quecimento ambiental social (EAS) ao longo de trés intervalos.

Intervalos
Parametros Tratamentos
I1 12 I3
IS 9,3+5,94 10,7+6,6A 12,046,34
Orelhas para frente (EAD101)

EAS 6,3+4,88 5,5+4,08 6,2+2,98

IS 9,345,6A 10,9+6,54 11,7+6,3A
Orelhas para tras (EAD104)

EAS 6,5+4,78 5,8+4,18 6,3+3,18

IS 6,4+3,0A 6,3+2,2A 5,9+2,3A
Levantador da sobrancelha interna (AU101)

EAS 5,0+2,68 4,242,718 4,043,08

IS 11,045,2 13,3%6,6 12,8+6,0
Meia piscada (AU47)

EAS 10,3+4,9 10,9+4,7 10,0+3,9

IS 13,9(3,9) 14,4(9,2) 12,1(8,5)
Piscada (AU145)

EAS 16,0(6,5)> 16,4(7,1) 13,0(4,6)®
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IS 1,2(1,4)A 1,7(1,7)A 1,5(2,1)A
Levantador da palpebra (AU5)
EAS 0,6(0,6)® 0,6(0,9)® 0,2(0,5)®
IS 2,3(2,2)4 1,7(2,3)4 1,4(2,3)
Aumento do branco dos olhos (AD1)
EAS 1,0(1,2)® 0,5(1,7)® 0,4(1,1)
IS 19,9+13,84 18,5+10,84 21,7+13,14
Dilatagao da narina (AD38)
SS 11,9+9,28 11,7+7,48 10,2+9,58
IS 0,0(0,4) 0,3(0,4) 0,0(0,2)
Bocejo (AD76)
EAS 0,4(0,8) 0,0(0,4) 0,0(0,1)
IS 0,9(1,8) 1,2(1,7) 0,5(0,6)
Mastigacao (AD81)
EAS 1,2(1,3) 0,6(1,3) 0,2(0,6)
IS 0,7(5,5) 1,9(3,2) 1,2(2,9)
Exposicao da lingua (AD19)
EAS 2,0(3,4) 2,7(4,5) 0,4(1,6)

I Y @ S

Qrelhas para frente (EAD101;frequéncia/min)

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica significativa do post-hoc test ao longo dos
intervalos para um mesmo tratamento (p<0,05), sendo que a>b; Letras maitisculas diferentes indi-
cam diferenga estatistica significativa do post-hoc test entre os tratamentos em um mesmo intervalo

(p<0,05), sendo que A>B.

1 12
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Tratamentos B EAS BH Is

(a)

Orelhas para tras (EAD104;frequéncia/min)

Intervalos
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(b)

©ADIOg

Figura 5. Graficos de caixas: (a) Descritor de acao facial orelhas para frente (EAD101; frequéncia/min);
(b) Descritor de agao facial orelhas para tris (EAD104; frequéncia/min) nos tratamentos isolamento
social (IS) e enriquecimento ambiental social (EAS) ao longo de trés intervalos. * indica diferenca
estatistica significativa do post-hoc test entre os tratamentos em um mesmo tempo (p<0,05); o lo-
sango preto indica a média; cada circulo colorido com as cores dos tratamentos (amarelo e azul)
representa um animal; e cada circulo preto indica um outlier.

A frequéncia da unidade de acao facial levantador da sobrancelha interna (AU101) foi
maior para o tratamento IS em relagdo ao tratamento EAS (P<0,05) nos trés intervalos (Fi-
gura 6 [a] e Tabela 6). Para a unidade de agdo facial piscada (AU145) foi observada diferenca
(P<0,05) ao longo dos intervalos para o EAS, sendo a maior frequéncia observadano 12 e a
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Levantador da sobrancelha interna (AU101;frequéncia/min)

Levantador da palpebra (AUS5;frequéncia/min)

menor no I3 (Figura 6 [b] e Tabela 6). Por sua vez, a frequéncia da unidade de acao facial
levantador da pdlpebra (AUS5) foi maior para o tratamento IS em relagao ao EAS (P<0,05) nos
trés intervalos (Figura 6 [c] e Tabela 6). Enquanto para o descritor de acao facial aumento
do branco dos olhos (AD1) a frequéncia foi maior para o tratamento IS em relagdo ao trata-
mento EAS (P<0,05) nos intervalos I1 e I2 apenas (Figura 6 [d] e Tabela 6).
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(b)

Aumento do branco dos olhos (AD1;frequéncia/min)

1 2

13 ¥ 2
Intervalos Intervalos
Tratamentos B EAs EJ Is Tratamentos B3 EAs B3 Is
(c) (d)

Figura 6. Graficos de caixas: (a) Unidade de agao facial levantador da sobrancelha interna (AU101; fre-
quéncia/min); (b) Unidade de agao facial piscada (AU145; frequéncia/min); (c) Unidade de ag&o facial
levantador da palpebra (AUS; frequéncia/min); (d) Descritor de agao facial aumento do branco dos olhos
(AD1; frequéncia/min) nos tratamentos isolamento social (IS) e enriquecimento ambiental social
(EAS) ao longo de trés intervalos; Letras mintisculas diferentes indicam diferenga estatistica signifi-
cativa do post-hoc test ao longo dos pontos de coleta para um mesmo tratamento (p<0,05), sendo
que a>b; * indica diferenca estatistica significativa do post-hoc test entre os tratamentos em um
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mesmo tempo (p<0,05); o losango preto indica a média; cada circulo colorido com as cores dos tra-
tamentos (amarelo e azul) representa um animal; e cada circulo preto indica um outlier.

A frequéncia do descritor de acao facial dilatagio da narina (AD38) foi maior para o
tratamento IS em relagao ao tratamento EAS (P<0,05) nos trés intervalos (Figura 7 e Tabela
6).
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Figure 7. Graficos de caixas do descritor de acao dilatagio da narina (AD38; frequéncia/min) nos tra-
tamentos isolamento social (IS) e enriquecimento ambiental social (EAS) ao longo de trés intervalos.
* indica diferenca estatistica significativa do post-hoc test entre os tratamentos em um mesmo tempo
(p<0,05); o losango preto indica a média; cada circulo colorido com as cores dos tratamentos (ama-
relo e azul) representa um animal; e cada circulo preto indica um outlier.

A analise paralela de Horn indicou a retencdo do primeiro e segundo PC de um total
de 5 PC gerados pela PCA, portanto apenas esses foram analisados. O valor de carga da
PCA indica o nivel de associagdo entre a variavel e um determinado PC, sendo que o valor
de carga mais distante de zero indica maior nivel de associagao positiva (1,00) ou negativa
(-1,00). Portanto, o conjunto de variaveis associadas positivamente com um PC apresen-
tam uma dindmica semelhante entre si, sendo que todas aumentam ou diminuem conco-
mitantemente.

As associagdes foram determinadas por um ponto de corte do valor de carga de 0,40
positivo ou negativo. O PC1 explicou sozinho quase a metade (42,2%) da variagao total
dos dados, sendo que orelhas para frente (EAD101), orelhas para trds (EAD104), levantador da
sobrancelha interna (AU101), meia piscada (AU47), levantador da pdlpebra (AUS), aumento do
branco dos olhos (AD1), dilatagio da narina (AD38) mostraram associagao positiva (valores
de carga >0,40) com o PC1 (Tabela 7). Desta forma, a diminui¢do ou aumento destas ex-
pressdes faciais ocorreu concomitantemente considerando os tratamentos. Orelhas para
trds (EAD104) mostrou o valor de carga mais distante de zero no PC1, que pode ser inter-
pretado como a expressao facial com maior variagao (importancia) no PCI.

Bocejo (AD76), mastigacdo (AD81) e exposicio da lingua (AD19) mostraram associagao
positiva (valores de carga >0,40) com o PC1 e PC2. Ja a piscada (AU145) foi a tinica expres-
sao facial que mostrou associacdo positiva apenas com o PC2 (Tabela 7).
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Tabela 7. Valores de carga, autovalores e varidncia da andlise de componentes principais (PC =
componente principal; em negrito estao os valores de carga maiores que 0,40 ou menores que -0,40

indicando associa¢ao da variavel com o PC).

Variaveis PC1 PC2
Orelhas para frente (EAD101) 0,809 -0,134
Orelhas para tras (EAD104) 0,814 -0,127
Levantador da sobrancelha interna (AU101) 0,745 -0,109
Meia piscada (AU47) 0,613 -0,124

Piscada (AU145) 0,070 0,417
Levantador da palpebra (AUS) 0,757 -0,390
Aumento do branco dos olhos (AD1) 0,742 -0,349
Dilatag¢ao da narina (AD38) 0,594 -0,386

Bocejo (AD76) 0,442 0,753

Mastigacao (AD81) 0,648 0,664

Exposicao da lingua (AD19) 0,544 0,663
Autovalores 4,641 2,104
Variancia 42,187 19,123
Variancia cumulativa 42,187 61,311

A Figura 8 separa as avaliagdes dos cavalos no tratamento isolamento social (IS) e no
tratamento enriquecimento ambiental social (EAS) com cores diferentes. Uma das infor-
magoes dessa figura € o centroide (circulo maior) que indica o centro de massa dado pelo
poligono (forma geométrica) formado com a interpolagao das avaliagdes (circulos menor-
res) de uma mesma cor. Por um julgamento visual, os centréides de ambos os tratamentos
se encontram separados indicando que as expressodes faciais conseguiram separar os tra-
tamentos.
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Figura 8. Biplot bidimensional da analise de componentes principais com as expressoes faciais e as
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representam o centroide de cada tratamento; centroide indica o centro de massa dado pelo poligono
formado com a interpolagao dos circulos menores de uma mesma cor; as setas indicam os vetores
de cada uma das expressoes faciais).

Ademais, o centréide do tratamento isolamento social estd localizado no quadrante
direito inferior onde estdo os vetores de orelhas para frente (EAD101), orelhas para tras
(EAD104), levantador da sobrancelha interna (AU101), meia piscada (AUA47), levantador da pdl-
pebra (AUS), aumento do branco dos olhos (AD1) e dilatagdo da narina (AD38), sugerindo maior
ocorréncia dessas expressoes faciais no tratamento isolamento social. Tais resultados ex-
ploram uma possivel dinamica multipla das expressoes faciais que foram capazes de dis-
tinguir tratamentos nas andlises inferenciais prévias.

4. Discussao

Neste estudo foi investigado se a utilizagao do enriquecimento ambiental social sem
contato poderia facilitar o amortecimento social, reduzindo respostas fisiologicas e expres-
sOes faciais associadas ao estresse de curta duracdo em equinos. Por se tratar de uma in-
tervencdo potencialmente aversiva e estressante realizada com frequéncia em centros
equestres, a contengao em tronco foi eleita para este estudo, aumentando sua relevancia
para o bem-estar de cavalos domésticos.

Em geral, a resposta fisiologica ao estresse pode ser caracterizada por elevacao nas
frequéncias cardiaca e respiratdria, que ocorrem em fun¢ao do aumento na atividade sim-
patica [17,47,48]. Os valores médios de frequéncia cardiaca obtidos em ambos os trata-
mentos se encontram dentro ou bem proximos aos valores de referéncia (28 a 40 bpm)
estabelecidos para equinos adultos em repouso e condi¢des ambientais semelhantes as do
presente estudo (22°C a 36°C) [37,38]. Todavia, as respostas cardiacas obtidas sao consis-
tentes com as observadas em estudos anteriores em que cavalos foram expostos a eventos
estressantes que incluiam restricdo de movimento [49-51].

