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EFFECT OF ACUPUNCTURE ON SOME PHYSIOLOGICAL
PARAMETERS AFTER ROAD TRANSPORT AND PHYSICAL EXERCISE
IN ATHLETIC HORSE

ABSTRACT

PURPOSE

The transport to the race site and race itself can be potential stressors for the horse that may affect
its health, welfare and performance. The aim of this study was to evaluate the effect of acupuncture
on some physiological parameters, markers of stress, following road transport and exercise.
MATERIALS AND METHODS

Eight clinically healthy and regularly trained Thoroughbred horses (3 male and 5 gelding, mean age
4+1 years; mean body weight 437+15 kg) were used with the informed the owners’ consent. The
horses were transported from their stables to the “Mediterraneo” racetrack (Siracusa - Sicily, Italy),
and returned to the same training centre 10 hours later. Each animal made two journeys of 145 km.
Each journey was made 2 weeks after the previous one. The horses competed in official 1300-metre
races. The animals were divided into two equal groups: the experimental group AG (Acupuncture
Group) received the acupuncture stimulation, the control group CG received no treatment before the
road transport. All horses were examined for 9 time points: at rest in their stall at 08:30 AM
(T1_Pre); after being unloaded from the vehicle and housed in the transit stalls (T1 Post); 30
minutes after unloaded (T1 Post30); at rest in the transit stall (R Pre); at the end of the race
(R _Post); 30 minutes after the race (R Post30), at rest in the transit stall before being loaded
(T2 Pre), after being unloaded from the vehicle and housed in their stall (T2 Post); and 30 minutes
after unloaded (T2_Post). Blood samples were collected by jugular venipuncture into two different
vacutainer tubes: a tube containing ethylenediaminetetraacetic acid (K3EDTA) and the other tube
containing clot activator. The collected K3EDTA samples were tested for red blood cell (RBC),
white blood cell (WBC), platelet (Plt), haemoglobin concentration (Hb), haematocrit (Hct), mean
corpuscular volume (MCV), mean corpuscular haemoglobin (MCH), mean corpuscular
haemoglobin concentrations (MCHC), blood lactate (BL), blood glucose (GLU) and erythrocyte
osmotic fragility (EOF). All samples were tested also for leukocyte differentiation count. Blood
samples containing clot activator were processed for cortisol analyses. Rectal temperature, taken as
representative of body temperature, and skin temperature were monitored. Total locomotor activity
of each horse was recorded during the day of experimental period. A general linear model (GLM)
for repeated measure was applied to assess significant effects of the experimental condition on all
studied parameters.

RESULTS

GLM for repeated measure showed a statistical significant effect of time on following parameters:
RBC (P < 0.001), Hb concentration (P < 0.001), Het (P < 0.001), PIt (P < 0.05), WBC (P < 0.05),
Lymphocytes (P < 0.05), Neutrophils (P < 0.05), Monocytes (P < 0.05), MCV(P < 0.05), MCH (P <
0.05), MCHC (P < 0.05), BL (P < 0.001), GLU (P < 0.001), Cortisol (P < 0.01), EOF (P < 0.01),
Trectat (P < 0.05) and all Tgin (P < 0.01). A differing amount of total locomotor activity was
observed between the groups.

CONCLUSIONS

The results of this study provide insight into the athletic horse’s physiological response to road
transport and exercise, supplying suitable information about animal health and welfare status.
Moreover, it suggests that acupuncture appears to have a therapeutic effect on several adaptive
physiological responses to these stressors. In particular, acupuncture stimulation promoted a
reduction of the levels of stress and inflammatory markers, including WBC, Neutrophils, cortisol,
lactate and erythrocyte osmotic fragility.



e Introduzione

Gli animali domestici sono regolarmente esposti a una varieta di fattori di stress di origine
antropica. Lo stress ¢ la reazione del corpo agli stimoli che sconvolge il normale equilibrio
fisiologico (Rostagno, 2009). L'interruzione del normale funzionamento come conseguenza di stress
puo portare a cambiamenti definiti attraverso cambiamenti fisiologici o metabolici. fattori di stress
tipici per i cavalli sono lo svezzamento, il trasporto, l'esercizio fisico, la malattia e le manipolazioni
dietetiche (Swanson, 2002). Nel cavallo gli effetti negativi dello stress possono essere valutati
attraverso cambiamenti comportamentali, fisiologici ed ematochimici (Fazio et al., 2008a). Il
cavallo ¢ una specie, che ¢ stata trasportata per secoli, prima in nave e in treno (Schmidt et al.,
2010), tuttavia, di recente, l'incremento degli sport equestri ha portato ad un rapido aumento del
trasporto dei cavalli su strada sia tra gli stati che all'interno degli stessi (Friend, 2001). I motivi per
cui si effettua un trasporto cavalli possono essere vari: compravendita, competizioni sportive,
mostre o fiere di settore, turismo equestre, veterinario, addestramento, riproduzione. La esigenza di
trasportare animali vivi ha aumentato la necessita di valutare meglio il benessere e la salute del
cavallo, e, quindi, di verificare gli effetti dello stress da trasporto sugli adattamenti ed i cambiamenti
fisiologici (Waran e Cuddeford, 1995). Gli studi per determinare la quantita di stress sperimentato
dai cavalli durante il trasporto hanno dato risultati molto discordanti. I risultati sono difficili da
interpretare perché il trasporto comporta una serie di potenziali fattori di stress, come operazioni di
carico e scarico, cattiva gestione, prestazioni di guida inadeguate, cattive condizioni della strada,
ventilazione e luminosita insufficiente del vano interno, coibentazione insufficiente, alta densita di
stoccaggio, miscelazione di gruppi sconosciuti, rampe d’accesso e di discesa inadatte sia per
dimensioni che per grado d’inclinazione e scivolosita del materiale, la mancanza di acqua e cibo,
rumori e vibrazioni del veicolo in movimento e la durata del viaggio (Hartung, 2003; Broom, 2000).
Studi precedenti effettuati su cavalli (Casella et al., 2012;. Fazio et al., 2008a), vitelli e pecore
(Fazio et al., 2015a; Piccione et al., 2012; Giannetto et al., 2011; Fazio et al., 1994) hanno
esaminato gli effetti del trasporto su strada sulle proteine di fase acuta, B-endorfine, le risposte della
corteccia surrenale e della tiroide come indicatori di stress, considerando la lunghezza del trasporto,
I’eta, la razza, le esperienze precedenti, la perdita di peso corporeo e il temperamento degli animali
trasportati. Durante il trasporto, i cavalli sono costretti a mantenere posture del corpo innaturali per
lunghi periodi. Se questo viene combinato con lo stress aggiuntivo di essere immessi in un ambiente
non familiare, si rischia di avere un effetto negativo sul benessere e sulle prestazioni sportive di
alcuni cavalli (Gradin, 1997). Per valutare accuratamente la reazione di un animale a stimoli
stressanti, una combinazione di valutazioni comportamentali e fisiologiche fornira la migliore
misura complessiva del disagio provato dagli animali (Gradin, 1998). I cavalli mostrano segni
misurabili di maggiore stress, quando vengono trasportati. Questi segni si vedono anche nei cavalli
che sono stati trasportati frequentemente e non hanno mai subito traumi durante il trasporto. Anche
se il livello di stress non puo essere estremo, esso pud contribuire alla
fatica, riducendo le performance sportive e pud avere un ruolo nelle
infezioni respiratorie e nelle coliche che a volte colpiscono i cavalli
dopo lunghi viaggi. E’ stato dimostrato che l'agopuntura contribuisce
alla riduzione di stati di ansia e stress sia nell'uomo che negli animali.

Il crescente interesse verso le medicine alternative verificatosi negli
ultimi anni, ha portato ad un utilizzo sempre piu diffuso di queste
pratiche anche in campo veterinario. Intervenire con metodi non
convenzionali sugli animali sta divenendo una vera esigenza, poiché
anche questi, come 1’'uomo, risentono dell’inquinamento ambientale e
presentano, con frequenza sempre piu elevata, patologie iatrogene da
intossicazione cronica. A ci0 si aggiunga che, in alcuni settori
zootecnici, come nel caso dell’allevamento biologico o in determinate
fasi produttive degli allevamenti intensivi, non ¢ possibile ricorrere all’impiego di farmaci propri




della medicina convenzionale, per la necessita di ottenere prodotti di origine animale senza residui
farmacologici. A causa delle interferenze con i controlli anti-doping, anche nei cavalli sportivi in
attivita agonistica, le possibilita terapeutiche sono molto ridotte. Un’alternativa all’approccio
tradizionale ¢ rappresentata dalla discipline mediche definite comunemente “non convenzionali”,
“complementari”, “alternative”, “energetiche”, “naturali”, tra cui si annoverano la Fitoterapia,
I’Omeopatia, I’Oligoterapia e I’ Agopuntura.

L’agopuntura ¢ la tecnica terapeutica piu conosciuta della medicina veterinaria tradizionale cinese,
di cui rappresenta parte integrante assieme ad altre tecniche terapeutiche, che vengono assemblate
nella definizione di “medicina non convenzionale” in contrapposizione all’allopatia (la medicina
prevalentemente utilizzata in Occidente o medicina convenzionale), da cui si differenziano per
alcuni importanti aspetti. Essa non prevede la somministrazione di sostanze farmacologiche, ma
questa pratica si esegue mediante I’inserimento di aghi in precisi punti del corpo dell’animale.

Le origini dell'agopuntura veterinaria si perdono nella storia dell'umanita e risalgono alle radici
stesse del pensiero cinese. L’Agopuntura Veterinaria (AV) ¢ una branca della Medicina
Tradizionale Cinese (MTC) che prevede 1’applicazione di una precisa metodologia diagnostico —
terapeutica per animali, il cui principio fondante ¢ Contraria sunt complementa (1 contrari sono
complementari). Di fatto si tratta di una disciplina medica antichissima che ha la stessa origine della
MTC per "'uomo, ma il cui sviluppo ¢ stato peculiare e specifico. Zao Fu ¢ considerato il primo
medico veterinario agopuntore che gia nel 974 a.C. trattava le patologie del cavallo con gli aghi, e
questo testimonia quanto sia antica questa disciplina. I primi trattamenti di agopuntura tradizionale
cinese negli animali, risalgono alla "Dinastia Shang", durante la quale soltanto i guaritori (figure
religiose del tempo) conosciuti dalla bibliografia internazionale come "horse priest" potevano
placare le divinita maligne che si impossessavano del paziente, causandone la malattia. Il primo
testo di Medicina Tradizionale Veterinaria Cinese fu scritto tra il 659 e il 621 a.C. Resti di incisioni
su corazza di tartaruga ritrovati in Cina e risalenti a questo periodo, riportano la descrizione di 36
malattie trattate con strumenti aghi e materiale incandescente a testimoniare l'applicazione della
tecnica di agopuntura e di moxibustione come tecniche guaritrici e divinatorie sia nell’'uomo che
negli animali.

Secondo le dottrine classiche della MTC, il corpo degli animali ¢ percorso da un incessante flusso
di energia vitale detta “Qi”, la quale origina dai principali organi e fluisce in un sistema circolatorio
di canali, 1 cosiddetti “meridiani”. Come le autostrade e strade di una citta, i meridiani (Jing Luo)
nel corpo hanno la funzione di collegare un punto ad un'altro. Questo sistema ¢ cosi importante che
Ling-Shu, in un antico testo classico (pubblicato piu di 2.200 anni fa), afferma, "determinano la vita
e la morte, trattano tutte le malattie, e regolano sia la mancanza che 1’eccesso" e raccomanda che si
"deve acquisire una conoscenza approfondita di essi". Su essi sono presenti alcune aree, vere e
proprie stazioni di regolazione energetica, gli “agopunti”, su cui si agisce mediante aghi metallici
(‘cinesi’ di varia lunghezza e diametro, ma talvolta anche aghi ‘occidentali’ da iniezione),
moxibustione (coni e sigari di Artemisia spp. che hanno effetto termo—energizzante),
idroagopuntura (inoculazioni di piccole quantita di Vit B, iodio in veicolo oleoso, soluzione
fisiologica), elettrostimolazione, laserpuntura, digitopressione, massaggio. Quando il flusso ¢
scorrevole ed in equilibrio, ’animale ¢ in salute; se 1’equilibrio ¢ turbato, allora I’animale sara
malato o provera dolore.

Una seduta tradizionale di Agopuntura inizia con I’Ispezione del paziente che comprende 1’esame
dello Shen (mentale), della morfologia, e del comportamento che, secondo le teorie tradizionali
cinesi, sono sotto I’influenza degli organi e che, attraverso una peculiare corrispondenza tra essi e le
strutture esterne, coinvolgono attitudini, gesti e posture del soggetto in esame (“psichismo
d’organo”). In tal modo ¢ possibile conoscere le capacita di trasformazione dell’energia mentale
nello stato di forza o di debolezza dell’individuo.

La seconda fase della visita in MTC ¢ rappresentata dall’ Ascultazione ed Olfattazione che prende in
esame la “voce” dell’animale, il respiro ed eventuali singhiozzo, eruttazione e/o0 vomito. Segue poi
un approfondito Interrogatorio Anamnestico volto a valutare la qualita e lo stile di vita dell’animale,



patologie pregresse, alimentazione, note comportamentali e caratteriali del soggetto. Momento
essenziale della visita agopunturale ¢ la Palpazione che prevede un accurato esame del tegumento,
torace, addome, arti, punti diagnostici e soprattutto dei “polsi”. L’esame del polso mira a definire lo
stato dell’energia essenziale e dell’energia perversa del paziente attraverso la valutazione di Qi
(energia) e Xue (sangue), apprezzandone “vuoto” o “pienezza”. Sulle basi delle suddette
osservazioni e delle leggi classiche della MTC quali la teoria Yin/Yang, la teoria Wu Xing (Cinque
Elementi), la teoria Zang - Fu (Organi e Visceri) ed i Ba Gang (Otto Principi), il medico veterinario
definisce il piano di trattamento che risulta essere cosi assolutamente individuale, specifico per il
singolo animale (Longo, 2013).

In tal modo si realizza una medicina veramente olistica che tiene conto di tutte le diverse
componenti: condizione fisica e stato psico-comportamentale del soggetto, tipo di patologia e
gravita dell’affezione, durata della malattia.

L’AV si configura come una medicina in sé completa, quindi tutte le patologie sono trattabili con
essa, tranne quelle che necessitano di intervento chirurgico. L’AV agisce bene nelle patologie
osteomuscolari ed articolari eliminandone sia la componente infiammatoria che quella dolorifica e
permettendo il recupero di un’andatura normale. L’AV ¢, infatti, molto impiegata nella clinica
ortopedica di tutti gli animali, ma soprattutto nel cavallo e nel cane sportivo, in quanto determina un
miglioramento delle performance, cosi da potenziare la prestazione in maniera assolutamente
naturale e ‘doping free’ ed eliminando qualsiasi tipo di tensione organica o psico —
comportamentale.

Di fatto I’AV si pone, non come alternativa all’allopatia, ma come necessario completamento in un
sistema clinico che, affiancando tra loro le diverse discipline mediche, determini I’attuazione pratica
di una medicina veterinaria integrata in cui il potenziamento dell’atto medico ¢ finalizzato al
raggiungimento del benessere e della salute animale.
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Figura 1. Mappa dei meridiani nel cavallo



L'Agopuntura e lo stress

Nella medicina cinese, stress, ansia, depressione o forti emozioni interrompono il flusso di energia
in tutto il corpo. Secondo la teoria medica cinese, l'energia fluisce attraverso il nostro corpo lungo
una rete di "strade", quasi come un sistema autostradale. Lo stress, la rabbia, o qualsiasi emozione
intensa agisce come un ingorgo, bloccando il libero flusso di energia nel corpo. Per esempio, gli
uomini molto stressati lamentano dolori alla parte superiore della schiena e al collo. Questo perché
lo stress provoca tensione in quei settori, bloccando il libero flusso di energia, causando dolore, che
spesso porta a mal di testa. Il trasporto del cavallo puo indurre nell’animale una forte componente di
stress, causata da diversi fattori derivanti dal mezzo di trasporto, dall’ambiente esterno, dal
guidatore, o dal cavallo stesso. E stato dimostrato che ’agopuntura ha un effetto ansiolitico sulle
risposte fisiologiche e comportamentali da stress (Liao et al, 1990;. Yang et al., 2002). Questi
risultati suggeriscono che l'agopuntura ha un effetto regolatore sulla risposta allo stress.
L'agopuntura ¢ associata a significativi cambiamenti immunologici. E’ stato dimostrato che
I’elettroagopuntura o la stimolazione applicata su punti terapeutici specifici (come ad esempio LI4 o
ST36) producono numerosi cambiamenti cellulari immunitari e funzionali. Per esempio, nell’uomo,
I’applicazione dell'agopuntura ¢ stata associata sia ad un significativo aumento (Yamaguchi et al.,
2007) che ad una diminuzione (Kou et al., 2005) nelle principali sottopopolazioni linfocitarie. La
stimolazione di punti terapeutici come ST36, BL18, BL20 e BL23 ¢ stata associata ad alti livelli
intracellulari di IL-4, IL-1 ed IFN-y (Yamaguchi et al., 2007). Un recente studio ha dimostrato che
I’applicazione dell’agopuntura aumenta significativamente proliferazione mitogeno-indotta dei
linfociti e Dattivita delle cellule natural killer (NK) in donne ansiose un mese dopo la fine
dell’intervento (Arranz et al., 2007).