O maior valor obtido para frequéncia cardiaca, registrado no 13 para o tratamento IS
(41,5 bpm), foi semelhante ao relatado por Fenner et al. [52] (46,28 bpm) ao submeter ca-
valos em restricao de movimento ao uso de equipamento restritivo (focinheira apertada)
capaz de provocar respostas fisioldgicas ao estresse e inibir a expressao de comportamen-
tos orais. Valores préximos a 40 bpm também foram relatados por Yarnell et al. [49], em
cavalos cooperativos durante procedimento aversivo envolvendo restricao de movimento
e estimulo auditivo desagradavel (tosa).

O aumento discreto e gradativo da frequéncia cardiaca que resultou no pico obser-
vado no I3 para o tratamento IS pode ser justificado pelos cavalos estarem parados du-
rante o manejo, pois a auséncia de atividade fisica colabora para valores mais préximos
aos de referéncia obtidos em animais em repouso [37,38]. A natureza do estressor também
deve ser considerada, uma vez que, respostas mais acentuadas geralmente ocorrem diante
de estressores apresentados de forma abrupta [6,53], 0 que nao foi o caso deste estudo.
Outro fator a ter contribuido, é a habituacdo dos animais ao procedimento, visto que, este
processo resulta em diminui¢ao da resposta ao estimulo [54,55]. Todos os animais foram
cooperativos durante o manejo e nenhum demonstrou resisténcia ao entrar ou sair do
tronco de contencgao.

No mesmo intervalo (I3), a frequéncia cardiaca foi menor quando a companhia de
um coespecifico foi proporcionada como enriquecimento social (EAS). Essa resposta esta
alinhada com as evidéncias de que o suporte social pode exercer impacto positivo no sis-
tema cardiovascular, reduzindo a frequéncia cardiaca durante tarefas estressantes em di-
versas espécies [4], inclusive menor frequéncia cardiaca foi relatada em equinos expostos
a um estimulo assustador [56], submetidos a transporte [50] quando na companhia de um
coespecifico.

Para frequéncia respiratoria foi observado que, os animais quando tratados com en-
riquecimento social mantiveram valores médios constantes e proximos aos valores de re-
feréncia (10 a 20 mpm, [37,38]) ao longo do tempo. Porém, quando isolados demonstraram
frequéncia respiratoria inconstante, oscilando ao longo do tempo com valores mais dis-
tantes aos de referéncia, sendo o maior valor registrado quando o tempo de contencao
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esteve proximo a 20 min. Concomitante, o maior valor para frequéncia cardiaca foi regis-
trado. Os resultados demonstram que o manejo de contengao foi capaz de induzir respos-
tas fisioldgicas ao estresse e que estas, por sua vez, foram atenuadas quando os animais
tiveram a companhia de um coespecifico, sugerindo a ocorréncia de amortecimento social.

Alteracdes na temperatura ocular tém sido associadas a procedimentos aversivos
e/ou negativos, e reconhecidas como resposta ao estresse em mamiferos ocasionadas por
altera¢Oes simpaticas mediadas no fluxo sanguineo [57,58]. Mudangas significativas ao
longo do tempo devido a oscilagdes acentuadas para temperatura ocular foram observa-
das quando os animais estavam sozinhos durante a conten¢dao em tronco (IS). Em con-
traste, quando acompanhados (EAS), a temperatura ocular apresentou insignificante va-
riagao ao longo do tempo.

A escala de aumento na temperatura ocular observada (1,0 °C do P2 ao P4 [IS]) é
consistente com eventos estressantes reportados em outros estudos como cateterismo ju-
gular de vacas leiteiras (0,9 °C) [59] e uso de equipamento restritivo (focinheira apertada)
em cavalos em restrigao de movimento (0,4 °C) [51]. O aumento da temperatura ocular no
tratamento IS resultou em um pico que ocorreu concomitante aos picos observados para
as frequéncias cardiaca e respiratdria, sugerindo que, ao longo do tempo as respostas fisi-
oldgicas ao estresse se intensificaram. Logo, o tempo pode ser um fator determinante para
intensificacao da agao deste tipo de estressor, o que ja foi relatado por Vollenhoven et al.
[3], em que a resposta ao estresse foi acentuada em éguas ap0s restricao de movimentos
prolongada em troncos de contengao.

Esse padrao de elevagao na temperatura diante de um estressor ocorre possivelmente
como resultado do aumento da dilatagao dos vasos sanguineos oculares, e do aumento da
atencao/orientagao visual [49]. Em linha com esta informagao, no presente estudo, expres-
sOes faciais relacionadas aos olhos que proporcionam aumento do campo visual, foram
codificadas com maior frequéncia em cavalos isolados. O levantador da palpebra superior
(AUD) representa um aumento na abertura ocular causado pela elevagao da palpebra su-
perior que pode resultar na exposicao da esclera, representado pelo descritor de agao fa-
cial aumento do branco dos olhos (AD1) [19]. Em cavalos, o levantador da pdlpebra superior
(AUDB) e o aumento do branco dos olhos (AD1) tém sido associados ao estresse durante o
transporte ou quando em isolamento social [21]. Além disso, uma correlagao da microex-
pressao do aumento do branco dos olhos (AD1) com a orientagao da atengao também foi re-
portada na espécie [60].

Tem sido sugerido que aumento da exposicao da esclera esteja mais associado ao
aumento do nivel de agitacao do que a valéncia emocional, uma vez que, essa expressao
foi identificada em contextos associados tanto a estados emocionais positivos quanto ne-
gativos de elevada agitacdo em equinos [25] e bovinos [61]. Ademais, é sugerido que o
aumento da expressao aumento do branco dos olhos (AD1) pode indicar forte agitagao, por-
que os axdnios simpaticos inervam o musculo envolvido na elevagao da palpebra superior
[60,62].

A unidade de acao levantador da sobrancelha interna (AU101) também foi expressa com
maior frequéncia por cavalos quando isolados. Essa unidade de agao é caracterizada por
um movimento dorsal da pele acima da regido interna do olho [19] e atribui ao olho um
formato triangular que, em geral, ¢ empiricamente associado a dor e ja foi inclusive inse-
rido como parametro facial em algumas ferramentas desenvolvidas para avaliagao de dor
em equinos [63,64]. Porém, com o desenvolvimento do EquiFACS, tornou-se possivel co-
dificar movimentos faciais de forma confidvel a partir de sequéncias de video. Em traba-
lhos realizados com este sistema, os resultados obtidos para levantador da sobrancelha in-
terna (AU101) foram inconsistentes [65] ou demonstraram que essa AU foi incapaz de pre-
dizer dor [66].

Utilizando EquiFACS no contexto de manejos potencialmente estressantes (trans-
porte e isolamento social), levantador da sobrancelha interna (AU101) foi identificada como
uma unidade agdo facial relevante [21]. Assim como Lundblad et al. [21], no presente es-
tudo foram recrutados animais percebidos como saudaveis e que foram utilizados como
seu proprio controle, logo, o risco de presenca de dor pode ser considerado baixo, o
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diferencial é que foram codificadas sequéncias de videos mais longos. Logo, os resultados
obtidos reforcam a importancia desta expressao facial para identificacao de estresse em
cavalos submetidos a isolamento social e demonstram que o enriquecimento social pode
influenciar a expressao desta AU.

Contrapondo as demais expressoes relacionadas aos olhos, que foram expressas com
maior frequéncia quando os cavalos estavam isolados durante o manejo, a expressao pis-
cada (AU145) demonstrou padrao distinto diferindo ao longo do tempo apenas quando os
cavalos que estavam na companhia de um coespecifico. A taxa de piscada espontanea tem
sido usada como um indicador de estresse em equinos [21,42,67,68], porém os resultados
reportados até o momento tém sido inconsistentes, visto que tanto o aumento [21], quanto
a diminuicdo de piscadas foram observados em cavalos isolados socialmente [42]. No pre-
sente estudo, nao foram observadas diferencas na expressao dessa agao facial dos cavalos
quando isolados. Além disso, o padrao observado quando receberam enriquecimento so-
cial, com aumento da frequéncia no 12 seguido por reducao do I3, foi oposto ao descrito
por Mott et al. [68], em que cavalos expostos a um evento estressante demonstraram dimi-
nuicao, seguida por aumento na taxa de piscada.

O padrao observado para piscada neste estudo pode estar ligado aos mecanismos
neurobioldgicos subjacentes ao amortecimento social que, embora ainda nao tenham sido
plenamente elucidados, apontam que, as interagdes sociais podem levar a liberagao de
ocitocina na amigdala, a qual tem efeito positivo na transmissao de dopamina no nticleo
accumbens, considerado a principal estrutura do corpo estriado ventral [5,69]. A taxa de
piscada espontanea é mediada pela ativagao dos receptores dopaminérgicos D1 e D2 no
corpo estriado, logo, o aumento da dopamina nessa regiao do cérebro durante a apresen-
tacdo de recompensas ou eventos positivos, como as intera¢des sociais, poderia induzir
aumento desta expressao facial [68]. Embora, estes processos expliquem parcialmente os
resultados observados, ha necessidade de mais informacoes a respeito, em especial, estu-
dos que relacionem esta unidade de agao facial ao amortecimento social.

Os cavalos quando isolados durante o manejo dilataram a narina com maior frequén-
cia do que quando receberam enriquecimento social. A abertura da narina pode mudar
de diametro dependendo do estado fisioldgico e psicoldgico do animal, sendo narinas di-
latadas, em geral, relacionadas a postura de alerta [70], atencdo e evitagao [71], e dor
[65,66]. Essa expressao facial esta associada a investigagao olfativa, permitindo que o ca-
valo agregue informag0es a respeito do ambiente quando em estado de alerta e atencao
[70,72], assim como esta associada ao aumento da frequéncia respiratdria que ocorre em
eventos estressantes em decorréncia da ativagao simpatica, preparando o organismo para
possivel resposta de luta ou fuga [48,55]. Nao surpreendentemente, descobertas prévias
associam a dilatacdo da narina (AD38) a intervengdes estressantes como transporte, isola-
mento social [21] e permanéncia em tronco de contengao [73] em experimentos realizados
com equinos. Logo, os resultados aqui observados corroboram com achados anteriores e
sao suportados pelas respostas fisiologicas discutidas anteriormente, visto que, os maiores
valores registrados para frequéncia respiratoria também foram observados nos animais
avaliados quando em isolamento.

A posicao e o padrao de movimentagao das orelhas tém sido associados a estados
emocionais em animais com orelhas moveis, como equinos [22,71,74]. A movimentagao
das orelhas diferiu entre os tratamentos de forma que, os cavalos quando isolados movi-
mentaram as orelhas para frente e para tras com maior frequéncia do que quando mane-
jados na companhia de um coespecifico. Ademais, os valores de frequéncia por minuto
para orelhas para frente (EAD101) e orelhas para trds (EAD104) foram semelhantes, indi-
cando que, provavelmente estes descritores estavam sendo expressos juntos. Esse padrao
de movimentacao esta em linha com o descrito por Lundblad et al. [21], que reportaram
aumento no indice de movimento "ear flicker", usado para descrever se, orelhas para frente
(EAD101) e orelhas para trds (EAD104) estavam ocorrendo juntos em intervalo de um se-
gundo durante o estresse por transporte e isolamento social. Uma provavel causa dos mo-
vimentos seria 0 aumento na percepc¢ao dos arredores devido a agitacao e ou estado de
alerta provocados pelo isolamento social.
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E possivel que este padrdo de movimento das orelhas, descrito por meio dos descri-
tores de acao facial orelhas para frente (EAD101) e orelhas para trds (EAD104), seja um equi-
valente as “orelhas assimétricas” reportados na literatura, um padrao de comportamento
apontado como provavel indicador de experiéncias emocionais negativas [71,74]. Foi de-
monstrado que orelhas assimétricas poderiam refletir emogoes de valéncia negativa em
cavalos submetidos a procedimento fixo de escovagao, capaz de induzir reagdes de evita-
¢ao [75]. No trabalho de Lansade et al. [75], em conjunto com as orelhas assimétricas foram
observadas com maior frequéncia expressdes como olhos bem abertos e exposicao da es-
clera. Assim, para elucidar como a posi¢ao e o movimento das orelhas podem estar asso-
ciados ao estado emocional, é importante observar em conjunto outras expressoes faciais.