Tabella 1. Teoria generale dello stress secondo Selye, analogia tra gli effetti prodotti dallo stress su
un sistema tecnico, ad esempio 1’ala di un aereo, e sul sistema animale (fonte: Minelli E. (2009) Le
Cinque vie dell’agopuntura. Gemma Editco, Verona, modificata)

EFFETTI DELLO STRESS

Sul sistema tecnico

Sul sistema animale

Sindrome generale di

adattamento (SGA)

(Effetti fisici) (Effetti psicologici)
I STADIO Danno reversibile I FASE
Deformazione (reazione emotivo-
Stress nel campo di reversibile comportamentale REAZIONE DI
reazione fisiologica) ALLARME
Danno irreversibile
(sistema
I STADIO cardiocircolatorio, II FASE
Stress superiore al Deformazione sistema
limite di reazione irreversibile gastrointestinale, REAZIONE DI
. sistema RESISTENZA
elastica . .
neurovegetativo, udito,
vista)
111 STADIO I FASE
Rottura in toto o in Rottura di struttura,
Stress superiore al parte della struttura sistemi, equilibri REAZIONE DI
punto di rottura ESAURIMENTO




. Lo stress e le modificazioni degli esami di laboratorio nel cavallo sportivo

L’esame emocromocitometrico e il profilo biochimico su plasma o siero sono di vitale importanza
nella valutazione del cavallo sportivo. L’esercizio e ancor di piu il trasporto verso il sito di gara
possono essere potenziali fattori di stress per 1 cavalli (Becker-Birck et al., 2013) e possono incidere
sulla salute, il benessere e le prestazioni dei soggetti (Peeters et al., 2013). I cavalli stressati durante
il trasporto sono piu sensibili ad una varieta di malattie tra cui patologie polmonari, coliche, diarrea
e laminite. E noto che il trasporto pud indurre nei cavalli una serie di cambiamenti fisiologici e
patologici, come alterazioni ematologiche (Yamaguchi et al., 1993) e polmonite indotta da stress
(Oikawa et al., 2004). Inoltre, lo stress da trasporto puo alterare il metabolismo energetico,
influenzando la capacita del cavallo a compiere esercizi o competere subito dopo il trasporto. L asse
neuroendocrino surrenalico gioca un ruolo assolutamente centrale nella complessa integrazione
della risposta dell’organismo agli stress, sia fisici che psicobiologici, attraverso il controllo del
metabolismo intermedio, della funzionalita del sistema cardiovascolare e della pressione arteriosa,
della regolazione di altri assi neuroendocrini, dell’interferenza sul sistema nervoso centrale. Nei
mammiferi sottoposti a stress, due principali sistemi sono attivati per migliorare 1’erogazione di
ossigeno ai muscoli che lavorano in una situazione di lotta o fuga, il sistema nervoso simpatico e
I’asse ipotalamo-ipofisi-surrene (HPA) (Hyyppa, 2004). L’attivazione di questi sistemi causata
dallo stress provoca il rilascio della noradrenalina e catecolamine dalle terminazioni nervose
postgangliari, mentre innervazione pregangliare del midollo surrenale provoca principalmente un
aumento della secrezione di adrenalina nella circolazione periferica. Sia i glucocorticoidi che le
catecolamine mediano nei mammiferi la risposta fisiologica allo stress (Tilbrook et al., 2002). In
una condizione di stress il ramo simpatico del sistema nervoso autonomo si attiva, e la ghiandola
surrenale secerne adrenalina, noradrenalina e ormoni steroidei dello stress (Karel e Miklos, 2001).
La secrezione di glucocorticoidi ¢ controllata dai neuroni del nucleo paraventricolare (PVN)
dell’ipotalamo, dove si trovano i capillari ipotalamici che irrorano la ghiandola pituitaria anteriore. I
neuroni del PVN secernono un peptide chiamato fattore di rilascio della corticotropina (CRF), che
stimola la ghiandola pituitaria anteriore a secernere I’ormone adrenocorticotropo (ACTH) (Karel e
Miklos, 2001). Negli animali il CRF ¢ noto per la produzione di vari comportamenti ansiogeni e
I’eccitazione associata allo stress. I corticosteroidi secreti in seguito allo stress sembrano agire sui
neuroni steroido-sensibili dell’ippocampo influenzando le prestazioni di apprendimento e memoria
dell’animale (Korte, 2001). La risposta allo stress durante il trasporto evoca cambiamenti nella
concentrazione del cortisolo sierico (Waran et al., 1996; Clark et al., 1993; Smith et al., 1994a) ¢ le
attivita degli enzimi muscolari nel siero (Stull e Rodiek, 2000; Leadon et al., 1990;. Codazza et al.,
1974). E’ stato riportato che il trasporto su strada su distanze di 130 e 350 km comporta un aumento
significativo di creatinina sierica e creatina chinasi (CK), aspartato aminotransferasi (AST), lattato
deidrogenasi (LDH), alanina aminotransferasi (AAT) e fosfatasi alcalina sierica (SAP). Questi
cambiamenti sembrano, tuttavia, essere dipendenti dalle esperienze precedenti dei cavalli, altri studi
infatti non hanno riscontrato alcun cambiamento di questi enzimi muscolari in risposta a 14 ore di
trasporto su strada. Un aumento della concentrazione di cortisolo a causa di stress puo portare ad un
neutrofilia e linfopenia, e quindi puo essere quantificato calcolando il rapporto N:L. Il rapporto N:L
¢ un indicatore piu affidabile dello stress rispetto al cortisolo (Gross e Siegel, 1983). Anche una
variazione nel numero di globuli bianchi totali ¢ stata riscontrata in risposta al trasporto su strada,
sebbene questo non ¢ affatto di routine. Allo stesso modo, aumenti dei valori di ematocrito (Hct) e
della concentrazione di proteine totali sieriche (TP) possono verificarsi in risposta al trasporto su
strada. I valori di Hct sono aumentati in risposta allo "stress" per la concomitante contrazione
splenica. Al contrario, le TP aumentano in diretta relazione al grado di disidratazione presente. Di
conseguenza, i cavalli che durante il trasporto abbiano regolare accesso a cibo e acqua di solito sono
in grado di mantenere l'omeostasi dei fluidi corporei. Cosi, in sintesi, le variazioni rilevate nelle
misurazioni di laboratorio in cavalli sottoposti a trasporto su strada sono raramente di rilevanza
clinica (Marlin, 2004). L’esercizio pud rappresentare uno stress fisico impegnativo per 1’omeostasi



del corpo (Assenza et al., 2015). Il corpo reagisce allo stress con i cambiamenti adattativi che
possono influenzare la composizione del sangue circolante (Adamu et al, 2010;. Golland et al,
2003;. Kingstone, 2008; Shaskey e Green, 2000; Rose e Hodgson, 1994) determinando un
incremento nel numero dei globuli rossi (RBC), dei valori di Hct ed emoglobina (Hb) e un
cambiamento del numero di piastrine (PLT) (McGowan e Hodgson, 2014; Fallon, 2008; Brun,
2002). Questi adattamenti ematologici garantiscono una funzione muscolare adeguata e possono
influenzare le prestazioni atletiche. Essi sono strettamente correlati alla concentrazione di
catecolamine. Le catecolamine, infatti, hanno mostrato diversi effetti nel cavallo atleta (Fallon,
2004), come la contrazione splenica. Gli RBC sono sotto 1’influenza diretta della concentrazione di
catecolamine, cosi I’esercizio ha un effetto variabile sugli indici dei globuli rossi, a seconda della
velocita e della durata del periodo di esercizio. I cavalli hanno grandi riserve spleniche fino al 50%
del volume di RBC che sono in grado di influenzare notevolmente il volume di sangue durante
I’esercizio (Persson e Lyndin, 1973). La capacita della milza per lo stoccaggio e il successivo
rilascio RBC durante ’esercizio fisico ¢ legato al tipo di cavallo; i cavalli da tiro hanno un carico
splenico inferiore rispetto cavalli di razza purosangue (Kline e Foreman, 1991). Il leucogramma ¢
anche frequentemente monitorato nei cavalli da corsa, in particolare il numero dei globuli bianchi e
la conta differenziale dei leucociti, che si riferisce principalmente al rapporto neutrofili:linfociti.
Sebbene non collegati alla performance o alla forma fisica, i cambiamenti nel leucogramma
possono essere indicativi di malattie subcliniche o di stress.
La rilevazione di questi problemi potenzialmente limitanti le prestazioni sportive sono chiaramente
di interesse per gli allenatori di cavalli da corsa. Tuttavia, la conta dei leucociti a riposo rappresenta
solo il pool circolante di leucociti. Circa il 50% del totale dei neutrofili sono sequestrati nella milza
e nel letto capillare e sono indicati come la pool marginato o marginale. I neutrofili marginati
possono essere mobilitati in determinate condizioni, tra cui I’eccitazione, 1’esercizio fisico, lo stress,
il trasporto e/o la somministrazione di corticosteroidi e catecolamine esogeni, causando
un’alterazione del leucogramma (Carlson, 1987; Neve, 1983). Immediatamente dopo un esercizio
intenso o come risultato dell’eccitazione pre-gara, ci possono essere variazioni nella conta totale dei
leucociti o solo una leucocitosi moderata (Revington, 1983; Neve, 1983; Snow et al., 1983a).
Tuttavia, ¢ stato dimostrato che sia ’eccitazione pre-gara che 1’esercizio fisico intenso (da corsa o
di formazione galoppa) sono in grado di provocare una riduzione del rapporto neutrofili:linfociti
con un aumento relativo di linfociti rispetto ai neutrofili che vengono rilasciati in circolo dalla
milza. Questo rapporto alterato richiede fino a 6 ore per tornare ai valori basali (Revington, 1983;
Neve et al., 1983a). La concentrazione di lattato nel sangue post-esercizio viene usata a volte per
indicare la forma fisica del cavallo. L’aumento del lattato nel plasma o nel sangue ¢ causato dalla
diffusione o dal trasporto attivo dal muscolo scheletrico, o da entrambi. Il lattato ¢ solitamente
misurato nel plasma, e le concentrazioni sono superiori di circa il 40% al 50% di quelli nel sangue,
anche se il rapporto ¢ piuttosto variabile.
Durante ogni tipo di esercizio, il lattato viene prodotto durante il lavoro muscolare, ma alte
concentrazioni di lattato non si verificano fino a
SANGUE| FIBROCELLULAMUSCOLARE che non sono raggiunte intensita di esercizio
elevate. Incrementi di lattato si verificano nei
muscoli quando c¢’¢ carenza di ossigeno
disponibile per ossidare il piruvato nei
mitocondri. Per liberare nicotinamide adenina-
dinucleotide-(NADH;) del suo idrogeno, il
piruvato puo accettare I’H, per formare lattato.
L’aumento del lattato si verifica anche quando
vi ¢ la stimolazione della glicogenolisi, con il
risultato che un aumento del piruvato provoca
un aumento del lattato a causa di un effetto
massa-azione (MacDougall e Sale, 2014). Cosi,
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I’aumento del lattato plasmatico non necessariamente implica una mancanza di disponibilita di
ossigeno. Con I’esercizio massimale, come nel purosangue da corsa, vi ¢ produzione di lattato
sostanziale. Su distanze da 1200 a 2400 m, c’¢ poca differenza nelle concentrazioni di lattato nel
plasma dopo corsa, con valori compresi da 25 a 30 mmol/L (Snow et al., 1983b). Il glucosio
plasmatico generalmente aumenta con tutte le forme di esercizio a causa della stimolazione della
glicogenolisi epatica. Tuttavia, dopo un esercizio prolungato, le concentrazioni di glucosio
diminuiscono a causa della deplezione di glicogeno epatico (Holloszy et al., 1998). Dopo un
esercizio di breve durata, il grado di aumento delle concentrazioni di glucosio plasmatico ¢
correlato all’intensita dell’esercizio, con valori di picco da 180 a 206 mg/dL trovato dopo corsa
(Hodgson e Rose, 2014;. Neve et al., 1983b). L’entita dell’aumento della concentrazione di glucosio
nel plasma ¢ probabilmente correlata al grado di attivita simpatica, legata all’intensita dell’esercizio.
E’ stato dimostrato che vari fattori possono causare stress ossidativo e compromettere 1’attivita
degli antiossidanti, come la vitamina C o acido ascorbico (AA) in vivo e I’esaurimento di alcuni di
questi sistemi antiossidanti potrebbe aumentare la vulnerabilita dei tessuti e delle componenti
cellulari ai radicali liberi (Adenkola et al., 2010). I radicali liberi sono noti per svolgere un ruolo
fondamentale nel danno tissutale, possono avere effetti negativi sugli eritrociti (Hanzawa e
Watanabe, 2000) e possono essere formati nel corso di processi fisiologici e patologici
nell’organismo, e la combinazione di questi con i componenti cellulari puo provocare disfunzioni
cellulari se i “quenching” delle ROS non sono disponibili per impedire le reazioni radicaliche a
catena (Adenkola et al., 2010). In particolare, ¢ stato visto che stress quali trasporto ed esercizio
promuovono la fragilita osmotica degli eritrociti del cavallo atleta, e questa potrebbe essere causata
dall’ossidazione della membrana cellulare dovuta ad una diminuzione del pH del sangue (Oyewale
et al., 2011). Durante 1’esercizio fisico ¢ stato riscontrato un aumento del volume cellulare medio
(MCV) degli eritrociti periferici accompagnato da un significativo aumento cellulare delle
concentrazionie di K™ e CI" (Hanzawa e Watanabe, 2000). La membrana cellulare animale ¢, con
poche eccezioni, altamente permeabile all’acqua. Il contenuto di acqua delle cellule ed il volume
cellulare sono quindi determinati dal contenuto cellulare di composti attivi osmotici e dalla tonicita
extracellulare. La permeabilita osmotica all’acqua delle cellule animali ¢ maggiore della
permeabilitd verso ioni quali Na', K" e CI. In condizioni isotoniche, cellule animali sono
costantemente minacciate da rigonfiamento colloido-osmotico delle cellule a causa dell’ingresso di
ioni diffusibili e acqua. Secondo il concetto "pump and leak", il rigonfiamento e la lisi cellulare
sono evitati perché una combinazione di una bassa permeabilita al Na™ e attiva estrusione di Na *
tramite la Na-K-ATPasi che rende la membrana plasmatica impermeabile al Na'. Gli eritrociti della
specie equina contengono alti livelli di K" intracellulare perché la pompa Na-K-ATPasi e I’efflusso
di K" attraverso le loro membrane sono dominati da una elevata capacita di cotrasporto K-C1 (KCC)
(Hanzawa e Watanabe, 2000). I1 KCC ¢ stato implicato nella diminuzione del volume cellulare
(RVD) e questa attivita negli eritrociti degli equini ¢ stimolata da soluzioni ipotoniche e/o da un
aumento del volume delle cellule (Hanzawa e Watanabe, 2000). In particolare, ¢ stato dimostrato
che la risposta di KCC a tre potenziali stimoli fisiologici quali rigonfiamento cellulare, diminuzione
del pH e aumento dell'urea, dipende dalla pressione parziale di O, (PO¢) (Hanzawa e Watanabe,
2000). Questi dati suggeriscono che il KCC degli eritrociti equini potrebbe avere una relazione nel
cambiamento della fragilita eritrocitaria causato da una caduta nel pH del sangue durante I’esercizio
(Hanzawa e Watanabe, 2000). Un efficiente consegna e rilascio di ossigeno da parte dei RBC ai
muscoli durante esercizio sono importanti determinanti della prestazione atletica. Molti autori
hanno suggerito che ’esercizio fisico accelera la velocita del turnover degli eritrociti e puo, in
alcuni casi, portare alla cosiddetta condizione di anemia sportiva che potrebbe causare una
riduzione delle capacita atletiche (Smith et al., 1995). Inoltre, 1’esercizio potrebbe cambiare la
composizione lipidica della membrana cellulare a causa dei cambiamenti di pH del sangue e/o ai
danni ossidativi, influenzando 1’omeostasi osmotica cellulare e facilitando la disidratazione
cellulare. In questo modo, lo stress osmotico eritrocitario durante 1’esercizio pud aumentare la
suscettibilitda dei globuli rossi al danno irreversibile e alla conseguente distruzione (Smith et al.,