Para analisar a dinamica multipla entre as expressoes faciais avaliadas neste estudo
foi conduzida uma anadlise de componentes principais. Uma associagdao positiva com o
PC1 foi observada para as expressdes orelhas para frente (EAD101), orelhas para tris
(EAD104), levantador da sobrancelha interna (AU101), meia piscada (AU47), levantador da pdl-
pebra (AUS), aumento do branco dos olhos (AD1) e dilatagdo da narina (AD38), demonstrando
que estas expressOes apresentaram dinamica semelhante entre si, aumentando ou dimi-
nuindo concomitantemente, considerando os tratamentos. Ademais, os resultados da
PCA corroboraram com os resultados obtidos nas analises inferenciais prévias, sugerindo
maior ocorréncia dessas expressdes no tratamento isolamento social.

Em contraste, o centroide do tratamento enriquecimento ambiental social localizado
no quadrante positivo do PC2, indica menor ocorréncia de expressoes relacionadas a res-
posta ao estresse em cavalos quando acompanhados por um coespecifico. Piscada (AU145)
foi a nica expressao facial que mostrou associagao positiva apenas com o PC2, demons-
trando que esta expressao de fato, se comportou de forma antagonica as demais expres-
sOes consideradas relevantes em contextos estressantes. Isso pode implicar que esta uni-
dade de agao seja relevante para o estudo do amortecimento social em cavalos.

As expressoes relacionadas a movimentos orais como bocejo (AD76), mastigagio
(ADB81) e exposicio da lingua (AD19) embora nao tenham diferido entre os tratamentos na
etapa inferencial, na PCA mostraram associacao positiva com o PC1 e PC2, apresentando
dinamica semelhante entre si. O comportamento dessas expressdes esta alinhado com des-
cri¢des prévias relatando que o bocejo pode ocorrer de forma intermitente com mastigagao
e exposic¢ao da lingua [43]. Além disso, estes movimentos orais sao considerados parte do
conjunto de respostas autonémicas que ocorrem apds um pico de atividade simpatica [43],
em decorréncia da diminui¢ao na atividade simpatica e correspondente ativagao do sis-
tema nervoso parassimpatico [55], o que justifica a associagdo positiva com ambos PCs.
Compreender esse aspecto pode ajudar a elucidar as caracteristicas distintas de expressoes
faciais utilizadas como indicadores de estresse, sendo plausivel que algumas ocorram du-
rante pico de atividade simpética, enquanto outras ocorram apds, o que pode ser relevante
para identificar as expressdes mais adequadas para utilizacao, de acordo com o contexto
e o tipo de estressor. Neste estudo, o estressor ao qual os animais foram expostos demons-
trou ter efeito gradativo, e o pico da atividade simpatica parece ter ocorrido no ultimo
intervalo de coleta/observagao, o que pode explicar a auséncia de significancia para estas
variaveis, ja que nao houve coletas apds o pico.

Este estudo demonstra que o manejo de contencdo em tronco € capaz de induzir
uma resposta ao estresse mesmo em animais habituados, em especial quando encontram-
se isolados. Quando os cavalos foram submetidos a este manejo em isolamento social fo-
ram observadas alteragdes importantes em parametros fisioldgicos como aumento da fre-
quéncia cardiaca, respiratoria e temperatura ocular, confirmando que esta intervengao
provocou perturbag¢des no equilibrio simpatico-vagal e apontando aumento no nivel de
agitacao. Em paralelo, foi observado aumento da frequéncia de varias expressoes faciais
associadas a resposta ao estresse, como dilatador de narinas (AD38), levantador de sobrancelha
interna (AU101), levantador da pdlpebra (AUS), aumento do branco dos olhos (AD1), orelhas para
frente (EAD101) e orelhas para trds (EAD104). Esse conjunto de expressoes tem sido associ-
adas tanto um aumento no nivel de agitacao quanto a experiéncias emocionais de valéncia
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negativa. Logo, os resultados obtidos indicam que estes animais experimentaram um es-
tado emocional de valéncia negativa/aversiva, e nivel de agitagao elevado.

Em conjunto, os parametros fisiolodgicos e faciais avaliados neste estudo apontam que
a utilizagdo de um coespecifico de forma estratégica como o enriquecimento ambiental
social sem contato durante o manejo de conten¢ao em tronco pode facilitar o amorteci-
mento social, caracterizado pela mitigacdo de respostas ao estresse. Alguns pontos chave
podem ter colaborado para o resultado obtido, e estao em concordancia com publicacdes
anteriores. Sendo eles a utilizagdo de um parceiro calmo [56] e a oportunidade de sociali-
zagao através de comunicagao visual, auditiva e olfativa, uma vez que, modalidades sen-
soriais relevantes para interagdes sociais entre individuos da espécie sao, em geral, impor-
tantes para mediagao do amortecimento social [47,71,72,76].

O manejo de contengao em tronco, embora possa caracterizar uma experiéncia nega-
tiva, faz parte de procedimentos e praticas estressantes inerentes as boas praticas de cria-
¢ao. Neste contexto, o enriquecimento social oferece oportunidade para os animais lida-
rem Com sucesso com esse estressor, o que impacta positivamente seu bem-estar. Além
disso, o enriquecimento social é vantajoso para os profissionais envolvidos, pois animais
mais calmos possibilitam manejos mais rapidos, eficientes e seguros.

5. Conclusao

O manejo de contengao em tronco induz resposta ao estresse mesmo em animais ha-
bituados, em especial quando encontram-se isolados. A avaliacao das expressoes faciais
em conjunto com parametros fisioldgicos proporciona resultados robustos de que durante
essa intervencdo os animais experimentam estado emocional de valéncia negativa/aver-
siva e nivel de agitacdo elevado. Nesse contexto, a utilizacdo de um coespecifico como
enriquecimento ambiental social sem contato se mostra uma estratégia eficaz para mitigar
o estresse induzido pelo manejo. Portanto, esta pratica pode facilitar o amortecimento so-
cial em cavalos Pantaneiros submetidos a estresse de curta duragao.
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Enriquecimento olfativo com dleo essencial de lavanda influen-
cia expressoes faciais e parametros fisiologicos de equinos sub-
metidos a estresse de curta duracao
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Resumo: O trabalho foi realizado para avaliar a capacidade do enriquecimento sensorial olfativo
com o0leo essencial de lavanda reduzir respostas ao estresse, e caracterizar a experiéncia emocional
de cavalos submetidos ao manejo de contengao em tronco e isolamento social por meio da avaliagao
de parametros fisiolégicos e comportamentais. Foram avaliados equinos da raca Pantaneiro (n=7)
em delineamento crossover com tratamento lavanda (6leo essencial de Lavandula augustifolia) e tra-
tamento controle (triglicérides de acido caprico e caprilico, TACC). Parametros fisiologicos (tempe-
ratura ocular por termografia infravermelha — TOT; temperatura auricular por termémetro infra-
vermelho — TAT; frequéncia respiratoria — FR; frequéncia cardiaca — FC; variabilidade da frequéncia
cardiaca- VFC) e comportamentais (comportamento geral e expressoes faciais) foram avaliados ao
longo dos 24 minutos que os animais permaneceram contidos. A FC foi menor para o tratamento
lavanda em comparagao ao controle apds a estimulagao olfativa (p<0,05). Paralelamente, foi obser-
vado aumento da TOT (p<0,05) para o tratamento lavanda. A frequéncia de expressdes faciais asso-
ciadas a resposta ao estresse como, dilatador de narinas (AD38), mastigacio (AD81), exposicio da lingua
(AD19) e piscada (AU145), também foram menores (p<0,05) para lavanda. O manejo de contengao
em tronco associado ao isolamento social induz resposta ao estresse mesmo em animais habituados.
Nesse contexto, o enriquecimento olfativo com dleo essencial de lavanda se mostrou uma estratégia
eficaz para atenuar o estresse de curta dura¢ao induzido pelo manejo, resultando em redugao de
parametros indicadores de estresse, associados a alta agitagao e valéncia negativa.

Palavras-chave: Bem-estar; comportamento; enriquecimento sensorial; estimulo olfativo.

1. Introdugao

A implementacao de estratégias de enriquecimento ambiental tem se tornado cada
vez mais comum em centros equestres, refletindo a crescente preocupagao com o bem-
estar animal. O termo enriquecimento ambiental engloba uma série modifica¢des realiza-
das no ambiente de animais mantidos sob cuidados humanos, com o propdsito de forne-
cer estimula¢ao adequada e facilitar a expressao de comportamentos altamente motivados
[1,2]. Essas modificagdes resultam em um ambiente interativo e complexo, o que pode
melhorar consideravelmente a qualidade de vida dos animais. Para facilitar a aplicagao
pratica, o enriquecimento ambiental normalmente é dividido em cinco categorias nao mu-
tuamente exclusivas: enriquecimento fisico, enriquecimento social, enriquecimento sen-
sorial, enriquecimento ocupacional ou cognitivo e enriquecimento alimentar [3-5].

A estimulagdo sensorial, pratica que se baseia na utilizagao de estimulos projetados
para desencadear uma ou mais modalidades sensoriais do animal, tem sido explorada
como método de enriquecimento sensorial [6]. Para equinos a estimulagao olfativa é par-
ticularmente interessante, pois o uso de estimulos olfativos pode aumentar a diversidade
comportamental, e a capacidade dos animais de lidar com desafios, assim como, estimular
comportamentos tipicos da espécie [7]. Além disso, odores sdo relativamente baratos, fa-
ceis de armazenar e podem tornar-se dinamicos no tempo e no espago, conferindo aspecto
de novidade [8]. Logo, além dos beneficios que pode conferir aos animais, o enriqueci-
mento sensorial olfativo é notavel do ponto de vista pratico.
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Atualmente o uso de odores biologicamente irrelevantes a base de plantas, em espe-
cial 6leos essenciais, tem expandido [7,9-11]. Os dleos essenciais sdo compostos volateis,
formados por plantas aromaticas como metabolitos secundarios, geralmente obtidos por
vapor ou hidrodestilagao [12]. O 6leo essencial de lavanda (Lavandula augustifolia) tem sido
o mais empregado em pesquisas desenvolvidas com equinos. Este dleo essencial conhe-
cido por seu efeito do tipo ansiolitico em modelos animais [13], demonstrou ser capaz de
atenuar a resposta ao estresse de cavalos expostos a diferentes tipos de estressores
[9,14,15]. Todavia, para que seja possivel a utilizacao segura e eficiente do enriquecimento
olfativo com 0dleo essencial de lavanda, se faz necessario a realizacdo de novas pesquisas
em diferentes contextos relacionados a desafios usuais enfrentados por equinos no ambi-
ente doméstico.