1995; Hanzawa e Watanabe, 2000), compromettendo le prestazioni sportive. Pertanto, la
valutazione del grado di resistenza degli eritrociti durante I’esercizio mediante 1’utilizzo di
un’analisi facile e veloce ha acquisito grande interesse nella fisiologia dello sport. Un metodo
utilizzato per determinare I’elasticita della membrana degli eritrociti ¢ il test di fragilita osmotica
degli eritrociti (EOF). La base del test EOF ¢ la valutazione del grado di resistenza degli eritrociti
alla lisi, come risultato di una diminuzione della concentrazione di cloruro di sodio (NaCl) nel loro
ambiente. Sperimentalmente, il test di fragilita osmotica convenzionale consiste nel misurare
I’intensita della luce trasmessa attraverso una soluzione di emoglobina (Hb) prodotta dalla
sospensione di eritrociti in una soluzione ipotonica. La lunghezza d’onda della luce utilizzata ¢ A =
540 nm, dove solo emoglobina, quale proteina dei RBC, contribuisce all’assorbimento della luce.
La fragilita osmotica ¢ definita da spostamenti della curva di emolisi, che si riferisce all’assorbanza
in funzione della concentrazione di NaCl (Walski et al., 2014). Un aumento del volume dei globuli
rossi tramite immissione di acqua deve avvenire inizialmente senza sviluppare tensione della
membrana a causa di un vantaggioso rapporto tra superficie e volume. Solo dopo aver raggiunto un
volume critico cellulare, I’aumento della tensione della membrana portera alla deformazione della
membrana e alla rottura delle cellule. La fragilita osmotica ¢ ampiamente utilizzata per chiarire 1
meccanismi di influenza di diversi fattori, quali la sollecitazione di deformazione e emolisi
meccanica, ['uso di farmaci (Sowemimo-Coker, 2002), la temperatura (Pribush et al., 2003), gli
effetti di ultrasuoni e irradiazioni (Ivanov, 1999), sulle proprieta osmotiche delle membrane
eritrocitarie.

e L’emorragia polmonare da sforzo

L’emorragia polmonare da sforzo (EIPH) ¢ un problema riguardante soprattutto Purosangue,
Trottatori e Quarter durante gare intense e di breve durata, ma sono coinvolte tutte le razze di
cavalli in varie specialita sportive. Diversi fattori influenzano la prevalenza dell’EIPH: tipo di gara
e distanza percorsa, eta, sesso, fattori relativi alla corsa. L'emorragia polmonare indotta
dall'esercizio (EIPH) ¢ comune nei cavalli da corsa purosangue in tutto il mondo e, se € riconosciuta
come un'importante causa di riduzione della performance in questi soggetti, le evidenze derivate da
studi sufficientemente forti per valutare questa associazione sono limitate. Non ¢ ancora certo,
infatti, se esista una correlazione tra emorragia polmonare e calo delle performance, soprattutto
perché negli ultimi anni diversi autori hanno proposto 1I’ipotesi che I’EIPH sia una risposta
fisiologica all’attivita fisica di un certo grado, e che probabilmente tutti 1 cavalli impegnati in
qualche tipo di sforzo intenso mostrino segni di emorragia polmonare. La rottura dei capillari
polmonari e la conseguente emorragia a livello delle vie aeree e interstiziali causa inflammazione
delle vie respiratorie e dell’interstizio con conseguente sviluppo di fibrosi e alterazioni a livello dei
tessuti polmonari. Le anomalie strutturali combinate con ipertensione polmonare e le grandi
pressioni intratoraciche connesse con la respirazione durante l’esercizio fisico intenso causano
danni ripetitivi sia a livello del tessuto integro che di quello alterato porta ad inflammazione e ad
un’ulteriore emorragia. Fattori predisponenti sono razza, etd e concomitanti infezioni batteriche. I
rilievi clinici associati all’EIPH sono spesso vaghi e generalmente in rapporto piu col successo
dell’atleta che con specifici segni clinici. In passato, I’emorragia polmonare da sforzo veniva
diagnosticata solo in presenza di epistassi. Oggi, invece, I’avvento dell’endoscopio flessibile ha
permesso di rendere la diagnosi piu sensibile ed accurata, identificando un numero elevato di
animali positivi (50-70%) e rivelando che 1’epistassi appare solo in una piccola percentuale di casi
(< 10%). I risultati degli esami clinici ed ematologici non sono utili nell’identificazione di cavalli
affetti da EIPH, fatta eccezione per la diminuzione nella conta piastrinica. La conta eritrocitaria nel
lavaggio broncoalveolare (BAL) ¢ un metodo abbastanza sensibile, ma forse poco specifica. La
presenza di emosiderofagi, sebbene non specifica, ¢ invece un metodo diagnostico accettabile per
I’EIPH, in quanto direttamente correlata alla comparsa dell’emorragia polmonare. La scintigrafia
individua approssimativamente il 95% dei cavalli con emorragia polmonare, rispetto al 10% della



radiografia standard. Inoltre, la scintigrafia nucleare puo individuare I’EIPH ad uno stadio piu
precoce, poiché scopre modificazioni funzionali, non strutturali, nel polmone. All’esame post-
mortem dei polmoni, i rilievi piu costanti consistono in focolai blu scuri, simmetrici, bilaterali nelle
regioni dorsocaudali del lobi polmonari caudali. L’emorragia polmonare da sforzo puo portare a
bronchiolite, malattie infiammatorie croniche delle vie aeree di piccolo calibro e a proliferazione di
vasi arteriosi bronchiali intorno alle vie aeree colpite. E’ stato proposto come metodo diagnostico
anche la misurazione dell’assorbimento del monossido di carbonio, ma in realtd non € efficace
nell’individuare il sangue introdotto per via broncoscopica nei polmoni dei cavalli. La diagnosi
differenziale comprende la micosi della tasca gutturale, ’ematoma etmoidale, la rinite e la rottura
dei muscoli retti ventrali del capo. L’EIPH deriva dalla rottura dei capillari polmonari indeboliti da
patologie inflammatorie, in associazione alle elevate pressioni sanguigne, capillari e transmurali che
si creano durante I’esercizio fisico. Ulteriori meccanismi che sono stati proposti includono
ostruzioni delle vie aeree superiori, coagulopatie, patologie delle vie aeree di piccolo calibro,
ridistribuzione del flusso ematico durante lo sforzo, alterazioni della viscosita del sangue, e traumi
meccanici causati dalle onde pressorie che si propagano attraverso il corpo e sono dovute alla
percussione degli zoccoli sul terreno. La corrente di pensiero piu recente ¢, perd, I’EIPH possa
costituire un’inevitabile conseguenza dell’esercizio fisico equino. Le linee guida per la prevenzione
e il trattamento dell’emorragia polmonare da sforzo prevedono di ridurre 1’esposizione a e/o la
durata di qualsiasi patologia polmonare (con programmi di vaccinazione contro i patogeni noti del
sistema respiratorio, riducendo 1’esposizione ambientale ad agenti ipersensibilizzanti, utilizzando
terapie con farmaci antinflammatori steroidei); di correggere qualsiasi ostruzione delle vie aeree
(come I’emiplagia laringea, la dislocazione del palato molle) e rimuovere ogni resistenza eccessiva
al flusso aereo respiratorio (usando strisce nasali, farmaci anticolinergici, aerosol di vapore acqueo);
di ridurre la pressione vascolare polmonare (riducendo il volume sanguigno con 1’uso di diuretici —
furosemide- o agenti farmacologici vasodilatatori —ossido nitrico-) e di agire sulla coagulabilita del
sangue (con vitamina K, acido ossalico e malonico, estrogeni coniugati). Secondo la MTC la Milza
produce Sangue (Xue), il polmone consente la discesa del Qi e dei fluidi, e regola i passaggi
dell’acqua; entrambi questi Zang costituiscono il livello energetico Tai Yin. Il vuoto di Qi del
polmone determina stasi di Xue e fluidi con conseguente pienezza del torace, insufficiente
circolazione sanguigna nel torace, dispnea, tachicardia, lingua viola, polso rapido e superficiale. La
persistenza di questa sindrome induce modifiche dei vasi capillari, problemi al livello alveolare,
edema e stanchezza.
Le terapie classiche cinesi derivano da tre libri classici e sottolineano il riequilibrio del livello di Tai
Yin attraverso 1’utilizzo di diversi punti:
Ling Shu: CV 12 (tonifica la milza ed elimina il flegma) - SP 1 (regola la circolazione di Qi e Xue)
Nan Jing: SP 3 (tonifica la milza, disperde e trasforma I'umidita) - LU 7 (diffonde il Qi del

polmone riattiva la circolazione di Qi e Xue)

LU 9 (elimina il calore dal polmone) - SP 4 (favorisce la risalita del Qi, disperde

I’umidita, rinvigorisce la milza)
Yu Xue Rou Men: SP 3 -SP 4 -TH 5 (sblocca il Qi, espelle il vento-calore)

LU 9 - LU 7 - BL 58 (rinfresca il calore, libera i canali).

Studi precedenti (Bellomo et al., 2014; Bellomo e Longo, 2013; Longo, 2012) hanno valutato
I’efficacia di alcuni punti di agopuntura in corso di patologie polmonari:
SP21 Dabao: grande luo della milza; tratta dispnea, malattie respiratorie, la sindrome wei.
BL14 Jueyinshu: punto shu del pericardio, tratta malattie respiratorie croniche, malattie respiratorie
durante I’estate, malattie respiratorie aggravate dal calore-secco
BL17 Geshu: punto shu del diaframma; punto hui del sangue (Xue); nutre Qi e Xue; allarga il
polmone; azione immunostimolante
BL42 Pohu: tratta bronchiti, pleuriti, permette la discesa del Qi di Polmone; sostiene 1’energia fisica
BL43 Gaohuang: punto Huang (membrana); rinferza SP, ST e Qi e Yin del polmone; aumenta gli
eritrociti; ha grande azione sulla vitalita dell’organismo; tratta I’astenia psico-fisica




K127 Shufu: sostituisce LU 1 (Zhongfu) nella tecnica Shu-Mu per il trattamento di malattie
respiratorie in estate, promuove la discesa del qi di polmone

PC4 Ximen: punto Xi; tonifica il sangue ed elimina la stasi, raffredda il sangue e arresta il
sanguinamento

GV12 Shenzu: migliora terapie per I'asma e la bronchite. purifica il calore dei polmoni, tonifica il
Qi del Polmone, disperde il vento—calore

CV15 Jiuwei: punto luo del Renmai; punto Yuan del tessuto grasso (Gao), apre gli orifizi dello
shen, apre e rilassa il torace, promuove la discesa del Qi, supporta il diaframma

CV17 Shanzhong: punto mu del riscaldatore superiore; apre il torace e regola il Qi e promuove la
discesa del Qi, tonifica il Qi del polmone e rinforza lo Zong Qi; riscalda lo Yang e doma il Qi
ribelle

Fei Pan Si tratta di un punto antico molto efficace per le malattie respiratorie croniche come la
BPCO, tratta tosse, polmonite, il calore nel polmone

Qi Hai - Bi Guan sono stimolati da moxibustione per eliminare Tan dal tratto respiratorio. Agiscono
sul naso e i condotti lacrimali; liberano le ostruzioni nelle narici.



1. SCOPO DELL’INDAGINE

Il trasporto verso il sito di gara e la gara stessa possono essere potenziali fattori di stress per il
cavallo (Becker-Birck et al., 2013) e possono incidere sulla salute, il benessere e le prestazioni
atletiche dei soggetti (Peeters et al., 2013). Peeters et al. (2013) ipotizza che il rapporto di
stress/prestazioni segue una curva a forma di U rovesciata. Il cavallo puo essere sul lato sinistro di
questa curva (con piu stress che porta a migliori prestazioni) o sul lato destro (con piu stress che
porta a prestazioni ridotte). Precedenti studi condotti su cavalli da corsa sottoposti a trasporto hanno
esaminato le risposte comportamentali e autonome all’orientamento durante il viaggio (Smith et al.,
1994b; Waran et al., 1996), le risposte neuroendocrine (Baucus et al., 1990; Ferlazzo et al., 1993), e
le variazioni immunologiche (Anderson et al., 1985; Crisman et al., 1992). Sebbene sono stati
condotti numerosi studi per valutare quale sia I’ambiente piu idoneo per il trasporto dei cavalli,
pochi studi sono stati condotti sugli effetti dell’agopuntura sullo stress indotto dal trasporto su
strada e dall’esercizio fisico e sull’emorragia indotta da sforzo nei cavalli atleti.



2. MATERIALI E METODI

L’indagine ¢ stata condotta su 8 cavalli di razza Purosangue inglese, 3 maschi castrati e 5 stalloni,
di eta compresa fra 3 e 5 anni e peso medio 437 + 150 Kg., provenienti tutti dallo stesso
allevamento (38°00'49"N, 15°25'18"E, 80 m s.l.m.), stabulati in box singoli (3.5 x 3.5 m) ¢
mantenuti nelle stesse condizioni di management e di allenamento. Tutti i cavalli venivano
alimentati con una dieta bilanciata e costante, che teneva conto delle richieste nutrizionali secondo
le indicazioni dell’INRA (Martin-Rosset, 1990). L’acqua era disponibile ad libitum. Tutti i soggetti,
al momento dell’indagine, erano clinicamente sani. Tuttavia, tre dei soggetti utilizzati per lo studio
soffrivano di emorragia polmonare indotta da sforzo, precedentemente diagnosticata. Tutti i cavalli
avevano gareggiato prima e venivano allenati per le corse, sebbene differivano nel grado di
esperienza e nel numero di gare che avevano completato negli ultimi anni. I cavalli venivano
sottoposti a trasporto su strada dalla loro stalla all’ippodromo del "Mediterraneo" (Siracusa - Sicilia,
Italia), e ritornavano allo stesso centro di allenamento entro 10 ore. Gli 8 cavalli venivano suddivisi
in due gruppi di 4 animali ciascuno e trasportati in un camion a 5 posti (Figura 2). Ogni animale
viaggiava, legato con una corda di 50 cm su ciascun lato della capezza, in un compartimento
singolo (lunghezza 2.3 m; larghezza 0.85 m), con una superficie totale di circa 2 m” realizzando due
viaggi di 145 km. Ogni viaggio veniva effettuato 2 settimane dopo il precedente. Il conducente e il
percorso erano sempre gli stessi. Le misurazioni effettuate presso I’ippodromo del "Mediterraneo"”,
e lo studio erano stati approvati dal presidente della Commissione Veterinaria per il concorso. |
cavalli prendevano parte a gare ufficiali sulla distanza di 1300 metri. La ricerca ¢ stata svolta nel
periodo invernale nel corso di quattro settimane e la distanza percorsa durante il tempo di
percorrenza era di 145 km (2.5-3h a seconda della qualita della strada). Venivano effettuate
registrazioni termoigrometriche all’interno del boxe del mezzo di trasporto per I’intero studio
mediante 1’uso di un data logger (Gemini, UK).

Truck

Figura 2. Schema rappresentativo del mezzo di trasporto.

Ogni soggetto veniva sottoposto a nove controlli seriali:

tempo T1 Pre: in box, alle 08:30;

tempo T1 Post: in box di transito subito dopo lo scarico dal veicolo;
tempo T1 Post30: in box di transito 30 minuti dopo lo scarico dal veicolo;
tempo R_Pre: in box di transito prima della gara;

tempo R_Post: in box di transito subito dopo la gara;

tempo R_Post30: in box di transito 30 minuti dopo la gara;

tempo T2 Pre: in box di transito prima del carico sul veicolo;



e tempo T2 Post: in box subito dopo subito dopo lo scarico dal veicolo;
e tempo T2 Post30: in box 30 minuti dopo lo scarico dal veicolo.