O manejo de contencdo em tronco representa um contexto relevante, em o que uso
dessa estratégia de enriquecimento ainda precisa ser testado. Esse manejo é realizado ro-
tineiramente para facilitar cuidados veterindrios, palpagao retal, exame ultrassonografico
e outros procedimentos reprodutivos [16]. Porém, estudos demonstram que a restrigao de
movimentos imposta pelo tronco de contengao pode ser aversiva até mesmo para equinos
habituados, sendo capaz de induzir resposta ao estresse de curta duragao [17,18]. Ade-
mais, é comum que os cavalos sejam privados da companhia de um coespecifico durante
o periodo de permanéncia no tronco, tornando o procedimento mais desafiador, visto que
o isolamento social impacta negativamente animais gregarios [19-22].

Para avaliar o efeito do 6leo essencial de lavanda em cavalos, trabalhos realizados
anteriormente focaram principalmente no uso de parametros fisioldgicos como frequéncia
respiratoria (FR) [14], frequéncia cardiaca (FC) [9,14,15,23], variabilidade da frequéncia
cardiaca (VFC) [23] e cortisol [9,15]. Com relagao a parametros comportamentais, foram
eleitos em especial comportamentos gerais considerados indicadores de estresse [9,14].
Entretanto, parametros como temperatura ocular por termografia infravermelha e expres-
sOes faciais também podem fornecer informacgdes valiosas sobre a capacidade do dleo es-
sencial atenuar a resposta ao estresse e a experiéncia emocional do animal durante o pro-
cedimento [19,24-26].

As experiéncias emocionais podem ser classificadas de acordo com seu nivel de agi-
tacdo (alta ou baixa) e sua valéncia (positiva/agradavel/atraente ou negativa/desagrada-
vel/aversiva) [27,28]. Em geral, situagOes estressantes levam a produgao de expressoes fa-

ciais que estao associadas a alto nivel de agitagao e valéncia negativa em equinos [19,29,30].

Essas expressdes podem ser avaliadas de forma robusta por meio do Sistema de Codifica-
¢ao de Acao Facial Equina (EquiFACS) que, fornece uma lista de todos os movimentos
faciais que animais cavalos podem produzir, e tornou possivel a identificagao e codifica-
¢ao de expressoes faciais com base na musculatura facial subjacente e no movimento mus-
cular [31,32].

Recentemente, o EquiFACS foi utilizado com sucesso em trabalho realizado com o
objetivo de identificar expressoes faciais relevantes produzidas por equinos submetidos a
transporte e isolamento social, ambas interven¢des consideradas potencialmente estres-
santes [19]. No entanto, o uso desta ferramenta em conjunto com parametros fisioldgicos
para investigar a resposta de cavalos recebendo enriquecimento sensorial olfativo durante
procedimentos estressantes, ainda precisa ser testada.

Este trabalho foi realizado para avaliar a capacidade do enriquecimento sensorial
olfativo com 6leo essencial de lavanda reduzir respostas ao estresse, e caracterizar a expe-
riéncia emocional de cavalos submetidos ao manejo de conten¢ao em tronco, e isolamento
social por meio da avaliacdo de parametros fisioldgicos (temperatura ocular por termo-
grafia infravermelha, temperatura auricular por termometro infravermelho, frequéncia
respiratoria, frequéncia cardiaca e variabilidade da frequéncia cardiaca) e comportamen-
tais (comportamento geral e expressdes faciais). Espera-se que, o enriquecimento olfativo
com Oleo essencial de lavanda atenue a resposta ao estresse de curta duragao, resultando
em redugao de parametros indicadores de estresse, associados a alta agitagao e valéncia
negativa.
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2. Materiais e Métodos

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Uni-
versidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS, Campo Grande, Brasil) sob o protocolo
n? 1.222/2022.

2.1. Animais, alojamento e habituagio

Sete equinos da raca Pantaneiro (4 machos castrados e 3 fémeas) com em média 5+1,0
anos de idade, 330,8+16,5 kg de peso corporal e escore de condicao corporal (ECC) 5 de
acordo com Henneck et al. [33], foram selecionados para participar deste experimento. Os
animais pertencem a Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) e sao mantidos
na Fazenda Escola da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ), locali-
zada no municipio de Terenos-MS (20° 26’ 18" Sul, 54° 51’ 24" Oeste), cujo clima é Aw
(savana tropical com invernos secos), segundo a classificagao de Kdppen [34]. Todos os
individuos selecionados foram mantidos desde o nascimento em grupos sociais, alojados
em piquetes da propriedade com acesso ad libitum a pastagem (Panicum maximum cv. Ta-
mani), sal mineral e 4gua, e permaneceram nessas condi¢des durante o periodo experi-
mental quando nao estavam sendo avaliados.

Antes do inicio do periodo experimental os animais passaram por habituagao ao lo-
cal, aos equipamentos e procedimentos necessarios para coleta de dados. Para tal, durante
uma semana os animais foram conduzidos ao tronco de contencao, onde permaneceram
por 3 minutos, e expostos aos equipamentos e procedimentos que seriam realizados ao
longo do experimento. Os cavalos foram considerados aptos para uso quando atendiam
aos seguintes critérios: entrar no tronco sem apresentar qualquer tipo de resisténcia e nao
demonstrar comportamento de aproximagao ou evitagdo em relacdo aos equipamentos
durante os procedimentos.

2.2. Delineamento experimental

O delineamento utilizado foi o crossover com tratamento lavanda (Sleo essencial de
Lavandula augustifolia) e tratamento controle (triglicérides de acido caprico e caprilico,
TACC). Os equinos foram aleatoriamente designados para que metade recebesse o trata-
mento lavanda primeiro e a outra metade recebesse o tratamento controle primeiro (Fi-
gura 1). Todos os animais receberam ambos os tratamentos uma vez, com o intervalo de
uma semana entre os dois (Figura 1), no mesmo horario do dia (7h30 as 10h30) permitindo
assim que cada cavalo servisse como seu proprio controle.

Animais
Distribuigdo
aleatdria
Ordem I‘ ________ Ordem II[
. Tratamento Tratamento
Periodo | Controle Lavanda
v | ..................................... r ............... 3
INTERVALO
periodo Il Tratamento Tratamento
Lavanda Controle

Figura 1. Diagrama do delineamento experimental.

O ¢leo essencial de lavanda utilizado no estudo foi o Lavanda 40/42 GT Franca (Lote
LZ2384) (Lavandula augustifolia) fornecido pela empresa Laszlo® (Belo Horizonte, MG,
Brasil). De acordo com a descri¢dao do fabricante os principais componentes presentes no
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produto foram: linalool 48-52%, acetato de linalila 40-44%, acetato de lavandulila <1%,
acetato de bornila <1%, terpinen-4-ol <1%, [3-cariofileno <1%, canfora <1%.

Os triglicérides de acido caprico e caprilico sdo triglicérides de cadeia média (TCM).
Esse produto de origem vegetal, foi escolhido como controle neste estudo por ser caracte-
rizado como incolor e inodoro [35], e popularmente utilizado como carreador de dleos
essenciais por nao interferir no odor de formulagdes. Foi utilizado os TACC (CRODAMOL
GTCC) (Lote 19.0074-0190213) comercializado pela Biovital® (Sao Paulo, SP, Brasil). De
acordo com a descri¢do do fabricante os principais componentes presentes no produto
foram: C6 0-2%, C8 50-80%, C10 20-50%, C12 0-3%, C14 0-1%.

2.3. Condicoes ambientais

O experimento foi conduzido no verao em Fevereiro de 2022, e, para caracterizar o
ambiente ao qual os animais estavam expostos e descartar estresse térmico como possivel
fator de confundimento, foram monitorados os parametros microclimaticos: temperatura
de bulbo seco do ar (Tbs, °C), temperatura de globo negro (Tgn, °C), temperatura de ponto
de orvalho em (Tpo, °C), temperatura de bulbo iimido do ar (Tbu, °C), umidade relativa
do ar (UR%) e velocidade do vento (Vv, m/s).

As medidas foram tomadas em intervalos de 10 minutos, entre 7h00 e 11h00 nos dias
de coleta, com auxilio de termo-higrometros digitais (AK172®; AKSO, Sao Leopoldo, RS,
Brasil), inseridos em abrigos meteorologicos. Para a temperatura de globo negro, foi utili-
zado o0 mesmo modelo de termo-higrometro encapsulado em bolas plasticas de PVC (0,15
cm de didmetro), pintadas externamente com tinta de cor preto fosco de acordo com o
proposto por Souza et al. [36]. Os equipamentos foram alocados em dois locais: em pleno
sol, e dentro da instalagdo onde os animais permaneceram durante os testes, a 1,50 m da
superficie do solo, durante o periodo de insolagao, considerando-se a variagao da projecao
da sombra e angulo zenital.

A partir dos dados microclimaticos foram calculados: Carga térmica radiante (W/m?),
conforme equacio proposta por Esmay [37]; Indice de bulbo tmido e temperatura de
globo (WBGT), conforme equagco descrita por Schroter et al. [38]; Indice de conforto tér-
mico (TCI) conforme equagao proposta por Jones [39]. Com os dados obtidos foi possivel
caracterizar o ambiente ao qual os animais estavam expostos e a condi¢ao de conforto
térmico dos animais durante o periodo 1 e 2 (Tabela 1).

Tabela 1. Ambiente térmico e indices bioclimaticos para caracterizagdo do ambiente experimental.

Parametros Periodo Minimo Maximo Médio Desv~1 0
padrdo
R 1 26 37 30 2,7
Temperatura do ar (°C) 5 3 33 )8 27
1 51 82 67 8,5
. . 0, 7
Umidade relativa (%) 5 54 93 74 112
1 466 542 502 20,1
14 . . 2 4
Carga térmica radiante (W/m?) 5 453 533 495 217
Indice de bulbo timido e tempe- 1 23 33 27 2,4
ratura de globo - WBGT (°C) 2 21 29 25 2,2
;o .. 1 144 162 154 5,0
Indice de conforto térmico - TCI 5 145 167 157 68

A temperatura do ar, umidade relativa e carga térmica radiante refletem o esperado
pararegiao nesta época do ano, visto que, o clima Aw é caracterizado por verdes chuvosos
e com temperaturas altas [34]. Ainda assim, os valores médios obtidos para WBGT foram
<28 °C, logo considera-se que houve baixo risco de estresse térmico [40,41].

Os valores médios obtidos para TCI excederam 130, o que pode indicar um ambiente
desconfortavel termicamente [39]. No entanto, os cavalos utilizados neste trabalho
pertencem a uma raga nativa adaptada que demonstrou ser capaz de manter relativa
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homeostase, mesmo que o indice aplicado para avaliagdo do estresse térmico em equinos
(TCI) tenha excedido a 130 [42].

2.4. Procedimento experimental

No periodo experimental, os animais foram avaliados individualmente no periodo
da manha3, totalizando quatro animais por dia. Para o manejo, cada animal foi conduzido
ao tronco de contencao, sendo este construido de postes solidos e fixado em area coberta
com laterais parcialmente fechadas, para restricao da movimentacdo e impedimento do
contato fisico ou visual com coespecificos (isolamento social). Apds 10 minutos foi admi-
nistrado o tratamento lavanda ou controle.

As amostras de odores foram preparadas em um laboratério préximo a area experi-
mental, imediatamente antes da apresentacdao do estimulo olfativo, colocando um papel
de filtro em placa de petri e adicionando 10 gotas (~ 0,5 mL) do 6leo essencial usando o
aplicador integrado no frasco. Uma vez pronta, a amostra foi ofertada a frente do animal
a 0,5 m de distancia durante 5 minutos para estimulagao olfativa. Durante este periodo foi
adotado pela pesquisadora uma expressao facial neutra para evitar possivel influéncia
sobre o comportamento (Figura 2).