Gli animali venivano divisi in due gruppi uguali: gruppo sperimentale (Gruppo A) che veniva
sottoposto ad una seduta di agopuntura prima del trasporto su strada, e il gruppo controllo (Gruppo
C) che non riceveva alcun trattamento prima del trasporto.
Sono stati eseguiti prelievi di sangue utilizzando per ogni cavallo provette con acido etilendiamino
tetraacetico (EDTA) per la determinazione dell’esame emocromocitometrico, per la conta
differenziale dei globuli bianchi, per la determinazione di glucosio (GLU) e lattato ematico (BL) e
per il test di fragilita osmotica eritrocitaria (EOF).
Un apparecchio portatile (Accutrend Plus®, Roche Diagnostics, Svizzera), per la misurazione sia di
lattato (BL) che di glucosio (GLU) su sangue intero, ¢ stato utilizzato per determinare le
concentrazioni di BL e GLU immediatamente dopo la raccolta dei campioni di sangue. I campioni
sono stati successivamente trasportati in laboratorio, in contenitori refrigerati. Sui campioni di
sangue trattati con K3-EDTA, utilizzando un contaglobuli elettronico (HecoVet C, SEAC, Firenze),
sono stati valutati 1 parametri eritrocitari diretti: numero dei globuli rossi (RBC) dei globuli bianchi
(WBC), delle piastrine (PIt), concentrazione dell’emoglobina (Hb), valore ematocrito (Hct) e
calcolati 1 parametri in indiretti quali: il volume cellulare medio (MCV), il contenuto cellulare
medio di emoglobina (MCH) e la concentrazione cellulare media di emoglobina (MCHC). Inoltre ¢
stata effettuata 1’identificazione e la conta manuale dei leucociti.
Sui campioni di sangue conservati in K3-EDTA ¢ stato effettuato il test EOF. Veniva preparate 10
differenti soluzioni di NaCl a concentrazioni scalari (da 0.9% a 0.0%) come descritto da Faulkner
and King (1970). In ciascuna soluzione venivano sospesi 0.02 ml di sangue intero. Le provette
venivano quindi incubate a temperatura ambiente (26-27°C) per 30 minuti e successivamente
centrifugate a 1500 rpm per 5 minuti.
Per ottenere il valore di emolisi espresso in percentuale veniva trasferito 1mL del surnatante
ottenuto in cuvette da spettrofotometro e veniva letta 1’assorbanza a 540 nm, utilizzando uno
spettrofotometro UV (Slim SEAC, Firenze, Italia) considerando come bianco il surnatante della
provetta con NaCl allo 0.9%, e come standard la provetta con NaCl allo 0.0%.
Il valore in percentuale di emolisi ¢ stato calcolato secondo la formula (Faulkner and King, 1970):
Emolisi (%) = (OD test/OD zero) x 100
Dove OD ¢ la densita ottica.
La curva di emolisi ¢ stata ottenuta riportando la percentuale di emolisi ottenuta contro la
concentrazione di NaCl. La stessa procedura ¢ stata applicata per ciascun campione di sangue
prelevato dai cavalli arruolati nello studio.
Inoltre sono stati raccolti campioni di sangue in provette prive di anticoagulante che sono stati
centrifugati per 10 minuti a 3000 rpm, stoccati in aliquote e congelati a —20°C. Sul siero ottenuto, ¢
stato successivamente valutato il cortisolo sierico tramite kit ELISA (Cortisol (Horse) ELISA Kit,
Abnova, Walnut, California, USA) per mezzo di un lettore di micropiastra (EZ Read 400 ELISA,
Biochrom, Cambridge, UK). Tutti i calibratori dei campioni sono stati analizzati in duplicato ed i
campioni esibivano uno spostamento parallelo con la curva standard per 1’analisi ELISA. La
sensibilita del test era di 1 ng/mL. Le variabilita intra- e inter-assay sono state rispettivamente del
6% e 6.8%.
La temperatura rettale (Trectal), considerata rappresentativa della temperatura corporea, ¢ stata
monitorata attraverso 1’uso di un termometro digitale (HI 92704, Hanna Instruments Bedfordshire,
UK), inserito nel retto ad una profondita di 15 cm. La temperatura cutanea (Tskin) ¢ stata misurata a
livello di collo, spalle, costole, fianco, interno coscia) mediante 1’utilizzo di un termometro ad
infrarossi (testo 826-T1) con una sensibilita di 0.2°C.
L’attivita locomotoria totale dei cavalli ¢ stata registrata per durante il periodo sperimentale
attraverso l’utilizzo di un data-logger Actiwatch-Mini® (Cambridge Neurotechnology Ltd, UK).
Questo sistema utilizza un accelerometro piezoelettrico che ¢ impostato per registrare l'integrazione



di intensita, quantitd e durata del movimento in tutte le direzioni. La tensione corrispondente
prodotta viene convertita € memorizzata come un conteggio di attivita nell’'unitda di memoria
dell’Actiwatch. La frequenza massima di campionamento ¢ di 32 Hz. Gli Actiwatch sono stati
collocati sulle capezze che sono state accettate senza alcun disturbo apparente da parte dell’animale.
L’attivita locomotoria ¢ stata monitorata con un intervallo di campionamento di 5 minuti.
Utilizzando il software Actiwatch Activity Analisis 5.06 (Cambridge Neurotechnology Ltd, UK)
sono stati elaborati gli actogrammi, un tipo di grafico comunemente utilizzato nella ricerca
circadiana per tracciare l'attivita locomotoria nel tempo.

Prima del secondo trasporto, ogni animale ¢ stato sottoposto al trattamento di agopuntura previsto
ed ¢ stato caricato sul camion dopo 30 minuti senza l'uso della forza. La seduta di agopuntura ¢ stata
eseguita una volta al giorno per 30 min in tutti gli animali. Un ago di acciaio inossidabile (diametro
0,25 millimetri, lunghezza 30 mm, Dongbang agopuntura Inc., Qingdao, Cina) ¢ stato inserito
verticalmente ad una profondita di 2-3 cm, e la stimolazione ¢ stata prodotta da torsione
bidirezionale dell’ago, come descritto in studi precedenti (Hana et al., 2015; Lee et al., 2014). La
tabella 2 mostra il nome e la posizione dei punti terapeutici utilizzati nel gruppo sperimentale (AG)
mentre in Figura 4 sono evidenziate le posizioni dei punti terapeutici che sono stati trovati in base
alle strutture anatomiche.



Tabella 2. Nome e localizzazione degli agopunti selezionati

Nome Cinese Altra Localizzazione
denominazione
1 Ming-men . GV 4 ‘In the depression along the dorsal '
(Porta della Vita) midline at the intervertebral space
between L2 and L3
2 Da-zhui GV 14 In the depression along the dorsal
(Grande Vertebra) midline at  the cervicothoracic
intervertebral space (C7-T1)
3 Dan-zhong Cv17 On the ventral midline, at the level of the
(Centro del Petto) caudal border of the elbow, or at the
level of fourth intercostal space
4 Houxi SI3 In a depression on the caudolateral
(Torrente Posteriore) border of the cannon bone (third

metacarpal), distal to the end of the
lateral splint bone (fourth metacarpal),
proximal to the fetlock, over the lateral
palmar digital vein

5 Shen-mai BL 62 In a depression distal to the lateral
(Estensione del Vaso) malleolus
6 Shang-liao BL 31 First sacral intervertebral space (S1-S2),
(Foro Superiore) 1.5 cun* lateral to the dorsal midline
7 Ci-liao BL 32 Second sacral intervertebral space (S2-
(Secondo Foro) S3), 1.5 cun* lateral to the dorsal midline
8 Zhong-liao BL 33 Third sacral intervertebral space (S3-S4),
(Foro Centrale) 1.5 cun* lateral to the dorsal midline
9 Xia-liao BL 34 Fourth sacral intervertebral space (S4-
(Foro Inferiore) S5), 1.5 cun* lateral to the dorsal midline
10 Huang-men BL 51 At the level of the lower border of the
(Porta delle Membrane) spinous process of L1, 3 cun* lateral to
the GV-5.
11 Fei-pan On the caudal border of the scapula, 1/3
(Abbraccio del Polmone) of the distance from dorsal to the ventral
12 Hua Tuo Jia Ji 0.5 to 1 cun* lateral to the depressions
(Punti Paravertebrali di Hua below the spinous processes of the L2-

Tuo) Lé6.




Figura 4. Posizioni dei punti terapeutici come descritto in Tabella 2



Analisi Statistica

I dati, espressi come media + intervalli di confidenza 95%, sono stati testati per la distribuzione
normale dei parametri studiati con il test di normalita Shapiro-Wilks. Un modello lineare
generalizzato (GLM) per misure ripetute e il test di comparazione multipla di Bonferroni sono stati
applicati per valutare gli effetti significativi delle condizioni sperimentali su tutti i parametri
studiati. I valori di P <0.05 sono stati considerati statisticamente significativi. L’analisi statistica ¢
stata effettuata utilizzando il software STATISTICA (STATISTICA 7, Stat Software Inc., Tulsa,
Oklahoma).

3. RISULTATI

Tutti 1 risultati sono stati espressi come media + I’intervallo di confidenza del 95% nelle figure 5-
20. Nessuno degli animali trattati per ’EIPH ha mostrato segni di emorragia. Il GLM per misure
ripetute ha mostrato un effetto statisticamente significativo del tempo sui seguenti parametri: RBC
(P <0.001), concentrazione di Hb (P <0.001), Het (P <0.001), Plt (P <0.05), WBC (P <0.05),
linfociti (P <0.05), neutrofili (P <0.05), monociti (P <0.05), MCV (P <0.05), MCH (P <0.05),
MCHC (P <0.05), BL (P <0.001), GLU (P <0.001), Cortisolo (P <0.01), EOF (P <0.01), Trectal (P
<0.05) e tutte Tskin (P <0.01).