A forma de apresentagao do estimulo olfativo adotada neste estudo € caracterizada
como concentrada, pois envolve fornecer o odor em um recipiente, esse tipo de apresen-
tacdo permite que os animais tenham maior autonomia ao interagir com os estimulos ol-
fativos [43]. Mesmo diante da restrigdo de movimento imposta pelo tronco de contencao,
foram preservadas a mobilidade do pescoco e cabega e os animais tinham liberdade para
interagir ou ndo com o estimulo olfativo.

Figura 2. Preparacao da amostra e estimulagao olfativa através de apresentagao concentrada do 6leo
essencial de lavanda, ou TACC.

Parametros fisioldgicos e comportamentais foram avaliados antes, durante e apos a
apresentagao do estimulo olfativo. Durante a permanéncia no tronco de contengao os pa-
rametros TOT (temperatura ocular por termografia infravermelha), TAT (temperatura au-
ricular por termometro infravermelho) e FR (frequéncia respiratdria) foram coletados em
momentos pontuais descritos como pontos de coleta P1, P2, P3 e P4. Ja os parametros
EF/COMP (expressdes faciais e comportamentos gerais), e a FC/VFC (frequéncia cardiaca
e variabilidade da frequéncia cardiaca) foram coletados continuamente, mas analisados
somente nos intervalos de 5 minutos identificados como I1, 12 e I3 (Figura 3).

ESTIMULAGAO OLFATIVA

P1 P2 P3 Pa
TOT TOT TOT TOT
TAT EF/ COMP TAT EF/ COMP TAT EF/ COMP TAT
FR FC/VFC FR FC/VFC FR FC/VFC FR
Omin  3min . 8min  10min N 15min  17min u 22min  24min

Figura 3. Procedimento experimental. TOT = temperatura superficial por termografia infraverme-
lha; TAT = temperatura auricular por termometro infravermelho; FR = frequéncia respiratdria; EF =
expressao facial; COMP = comportamentos gerais; FC = frequéncia cardiaca; VFC = variabilidade da
frequéncia cardiaca.
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2.5. Pardmetros fisioldgicos
2.5.1. Frequéncia cardiaca (FC) e variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)

Os parametros FC e VFC foram mensurados com auxilio do transmissor de frequén-
cia cardiaca Polar H10 (Polar Electro Oy, Kempele, Finlandia). O transmissor de frequén-
cia cardiaca foi fixado a cinta eldstica e posicionado na regiao toracica entre o 4° e 5° espaco
intercostal do lado esquerdo do térax. A cinta foi embebida em 4gua e ajustada no corpo
dos animais 10 minutos antes do inicio da coleta de dados. Visando melhorar a transmis-
sao dos sinais elétricos do corpo para os eletrodos, foi realizada limpeza dos pelos com
agua.

A FC e a gravagao de video para avaliacao das expressoes faciais e comportamentos
gerais foram iniciadas ao mesmo tempo para garantir que os intervalos no video se rela-
cionassem diretamente com os intervalos da FC e VFC. Os dados foram coletados e ex-
portados através do App Elite HRV (Elite HRV, Asheville, NC, USA), e a andlise dos da-
dos foi realizada através do software Kubios HRV standard, versao 3.5.0 (Kubios Oy, Ku-
opio, Finlandia). Para analise, uma corregao de artefato média foi aplicada para reduzir o
erro em todo o conjunto amostral, conforme metodologia de MCDUFFEE et al. [44], que
permite correcao menor ou igual a 15%. Todas as 14 amostras tiveram porcentagem de
artefatos corrigidos menor do que 5%.

Intervalos de cinco minutos foram selecionadas para analise dos indices de VEC e
média da frequéncia cardiaca. Para este estudo foram selecionados os seguintes indices
de VFC referentes ao dominio da frequéncia: poténcia de baixa frequéncia (Low Fre-
quency — LF, nu), poténcia de alta frequéncia (High Frequency — HF, nu) e razao de baixa
frequéncia para alta frequéncia (LF/HF). A banda de baixa frequéncia (LF) foi definida em
0,04-0,15 Hz, enquanto a banda de alta frequéncia (HF) foi definida em 0,15-0,4 Hz [44].

2.5.2. Frequéncia respiratéria (FR)

A frequéncia respiratéria, mensurada em movimentos por minuto (mpm), foi reali-
zada através da contagem dos movimentos do flanco por 30 segundos. Os valores foram
multiplicados por dois para determinar a frequéncia respiratoria/min.

2.5.3. Temperatura ocular por termografia infravermelha (TOT)

Para este procedimento, todos 0s animais passaram por higieniza¢ao da face 15 mi-
nutos antes do inicio das coletas afim de evitar artefatos que pudessem afetar a medigao
da temperatura. Imagens termograficas oculares foram registradas para mensuracao da
temperatura superficial na regiao do canto medial, como proposto por Kim e Cho [45]. As
imagens foram coletadas do lado esquerdo em um angulo de 90° graus do plano sagital
do animal, a 0,5m de distancia, em local livre de exposicao a luz solar direta.

O equipamento utilizado foi a camera termografica (560, Caterpillar FLIR camera,
Vernon Hills, IL, USA) com resolugéo térmica de 80x60 pixels, resolugéo visual de 640x480
e sensibilidade térmica de 150 mK. A emissividade foi ajustada em 0,98, valor correspon-
dente ao utilizado para a pele de mamiferos [46,47].

O software FLIR tools, versao 6.4.18039.1003 (FLIR Systems Inc, Oregon, EUA) foi
usado para analise das imagens termograficas. A distancia em que as imagens foram re-
gistradas, bem como temperatura e umidade, foram incluidas no software, que corrige
eventuais variagOes ambientais.

2.5.4. Temperatura auricular por termometro infravermelho (TAT)

A TAT foi aferida por meio de termdmetro digital portatil com dispositivo de luz
infravermelha (Mult Temp Portatil, Incoterm, Porto Alegre, RS, Brasil), direcionado no
ponto central da cavidade auricular, sob a orelha esquerda do animal, a uma distancia de
0,3m.
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2.6. Pardmetros comportamentais

2.6.1. Gravacao de video

Para avaliagao dos parametros faciais, durante todo o periodo que o animal perma-
neceu no troco de contengao gravagdes de video foram realizadas usando a camera digital
Canon EOS SL3 (Canon Inc., Sdo Paulo, SP, Brasil). A resolugao foi definida para 1080p a
30 fps e os videos foram exportados no formato mp4. A camera foi posicionada a 1,5m de
distancia com um angulo de aproximadamente 45° graus do plano medial do cavalo.

2.6.2. Processamento e codificacdao de videos com sistema de codificacao de acado facial
equina (EquiFACS)

O EquiFACS, conforme descrito por Wathan et al. [48] foi utilizado para codificagao
de expressoes faciais em todos os videos. Para este trabalho foram selecionadas 4 unidades
de acdo (AUs) e 6 descritores de agao (ADs) e um cddigo de visibilidade (CV) (Tabela 2),
que correspondem a expressoes faciais que demostraram ser relevantes para avaliacao de
equinos expostos a estressores em trabalhos realizados anteriormente [19,49,50].

Tabela 2. Cédigos pertencentes ao EquiFACS selecionados para codificacao de expressdes faciais
em videos de cavalos submetidos a estresse de curta duracao (manejo de contengdao em tronco e
isolamento social).

Codigo

Critérios minimos para codificar

I. Unidade de acao (AU)

Levantador da palpebra superior (AU5) Um aumento na abertura do olho causado pela elevacao da palpe-

bra superior

Meia piscada (AU47) Redugéao na abertura do olho

Piscada (AU145) Ambas as palpebras devem se mover juntas para cobrir o olho, e
essa agao deve ser revertida em meio segundo

Levantador do canto interno (AU101) Movimento dorsal da pele acima da regiao interna do olho

II. Descritores de acao (AD)

Aumento do branco dos olhos (AD1) Um aumento na porcentagem de esclera branca visivel
Exposigao da lingua (AD19) A lingua é exposta e vai além dos dentes

Dilatador de narinas (AD38) Um aumento na abertura da narina

Mastigacao (AD81) Critérios minimos para codificar ndo descritos

Orelhas para frente (EAD101) Rotagao rostral do pavilhao auricular

Rotador de orelhas/orelhas para tras (EAD104) O pavilhao auricular rotaciona caudalmente

Face Inteira Nao Visivel (CV73) Toda a face esta fora de vista ou ndo pode ser vista claramente

Para codificacao foram selecionados clipes de 5 minutos obtidos antes, durante e apds
a estimulagao olfativa (I1, 12 e I3, respectivamente). Todos os videos foram observados por
um unico codificador certificado pelo EquiFACS com concordancia interobservador >70%
em comparacgao com codificadores experientes. Para observacao, uma lista com os cédigos
selecionados foi inserida no software BORIS versao 6.0.6 (Friard and Gamba, Universi-
dade de Turin, Turin, Italia). Os clipes foram observados pela primeira vez em velocidade
normal e em seguida, ao longo de pelo menos trés vezes novamente em camera lenta ou
em frame-by-frame para observagao de cada uma das trés regioes da face do cavalo (ore-
lhas, face superior e face inferior).

Foi registrada a frequéncia por minuto de cada um dos cddigos selecionados, com
exce¢dao do CV73, para o qual foi registrado a duracdo em segundos. O CV73 foi usado
para denotar por quanto tempo a face inteira nao estava visivel para codificagao. Dessa
forma, foi possivel monitorar por quanto tempo a face estava em posicao visivel para
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codificagdo, ou nao, em cada intervalo de 5 minutos. Para célculo da frequéncia por mi-
nuto dos AUs e ADs apenas o tempo em que face estava em posi¢ao visivel para codifica-
¢ao foi considerado, conforme a equagao:

Frequéncia por minuto AU ou AD = N° total de registros + 5min - CV73

Dentre 42 clipes de 5 minutos selecionados, a face esteve em posigao visivel para co-
dificagdo em 19 por periodo = 4 minutos, em 22 por periodo > 3 minutos e em apenas 1
por periodo de 2,4 minutos.

2.6.3. Processamento de videos e avaliacao de comportamentos gerais

O etograma utilizado foi baseado no etograma proposto por Torcivia e McDonnell
[50] para avaliacdo comportamental de desconforto em cavalos doméstico, e no etograma
usado por Rervang et al. [10] para investigacao das habilidades olfativas de cavalos do-
mésticos, tendo em vista que os animais neste estudo foram submetidos a intervengoes
ligadas a estresse e desconforto, e expostos a estimulos olfativos (Tabela 3).

Tabela 3. Etograma descritivo para avaliacdo comportamental de cavalos submetidos a estresse de
curta duragao (manejo de contengao em tronco e isolamento social).

Comportamento Descricao

Cavar Protacdo um membro anterior e retracao do casco ao longo
ou acima do substrato enquanto faz a varredura caudal-

mente, geralmente em séries ritmicas

Autocatacao Mordiscar, esfregar e/ou morder uma area do corpo, esfre-

gar uma parte do corpo em outra ou contra um objeto

Defecar Evacuacao de fezes

Comportamento direcionado ao estimulo olfativo

Farejar Focinho proximo (menos de 12 cm) ou em contato direto

com o recipiente contendo o odor

Para avaliagao dos comportamentos dispostos no etograma, foram selecionados cli-
pes de 5 minutos de duragao obtidos antes, durante e ap6s a estimulagado olfativa (I1, 12 e
I3, respectivamente). O comportamento “farejar” pdde ser avaliado somente no 12, du-
rante a estimulagao olfativa. Todos os videos foram avaliados por um tinico observador.
Para tal, o etograma foi inserido no software BORIS versao 6.0.6 (Friard and Gamba, Uni-
versidade de Turin, Turin, Italia).

Amostragem focal continua foi usada para avaliar os comportamentos de cada ca-
valo. Para o comportamento defecar foi avaliada a ocorréncia (presenga ou auséncia), en-
quanto para os comportamentos “cavar” e “autocatacao” foi avaliada a frequéncia ao
longo dos intervalos de 5 minutos (I1, 12 e I3). Para o comportamento “farejar”, foi avali-
ada a duragao em segundos do comportamento somente no 12, quando os animais esta-
vam expostos ao estimulo olfativo.

2.7. Descrigdo estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software R com o ambiente de de-
senvolvimento integrado RStudio (Version 4.1.0 (2021-06-29), RStudio, Inc.). As fungdes e
os pacotes utilizados foram apresentados no formato ‘pacote:fun¢ao’ correspondente a
linguagem de programagao em R. Para todos os testes foi considerada significancia de 5%.

A priori, foi realizada uma analise inferencial para identificar diferencas entre os tra-
tamentos (controle vs lavanda) e ao longo do tempo (P1 vs P2 vs P3 vs P4 ou 11 vs I2 vs
I3). Foram conduzidos modelos lineares multinivel (Ime4::Imer) para as seguintes varid-
veis resposta em que os residuos do modelo apresentaram aderéncia a normalidade pelo
teste de Cramer-Von Mises (nortest::cvm.test): FC média, LF, HF, LF/HF, frequéncia
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respiratdria, temperatura auricular, temperatura ocular, farejar, levantador da pdlpebra su-
perior (AUS), levantador do canto interno (AU101), dilatador de narinas (AD38), orelhas para
frente (EAD101), orelhas para tris (EAD104), exposicio da lingua (AD19), mastigacio (AD81),
piscada (AU145), aumento do branco dos olhos (AD1) e meia piscada (AU47).

Para as variaveis de contagem (autocatacao e cavar) foi usado um modelo linear ge-
neralizado multinivel ajustado pela distribui¢ao de Poisson e para a variavel dicotdmica
(defecar) foi conduzido um modelo de regressao logistica multinivel. A interagao de pon-
tos de coleta/intervalos com tratamentos, os periodos e a ordem foram usados como efei-
tos fixos da modelagem, bem como os cavalos foram usados como efeitos aleatdrios para
controlar a variagao individual. Exclusivamente para farejar, os tratamentos, os periodos
e a ordem foram usados como efeitos fixos e os cavalos foram usados como efeitos aleato-
rios porque essa varidvel foi coletada apenas em um intervalo (I12).

A comparagao multipla no post-hoc test foi conduzida com o procedimento de Bon-
ferroni (Ismeans::Ismeans e multcomp::cld) [51]. Os resultados foram ilustrados com gra-
ficos de caixa (ggplot2::ggplot e ggplot2::geom_boxplot) e estao apresentados nas tabelas
como média e desvio padrao (Média=DP).

Posteriormente, foi feita uma analise exploratoria. Para analisar a dindmica multipla
entre as expressoOes faciais que se mostraram capazes de diferenciar tratamentos ou inter-
valos pela etapa inferencial (modelagem), foi conduzida uma analise de componentes
principais (PCA) baseada em uma matriz de correlagdo (stats::princomp). O ntimero
otimo de componentes principais (PC) a serem retidos na PCA foi determinado pela ana-
lise paralela de Horn (‘psych::fa.parallel’) [52]. Como critério para determinar associagao
entre cada variavel e o PC foram usados os valores de carga maiores que 0,40 ou menores
que -0,40 [53]. Para ilustrar tais resultados foram feitos dois biplots colorindo as observa-
¢Oes de acordo com os tratamentos e com os intervalos para uma analise qualitativa (jul-
gamento visual) de sua distribuicao.

3. Resultados
3.1. Parametros fisiolégicos

A FC média do tratamento lavanda foi menor em relagao ao tratamento controle apos
estimulagao olfativa (I3) (P<0,05). Ja as variaveis, LF, HF e LF/HF nao diferiram entre os

tratamentos ou entre os intervalos (Tabela 4).

Tabela 4. Média e desvio-padrao dos parametros cardiacos de equinos enquanto nos tratamentos

controle e lavanda antes, durante e ap6s estimulagao olfativa (I1, 12 e I3, respectivamente).
Intervalos
Parametros Tratamentos
11 12 I3
Controle 49,4+5,7 47,8+5,2 49,546,224
FC média (bpm)
Lavanda 46,7+3,6 48,2+8,5 45,5+5,58
Controle 55,1+8,2 59,1+12,3 57,6+14,0
LF (nu)
Lavanda 58,1+13,4 60,9+10,2 58,2+11,9
Controle 44,9+8,21 40,8+12,3 42,3+14,0
HF (nu)
Lavanda 41,9+13,4 39,0+10,2 41,8+11,9
Controle 1,3+0,4 1,65+0,8 1,64+1,0
LF/HF
Lavanda 1,7+1,2 1,73+0,8 1,57+0,7

FC: frequéncia cardiaca média; LF: poténcia de baixa frequéncia (Low Frequency); HF: poténcia de
alta frequéncia (High Frequency); LF/HF: razdo de baixa frequéncia para alta frequéncia. Letras mai-
usculas diferentes indicam diferenga estatistica significativa do post-hoc test entre os tratamentos
em um mesmo intervalo (p<0,05), sendo que A>B.
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Nao houve diferenca entre os tratamentos, ou entre os pontos de coleta para o para-
metro temperatura auricular, assim como, para frequéncia respiratdria (Tabela 5).
Houve aumento da temperatura ocular do ponto de coleta P3 para o P4 (P<0,05)

quando os cavalos receberam o tratamento lavanda, enquanto no controle todos os pontos
foram estatisticamente equivalentes (Figura 4 e Tabela 5).

Tabela 5. Média e desvio-padrao dos parametros fisioldgicos de equinos enquanto nos tratamentos
controle e lavanda antes (P1 e P2) e apds estimulacio olfativa (P3 e P4).

Pontos de coleta

Parametros Tratamentos

P1 P2 P3 P4
Controle 31,049,7 31,049,7 31,049,7 28,0+7,7
FR (mpm)
Lavanda 25,0+5,4 28,0+10,8 27,0+9,7 33,049,1
Controle 32,9+0,7 32,9+0,7 33,3+0,8 33,2+0,7
TAT (°C)
Lavanda 32,9+1,4 33,1+1,0 32,9+1,2 33,2+1,6
Controle 31,3+1,6 31,8+1,09 30,9+1,71 31,8+1,5
TOT (°C)

Lavanda 31,1116 31,0+1,8 30,4+1,9°  32,3%1,6°

Parametros: FR: frequéncia respiratéria; TAT: temperatura auricular por termdmetro infraverme-
lho; TOT: temperatura ocular por termografia infravermelha. Letras minasculas diferentes indicam
diferenca estatistica significativa do post-hoc test ao longo dos pontos de coleta para um mesmo
tratamento (p<0,05), sendo que a>b.
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Figura 4. Grafico de caixas da temperatura do ocular (°C) nos tratamentos controle e lavanda antes
(P1 e P2) e ap0s estimulagao olfativa (P3 e P4). Letras mintsculas diferentes indicam diferencga esta-
tistica significativa do post-hoc test ao longo dos pontos de coleta para um mesmo tratamento
(p<0,05), sendo que a>b; losango preto indica a média; cada circulo colorido com as cores dos trata-
mentos (amarelo e roxo) representa um animal; cada circulo cinza indica um outlier.

3.2. Pardmetros comportamentais

Nao houve diferenga entre os tratamentos ou entre os intervalos para os seguintes
comportamentos avaliados: farejar, autocatagao, cavar e defecar (Tabela 6).
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Tabela 6. Média e desvio-padrdo de parametros comportamentais apresentados por equinos en- 400
quanto nos tratamentos controle e lavanda antes, durante e ap06s estimulagdo olfativa (I1, 12 e I3, 401

respectivamente). 402
Intervalos
Parametros Tratamentos
11 12 I3
. Controle - 21,1+21,9 -
Farejar d
Lavanda - 21,2+23,3 -
- Controle 1,4+2,3 1,6+1,7 2,7+2,6
Autocatagao f
Lavanda 2,6+2,1 2,0+1,5 1,6+1,7
Controle 0,0+0,0 0,1+0,4 0,3+0,5
Cavar !
Lavanda 0,3+0,8 0,1+0,4 0,1+0,4
Controle 0,4+0,5 0,1+0,4 0,1+0,4
Defecar ©
Lavanda 0,0+0,0 0,3+0,5 0,1+0,4
- =nao avaliado; d = duracao em segundos; f= frequéncia em 5 minutos; o = ocorréncia (presenca 403
ou auseéncia). 404

Nao houve diferenca entre os tratamentos ou entre os intervalos para as expressdes 405
faciais aumento do branco dos olhos (AD1), levantador da pailpebra superior (AUS), levantador do 406
canto interno (AU101), meia piscada (AU47), orelhas para frente (EAD101) e orelhas para trds 407
(EAD104) (Tabela 7). 408

Tabela 7. Média e desvio-padrao da frequéncia por minuto de parametros faciais expressos por 409
equinos enquanto nos tratamentos controle e lavanda antes, durante e ap6s estimulagao olfativa (I1, 410

12 e I3, respectivamente). 411
Intervalos
Parametros Tratamentos
I1 12 I3
Controle 14,0+4,6 12,3+3,6 12,7+3,6
Orelhas para frente (EAD101)
Lavanda 13,6+2,3 11,942,6 10,7+3,9
Controle 14,4+4,6 12,243,5 12,7+3,6
Orelhas para tras (EAD104)
Lavanda 13,8+2,2 11,742,9 10,9+4,0
Controle 8,2+1,6 8,4+3,3 9,844,4
Levantador da sobrancelha interna (AU101)
Lavanda 9,2+1,7 9,3+3,0 7,8+2,7
Controle 15,4+6,0 14,3451 16,0+7,7
Meia piscada (AU47)
Lavanda 18,2+7,2 18,0+8,9 17,149,3
Controle 9,243 9b 10,8+4,8° 15,0£3,04a
Piscada (AU145)
Lavanda 11,0+3,7 11,0+2,3 11,9+1,78
Controle 1,2+1,0 0,9+0,6 1,4+1,2
Levantador da palpebra (AU5)
Lavanda 1,4+0,6 1,3+1,3 1,1+0,7
Controle 4,6+1,8 3,9+2,7 5,1+4,3
Aumento do branco dos olhos (AD1)
Lavanda 5,5+4,1 5,6+5,4 3,6+2,9
Controle 27,5+10,2 27,619,0 30,5+10,14
Dilatagao da narina (AD38)
Lavanda 23,9+3,3 23,3+4,1 22,6+5,78
Controle 1,4+1,3 1,5+0,7 2,1+1,1A
Mastigacao (AD81)
Lavanda 1,6+1,1 0,7+0,5 1,1+0,98
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Controle 5,1+7,1 4,5+38 6,2+5,3A
Lavanda 4,0+4,4 1,9+2,1 2,7+2,68

Exposi¢ao da lingua (AD19)

5
%

10.

Piscada (AU145; frequéncia/min)

u

&

0

Exposigéo da lingua (AD19; frequéncia/min)

Letras minusculas diferentes indicam diferenga estatistica significativa do post-hoc test ao longo dos
intervalos para um mesmo tratamento (p<0,05), sendo que a>b; Letras maituisculas diferentes indi-
cam diferenca estatistica significativa do post-hoc test entre os tratamentos em um mesmo intervalo
(p<0,05), sendo que A>B.

Houve aumento da unidade de agao piscada (AU145) do intervalo 12 para I3 (P<0,05)
no controle, enquanto para o tratamento lavanda todos os intervalos foram estatistica-
mente equivalentes. Ademais, em I3 houve um valor maior de piscada (AU145) para o
tratamento controle em relacdo ao tratamento lavanda (P<0,05) (Figura 5 e Tabela 7).

No intervalo I3 os valores obtidos para as expressoes dilatacdo da narina (AD38), mas-
tigacdo (AD81) e exposicdo da lingua (AD19) foram maiores no tratamento controle (P<0,05),
porém nao houve diferenca entre os intervalos para cada tratamento (Figura 5 e Tabela 7).
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Figura 5. Graficos de caixas: (a) Piscada (AU145; frequéncia/min); (b) Dilatagio da narina (AD38; fre-
quéncia/min); (c) Exposigio da lingua (AD19; frequéncia/min); (d) Mastigagio (AD81; frequéncia/min)
nos tratamentos controle e lavanda antes, durante e apos estimulagao olfativa (I1, 12 e I3, respecti-
vamente). Letras mintsculas diferentes indicam diferenca estatistica significativa do post-hoc test
ao longo dos intervalos para um mesmo tratamento (p<0,05), sendo que a>b; * indica diferenca
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estatistica significativa do post-hoc test entre os tratamentos em um mesmo intervalo (p<0,05); o
losango preto indica a média; cada circulo colorido com as cores dos tratamentos (amarelo e roxo)
representa um animal; e cada circulo cinza indica um outlier.

A andlise paralela de Horn indicou a retencao do primeiro PC de um total de 4 PC
gerados pela PCA, portanto apenas esse PC foi analisado. O valor de carga da PCA indica
o nivel de associacdo entre a varidvel e um determinado PC, sendo que o valor de carga
mais distante de zero indica um maior nivel de associa¢do positiva (1,00) ou negativa (-
1,00). Portanto, o conjunto de varidveis associadas positivamente com um PC apresentam
dinamica semelhante entre si, sendo que todas aumentam ou diminuem concomitante-
mente.

No presente estudo as associagdes foram determinadas por um ponto de corte do
valor de carga de 0,40 positivo ou negativo. O PC1 explicou sozinho quase a metade
(49,4%) da variagao total dos dados. A exposigio da lingua (AD19), mastigacio (AD81) e pis-
cada (AU145) mostraram associagao positiva (valores de carga >0,40) com o PC1, enquanto
dilatagdo da narina (AD38) mostrou associacao negativa com o PC1 (Tabela 8). Desta forma,
a diminui¢do ou aumento de exposicio da lingua (AD19), mastigacio (AD81) e piscada
(AU145) ocorreu concomitantemente considerando todos os intervalos e tratamentos, en-
quanto dilatacdo da narina (AD38) ocorreu de forma inversa. Exposicio da lingua (AD19)
mostrou o valor de carga mais distante de zero no PC1, que pode ser interpretado como a
expressao facial com maior varia¢ao (importancia) no PC1.

Tabela 8. Valores de carga, autovalores e variancia da analise de componentes principais (PC =
componente principal; # indica o PC indicado a ser retido pela analise paralela de Horn; em negrito
estao os valores de carga maiores que 0,40 ou menores que -0,40 indicando associacao da variavel
com o PC).

Variaveis PC1# PC2
Exposicao da lingua (AD19) 0,932 0,142
Mastigacao (AD81) 0,842 0,472
Piscada (AU145) 0,459 -0,435
Dilatac¢ao da narina (AD38) -0,433 0,762
Autovalores 1,975 1,013
Variancia 49,393 25,333
Variancia cumulativa 49,393 74,726

Apesar da analise paralela de Horn indicar reter apenas o PC1, foi necessario usar o
PC2 para estabelecer um plano cartesiano (eixo de abscissas e ordenadas) para ilustrar os
resultados da PCA. A Figura 6a separa as avaliagdes dos cavalos nos tratamentos controle
e lavanda com cores diferentes. Uma das informagdes dessa figura é o centroide (circulo
maior) que indica o centro de massa dado pelo poligono (forma geométrica) formado com
a interpolagao das avaliagGes (circulos menores) de uma mesma cor. Por um julgamento
visual, os centrdides de ambos os tratamentos se encontram separados indicando que as
expressoes faciais conseguiram separar os tratamentos. Ademais, o centréide do trata-
mento controle estd localizado nos quadrantes direito superior onde estao os vetores de
exposicdo da lingua (AD19), mastigacio (AD81), sugerindo uma maior ocorréncia dessas ex-
pressdes faciais no tratamento controle.

A Figura 6b apresenta os intervalos de coleta distinguidos por cores. O centréide do
12 estd mais distante do centrdide do I1 e I3 por um julgamento visual, o que pode sugerir
uma diferenca de 12 dos demais intervalos. Apesar disso, os centrdides de todos os inter-
valos ainda se encontram pouco separados. Além disso, o centréide dos intervalos I1 e I3
estdo localizados nos quadrantes onde também estao os vetores de exposicio da lingua
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(AD19), mastigagio (AD81) e dilatagdo da narina (AD38), o que sugere uma maior ocorréncia 471
dessas expressoes faciais nos intervalos I1 e I3 em relacdo I2. Tais resultados exploram 472
possivel dindmica multipla das expressdes faciais que foram capazes de distinguir trata- 473

mentos ou intervalos nas analises inferenciais prévias (modelagem). 474
31 ! 31 1
1 O 1
! '@
I I
I
Dilatagdorda narina (AD38) 'Iatat;éo:da narina (AD38)
I

Mastigagao (AD81)

Tratamentos Intervalos

CP1 (49.4%) CP1 (49.4%)

(@) (b)

Figura 6. Biplot bidimensional da analise de componentes principais com as expressdes faciaise os 475
individuos separados por tratamento (a) ou por intervalos (b) (Circulos menores indicam cada ava- 476
liagao e circulos maiores representam o centroide de cada tratamento ou intervalo; centroide indica 477
o centro de massa dado pelo poligono formado com a interpolagdo dos circulos menores de uma 478
mesma cor; as setas indicam os vetores de cada uma das expressdes faciais). 479

4. Discussao 480

Neste estudo foi investigado se a utilizagdo do dleo essencial de lavanda como enri- 481
quecimento ambiental sensorial seria capaz de promover a reducao de respostas fisioldo- 482
gicas e comportamentais associadas ao estresse de curta duragao, em equinos submetidos 483
ao manejo de conten¢ao em tronco e isolamento social. Para uma espécie gregaria como o 484
cavalo, a formagao de lagos sociais tem importante valor de sobrevivéncia devido a vigi- 485
lancia mutua e a protegado contra predadores. Logo interven¢des que envolvam isolamento 486
social podem ter impacto negativo importante [54,55]. Em paralelo, a restricdo de movi- 487
mentos imposta pelo manejo de contengdo em tronco impede que cavalos utilizem sua 488
principal estratégia de defesa, a fuga, o que faz com que este tipo de intervencao possa ser 489
aversivo mesmo para animais habituados [17]. Em conjunto, o manejo de contengao em 490
tronco e o isolamento social representam dois estressores relevantes aos quais equinos sao 491
inevitavelmente expostos em centros equestres para facilitar cuidados veterindrios e pro- 492
cedimentos reprodutivos, o que justifica a escolha destes procedimentos e denota a rele- 493
vancia deste estudo para o bem-estar de cavalos domésticos. 494

Diante de um estressor em potencial, a defesa bioldgica coordenada pelo sistema ner- 495
voso central consiste em uma combinagao de respostas fisioldgicas e comportamentais, 496
sendo as fisiologicas caracterizadas, em parte, por elevacdes na frequéncia cardiaca e res- 497
piratoria, que ocorrem em funcdo de aumento na atividade simpatica [56-59]. Durante 498
todo o periodo de permanéncia no tronco de contenc¢ao os valores obtidos em ambos os 499
tratamentos para frequéncia cardiaca e respiratoria, permaneceram acima dos valores de 500
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referéncia (FC 28 a 40 bpm; FR 10 a 20 mpm) estabelecidos para equinos adultos em re-
pouso e condi¢des ambientais semelhantes as do presente estudo (22°C a 36°C) [60,61].
Ainda que relatos da frequéncia respiratdria sejam escassos em condi¢des semelhantes,
dificultando comparagdes, as respostas cardiacas obtidas sao consistentes com as obser-
vadas em estudos, em que cavalos foram expostos a eventos estressantes que incluiam
restricao de movimentos [62—64].

Mesmo acima da referéncia, os valores observados para FC nao se distanciaram des-
tes de forma tdo discrepante, corroborando com trabalhos anteriores. Valores préximos a
40 bpm foram relatados por Yarnell et al. [62], em cavalos cooperativos durante um pro-
cedimento aversivo envolvendo restricao de movimentos e estimulo auditivo desagrada-
vel (tosa). Assim como por Fenner et al. [65], ao submeter cavalos em restri¢ao de movi-
mentos ao uso de um equipamento restritivo (focinheira apertada), e Vollenhoven et al.
[18] ao submeter éguas experientes a palpacao transretal. Esses resultados sugerem que,
em condi¢gdes em que ha restricdo de movimentos, a auséncia de atividade fisica pode
colaborar para elevagdes mais discretas na FC. Outro fator que pode ter contribuido para
o aumento discreto, ¢ a utilizacdo de animais habituados ao procedimento.

Embora os resultados apontem que o manejo de contengdo em conjunto com isola-
mento tenha sido capaz de induzir resposta fisiologica ao estresse, essa resposta parece
ter sido atenuada apos a estimulacado olfativa com dleo essencial de lavanda (I3). No in-
tervalo I3 a frequéncia cardiaca foi menor para o tratamento lavanda, resultado que esta
de acordo com as evidéncias que esse 6leo essencial tem potencial de reduzir a intensidade
das respostas ao estresse em cavalos [9,14]. Menor frequéncia cardiaca foi relatada em
equinos expostos a uma série de eventos estressantes [9] e a estimulo auditivo repentino
(buzina de ar) [14], quando utilizado o 6éleo essencial de lavanda. Vale ressaltar que, em
trabalho conduzido por Ferguson et al. [14], apesar de ter sido evidenciada a redugao da
frequéncia cardiaca nao foi observada diferenca para frequéncia respiratdria, semelhante-
mente aos resultados aqui demonstrados, sugerindo que parametros cardiacos podem ser
mais sensiveis para monitorar mudangas provocadas pela inalagao do dleo essencial.

Elevacdes na temperatura ocular tém sido associadas a procedimentos aversivos e
reconhecidas como uma resposta ao estresse em mamiferos, ocasionadas por alteragdes
simpatica mediadas no fluxo sanguineo [66,67]. Os animais apresentaram aumento na
temperatura ocular apds a estimulagao olfativa com 6leo essencial de lavanda, no entanto,
devido a este aumento ter ocorrido concomitantemente a uma reducao da frequéncia car-
diaca € improvavel que esteja relacionado a aumento da atividade simpatica, e isto € apoi-
ado também pela redugao (ndo significativa) no parametro LF/HF, utilizado usualmente
como um indicador de equilibrio autonémico. Esse aumento na temperatura pode ter
ocorrido como resultado do aumento da dilatagdo dos vasos sanguineos oculares provo-
cado pela estimulagao olfativa, uma vez que, ha relatos suportando que o dleo essencial
de lavanda, quando inalado, induz vasodilatagao [68,69].

Em linha com os resultados fisiologicos obtidos, as expressdes faciais associadas a
resposta ao estresse foram expressas em menor frequéncia apds enriquecimento olfativo
com Oleo essencial de lavanda. A baixa expressao do descritor de agdo facial dilagio da
narina (AD38) previamente associado a intervengdes consideradas estressantes para equi-
nos como transporte, isolamento social [19] e permanéncia em tronco de contengao [70],
pode indicar menor nivel de agitagao, pois cavalos dilatam a narina com mais frequéncia
em contextos que envolvem maior nivel de agitacio como quando em estado de alerta e
atencdo, para agregar informagdes a respeito do ambiente por meio da investigacao olfa-
tiva [7,71], ou em decorréncia da ativagao simpatica, que resulta em aumento da frequén-
cia respiratéria preparando o organismo para uma possivel resposta de luta ou fuga
[58,59].

Igualmente, as expressoes relacionadas a movimentos orais foram inferiores quando
os individuos receberam tratamento lavanda. As expressdes exposicio da lingua (AD19) e
mastigacdo (AD81) sao consideradas parte do conjunto de respostas autonomicas que ocor-
rem apds um pico de atividade simpatica provocada por evento estressante [50], em de-
corréncia da diminui¢do na atividade simpatica e correspondente ativagao do sistema
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nervoso parassimpatico, que prioriza os processos digestivos e producado de saliva [59].
Logo, expor a lingua e mastigar podem estar associados a transi¢do da boca seca experi-
mentada pelos animais como consequéncia da ativagdo simpatica, para salivagdo associ-
ada a atividade parassimpatica [72,73].

A exposicio da lingua (AD19) foi identificada como um descritor de acao facial rele-
vante por Lundblad et al. [19] ao avaliar a expressao facial de cavalos submetidos a trans-
porte e isolamento social utilizando EquiFACS, e apontada pelos autores como meca-
nismo de enfrentamento em cavalos submetidos a estresse. Ja a mastigagio (AD81), tam-
bém descrita como “mastigacdao nao nutritiva”, visto que, em contextos estressantes essa
expressao ocorre sem que haja presenca de alimento, tem sido utilizada como um indica-
dor de estresse em diferentes contextos [30,72,74]. Aumento da mastigagao foi observado
em cavalos confinados durante a noite, o que foi considerado um indicativo de elevacao
dos niveis de estresse e estado afetivo negativo por Bradshaw-Wiley e Randle [30]. Por
sua vez, Kydd et al. [74] relataram que cavalos manuseados por amadores apresentaram
mais movimentos orais (lamber e mastigar) do que cavalos manuseados por profissionais,
demonstrando que amadores sao mais propensos a provocar aumento do estresse. Nesse
sentido, os resultados aqui obtidos para estas expressoes faciais indicam que, ao passar
pelo tratamento controle os animais experimentaram maior nivel de estresse e, conse-
quentemente estado emocional negativo. Ja ao passar pelo tratamento lavanda o estresse
induzido pelo manejo e a experiéncia negativa foram atenuados.

A expressao piscada (AU145) aumentou ao longo do tempo e foi significativamente
maior apos a estimulagado olfativa quando cavalos passaram pelo tratamento controle. Em
equinos, a taxa de piscada espontanea tem sido usada como indicador de estresse
[19,49,75,76], pois € mediada pela ativagao dos receptores de dopamina D1 e D2 no corpo
estriado, e o estresse aumenta os niveis de dopamina nesta regiao do cérebro [75]. Resul-
tados publicados até o momento, com cavalos submetidos a isolamento social como inter-
vencao estressante, tém sido contrastantes. De fato, tanto o aumento [19], quanto a dimi-
nuicao de piscadas [49] foram relatados nesse contexto. Os resultados obtidos denotam
aumento da frequéncia de piscadas, corroborando com Lundblad ef al. [19], em que os
cavalos permaneceram em isolamento social por um periodo de 15 a 30 minutos, seme-
lhante ao realizado no presente estudo (24 minutos). Esses resultados contrastam com os
de Merkies et al. [49] que demonstraram uma redugao na frequéncia de piscadas em cava-
los que permaneceram em isolamento por apenas 3 minutos.

As expressoes faciais citadas anteriormente mostram-se relevantes para diferenciar
os tratamentos e intervalos estudados, todavia, para uma interpretagao mais robusta dos
resultados é fundamental observa-las em conjunto. Para tal, foi conduzida uma analise de
componentes principais com o intuito de analisar a dinamica multipla entre as expressoes
faciais de interesse. Uma associagao positiva com o PC1 foi observada para as expressoes
exposigio da lingua (AD19), mastigacio (AD81) e piscada (AU145), demonstrando que estas
expressoes apresentaram dinamica semelhante entre si, aumentando ou diminuindo con-
comitantemente considerando os tratamentos. Ademais, os resultados da PCA corrobora-
ram com os resultados obtidos nas analises inferenciais prévias, sugerindo maior ocorrén-
cia dessas expressdes no tratamento controle.

A dilatagdo da narina (AD38) também pareceu ocorrer de forma mais acentuada no
tratamento controle, porém essa expressao se comportou de forma antagonica as demais
expressoes. Essa discrepancia pode ser explicada pela posicao dos centroides para os in-
tervalos I1, 12 e 13, pois a dilatagio da narina (AD38) parece ocorrer principalmente no I1
(antes da estimulagado), piscada (AU145) na transi¢do entre 12 e I3 (durante e apds estimu-
lagao), e mastigagio (AD81) e exposicio da lingua (AD19) no I3 (ap6s estimulagao). De fato,
espera-se que a dilatagio da narina (AD38) ocorra logo que o animal é exposto ao estressor,
por esta fazer parte das respostas que preparam o organismo para possivel luta ou fuga,
marcando o inicio da ativagao simpatica, subsequentemente como consequéncia dessa ati-
vagao espera-se a piscada (AU145), e por fim a mastigacdo (AD81) e exposicio da lingua
(AD19), sinalizando a resolucdo do pico de atividade simpatica provocada pelo evento
estressante.
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Juntamente, os parametros fisioldgicos e faciais avaliados neste estudo apontam que
o manejo de contenc¢do em tronco e o isolamento social sao capazes de induzir respostas
ao estresse mesmo em animais habituados. A maior frequéncia cardiaca associada a maior
frequéncia de expressdes faciais ligadas a resposta ao estresse, como dilatador de narinas
(AD38), piscada (AU145), exposicio da lingua (AD19) e mastigacio (AD81), observadas em
cavalos quando submetidos ao tratamento controle, apontam que os animais experimen-
taram um estado emocional de valéncia negativa/aversiva e nivel de agitacdo elevado.
Enquanto os parametros faciais foram de grande valia para compreensao da percepgao e
resposta de equinos diante dos estressores utilizados, os comportamentos gerais nao fo-
ram influenciados, o que evidencia proposicoes que, a utilizacao de sinais comportamen-
tais mais sutis, como expressoes faciais, pode refletir de forma mais confiavel o estado
interno do animal [77] e ajudar a compreender o estado emocional do cavalo [78].

Apesar do desafio imposto pelo manejo, a aplicacao da estimulacao olfativa com dleo
essencial de lavanda como enriquecimento ambiental sensorial foi capaz de atenuar res-
postas fisioldgicas e faciais ao estresse, mostrando-se como alternativa vidvel diante de
manejos estressantes e indispensaveis devido a seu papel em facilitar cuidados e manu-
tencao da satide e reproducao de cavalos domésticos. E importante destacar que foi pos-
sivel reduzir o estresse mesmo realizando uma exposi¢ao de curta duragao ao estimulo
olfativo (5 minutos), por meio de apresentagao concentrada, o que permitiu que os cavalos
tivessem autonomia para interagir ou nao com o estimulo olfativo. Esse tipo de apresen-
tacdo contrapde apresentacOes dispersas que nao oferecem aos individuos a oportunidade
de se afastar do odor e, até o presente momento, haviam sido a principal forma de apre-
sentagdo explorada em experimentos conduzidos com cavalos [9,14,15].

Além dos beneficios evidenciados, nao foram observadas respostas adversas ou aver-
sao ao Oleo essencial de lavanda, visto que, o tempo que os cavalos permaneceram fare-
jando o recipiente foi semelhante ao observado no tratamento controle com a utilizacdo
de um produto inodoro (TACC). Esse resultado implica que os cavalos ndo evitaram in-
vestigar a lavanda, e ser plausivel que a oferta de um recipiente para investigagao olfativa,
mesmo na auséncia de um estimulo olfativo saliente, pode ser atrativa pois oferece ao
cavalo uma oportunidade de engajar com um heteroespecifico conhecido. Além disso, a
duragao do comportamento farejar foi de aproximadamente 20 segundos, correspondente
ao reportado por Rervang et al. [10], que também nao observou aversao utilizando 6leo
essencial de lavanda em quantidade e apresentagao analogas as do presente estudo. Ainda
assim, estudos futuros devem investigar o efeito de exposi¢des frequentes ao 6leo sobre a
consisténcia das respostas, as vantagens e desvantagens da utilizagao a longo prazo.

5. Conclusoes

O manejo de conten¢do em tronco associado ao isolamento social induz resposta ao
estresse mesmo em animais habituados. Os parametros fisiologicos e expressodes faciais
avaliados proporcionaram resultados consistentes de que durante essa intervengao os ani-
mais experimentaram estado emocional de valéncia negativa/aversiva e nivel de agitacao
elevado. Nesse contexto, a aplicagdo da estimulagao olfativa com 6leo essencial delavanda
se mostra uma estratégia de enriquecimento eficaz para atenuar o estresse de curta dura-
¢ao induzido pelo manejo, resultando em reducao de parametros indicadores de estresse,
associados a alta agitacao e valéncia negativa.
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CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos diversos estressores aos quais equinos sao expostos no ambiente doméstico
se faz necesséria a busca por alternativas que possam auxiliar na reducéo do estresse e aumentar
a capacidade dos animais de lidar com desafios, a fim de melhorar a qualidade de vida dos
animais e minimizar efeitos deletérios sob o organismo. A partir dos estudos realizados nesta
tese, proporcionar um coespecifico calmo, como enriquecimento social, ou mesmo realizar
estimulacdo olfativa com 6leo essencial de lavanda, como enriquecimento sensorial, pode
atenuar a resposta ao estresse, reduzindo os efeitos negativos da exposicao a estressores comuns
como isolamento social e restricdo de movimento e impactando positivamente o bem-estar
animal.

Nesse contexto, o uso de parametros fisiologicos ndo invasivos em conjunto com a
avaliagdo de expressOes faciais se mostrou um método bem-sucedido, levando a resultados
robustos que permitiram a avaliacdo da resposta ao estresse e a caracterizacdo da experiéncia
emocional dos animais durante o manejo, e a aplicacdo de diferentes estratégias de
enriquecimento.

Com base nas observagdes promissoras da utilizacdo do enriquecimento ambiental
sensorial e social sobre o bem-estar de equinos em condicdes de estresse de curta duragédo

obtidas nesta tese, recomenda-se a implantacdo de ambas as estratégias em centros equestres.