L’applicazione test di comparazione multipla di Bonferroni ha evidenziato un aumento
statisticamente significativo dei valori di RBC, Hb e HTC a Post rispetto al Pre ed al Post30 in
Transport]l e in Race, mentre in Transport2 ¢ stata osservata una riduzione statisticamente
significativa a Post30 e Post rispetto al Pre in entrambi 1 gruppi. MCV ¢ MCH hanno mostrato
differenze statisticamente significative nelle condizioni di Transport 1 e 2; mentre, nella condizione
di Race ¢ stato osservato un aumento statisticamente significativo dei valori di MCH nel Post
rispetto a Pre e Post30 in entrambi i gruppi, invece i valori di MCV hanno mostrato un aumento
statisticamente significativo a Post rispetto al Pre e Post30 nel gruppo sperimentale (AG). I valori di
MCHC non hanno mostrato alcuna modificazione statisticamente significativa durante il periodo
sperimentale. I valori delle PIt hanno mostrato un aumento statisticamente significativo a Post30
rispetto a Pre e Post in tutte le condizioni sperimentali (Transportl, Race e Transport2) nel gruppo
di controllo (CG). Nel gruppo AG 1 valori di WBC sono aumentati a Post rispetto a Pre e Post30
nelle condizioni di Transport 1 e 2, invece, nella condizione di Race ¢ stato osservato aumento
statisticamente significativo dei valori a Post30 rispetto a Pre e Post. Mentre nel gruppo CG ¢ stato
osservato aumento statisticamente significativo dei valori di WBC a Post e Post30 rispetto al Pre.
Nessuna differenza statisticamente significativa ¢ stata osservata nelle popolazioni dei leucociti nel
gruppo AG durante le condizioni sperimentali studiate; mentre i valori di linfociti, neutrofili e
monociti hanno evidenziato modificazioni statisticamente significative durante il trasporto e
l'esercizio fisico nel gruppo CG. In particolare, i linfociti sono diminuiti a Post e Post30 rispetto ai
livelli riscontrati a Pre in tutte le condizioni sperimentali studiate, mentre i valori dei neutrofili
hanno mostrato un aumento statisticamente significativo a Post e Post30 rispetto al Pre nelle
condizioni di Transport 1 e 2, e a Post rispetto al Pre nella condizione di Race. I valori dei monociti
sono aumentati a Post rispetto ai livelli riscontati al Pre nella condizione di Race nel gruppo CG. Il
gruppo AG ha mostrato valori significativamente piu bassi di linfociti € monociti rispetto al gruppo
CG in tutte le condizioni sperimentali studiate, mentre i valori dei neutrofili sono stati superiori a
T2 Pre nel gruppo AG rispetto al CG (Figura 8). Sono stati riscontrati valori di BL aumentati a Post
rispetto a Pre e Post30 nella condizione sperimentale di Race in entrambi 1 gruppi. I valori di GLU
hanno mostrato un aumento statisticamente significativo a Post e Post30 rispetto al Pre nel
Transportl in entrambi i gruppi, mentre nella condizione di Race sono stati osservati valori
significativamente inferiori a Pre e Post30 rispetto a Post nel gruppo CG, nella condizione
sperimentale Transport2 ¢ stata osservata una riduzione statisticamente significativa a Post30
rispetto a Pre nel gruppo AG.



11 gruppo AG ha mostrato valori EOF significativamente inferiori rispetto al CG a T1 _Pre, T1 Post,
T1 Post30, R Pre, R Post, T2 Pre, T2 Post; mentre i valori di EOF hanno mostrato valori
superiori nel gruppo AG rispetto al CG a R Post30 e T2 Post30 (Figura 15). L’effetto dei diversi
punti di tempo in tutte le condizioni sperimentali considerate (trasporto su strada ed esercizio) sui
valori di EOF, rivelato con I’applicazione test di comparazione multipla di Bonferroni ¢ mostrato
nelle figure 11-14.

Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
12,5

120

11,5

11,0
~ 105 T
d >\
Z I
= 100 ks
3] I %5
z 95 1 ] T -

" T \T Mo u-(
ALY [ }
90 ” J
¥ 71 NoE
T N *T J
T

85 L T l

80

75 == AG

Pre Post Post30 Pre Post Post30 Pre Post Post30 ;; oG
Transport 1 Race Transport 2

Significance: (effect of time) o0 vs Pre: * vs Post

Figura 5. Andamento (Media £+ CI 95%) dei valori del numero di globuli rossi (RBC), unitamente
alle significativita statistiche, osservati nel gruppo trattato (AG) e nel controllo (CG) durante il
periodo sperimentale.



52

50 4

&

Het (%)

32 A

30

Vertical bars denote 0.95 confidence intervals

T

J\H
|

N
A
\
A

|

B

£

Pre Post  Post30 Pre Post  Post30 Pre Post  Post30 —— AG
-.- CG
Transport 1 Race Transport 2
Significance: (effect of time) o vs Pre: * vs Post
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
[
I \\ 0
N O
\\ “V
I NI
- % s
Ch |
—= AG
Pre Post Post30 Pre Post Post30 Pre Post Post30 = CG
Transport 1 Race Transport 2

Significance: (effect of time) o vs Pre: * vs Post

Figura 6. Andamento (Media £ CI 95%) dei livelli di emoglobina (Hb) ed ematocrito (Hct),
unitamente alle significativita statistiche, osservati nel gruppo trattato (AG) e nel controllo (CG)
durante il periodo sperimentale.



Vertical bars denote 0.95 confidence intervals

12
O%*
1 .(
1
;
0 J [ ]
i P —— -
falls AT
4
s I Oo 7
s L1 T 1 AT
=] )
= T o b 7
3 [T | [
= _Lose
8 - ]
? /J A J l J;J
AT
‘
| TJ?I\T | [/J
1] [ ]
’ oo oo "o == AG
Pre Post Post30 Pre Post Post30 Pre Post Post30 — — G
Transport 1 Race Transport 2
Significance: (effect of time) o vs Pre: * vs Post
(effect of group) © vs CG
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
160
150 SE]
O#* T
140 - pil
0 i
I /
E 4 !
130 4 ,’l ; ,"
/
7l

110 2

Pt (10°/L)

’ ’

’ /

’ ’

120 4 ’ ’ 1
’ i ,
’ / ]
" ) '
"

80 i J 1
70 4
60 . . T . . : == AG
Pre Post Post30 Pre Post Post30 Pre Post Post30 — — G
—u- LU
Transport 1 Race Transport 2

Significance: (effect of time) o vs Pre: * vs Post
(effect of group) © vs CG

Figura 7. Andamento (Media + CI 95%) dei valori del numero di globuli bianchi (WBC) e piastrine
(P1t), unitamente alle significativita statistiche, osservati nel gruppo trattato (AG) e nel controllo
(CG) durante il periodo sperimentale.



Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

8
7
=t
6 ]
= /
= 1
= | I
£4 Iy, I
o’ \ i
H -
E \ o 1 T J
3 i 5 R g o
o LA 1] T T‘/J
Sy et A || T
7 T | |
1
1
0 = AG
Pre Post  Post30 Pre Post  Post30 Pre Post  Pos30 G
Transport 1 Race Transport 2
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
75
7,0

|
J

. T T‘/H\l

Neutrophils (10°/L)
W o
P 4
S
1
I |
o
—
J R

<R~ B
h =3 h
—_—
- 4 \
o
[ \/
e

25
E P Post Post30 P Post Post30 Py Py Post30 EAG
re st osl e osf s e ost = & CG
Transport | Race Transport 2
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
03s
030 o

L]

020

Monocytes (lO’FL)
)

005
000 ‘
-005 == AG
Pre Post  Post30 Pre Post  Posi30 Pre Post  Post30 oG
Transport 1 Race Transport 2

Significance: (effect of ime) o v8 Pre, * vs Post
(effict of group) * vs CG

Figura 8. Andamento (Media + CI 95%) dei livelli di Linfociti, Neutrofili € Monociti, unitamente
alle significativita statistiche, osservati nel gruppo trattato (AG) e nel controllo (CG) durante il
periodo sperimentale.



Vertical bars denote 0.95 confidence intervals

(
J\
|

435

43,0

395
390 . - : : ; . = AG
Pre Post Post30 Pre Post Post30 Pre Post Post30 — — G
Transport 1 Race Transport 2
Significance: (effect of time) * ys Post
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
16,0
158
15,6
= 154
=
=
-] |
Q =
= 152
15,0
148
14,6 o= AG
Pre Post Post30 Pre Post Post30 Pre Post Post30 T — oG
Transport 1 Race Transport 2

Significance: (effect of time) o vs Pre

Figura 9. Andamento (Media + CI 95%) dei valori di volume corpuscolare medio (MCV) e del
contenuto medio di emoglobina corpuscolare (MCH), unitamente alle significativita statistiche,
osservati nel gruppo trattato (AG) e nel controllo (CG) durante il periodo sperimentale.



BL (mmol/L)

GLU (mg/dL)

22

Vertical bars denote 0.95 confidence intervals

20 4

Pre Post Post30 Pre Post Post30
Transport 1 Transport 2
Significance: (effect of time) o1 vs Pre; * vs Post
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
: T
/J
,.‘ ~ g .
]
/ N
| g
o Tl Ny
’ <0
o l\ﬂ
Pre Post Post30 Pre Post Post30
Transport 1 Transport 2

Significance: (effect of time) o vs Pre: * vs Post

== AG

-1- CG

== AG
= CG

Figura 10. Andamento (Media + CI 95%) dei valori delle concentrazioni di lattato ematico (BL) e
glucosio ematico (GLU), unitamente alle significativita statistiche, osservati nel gruppo trattato

(AG) e nel controllo (CG) durante il periodo sperimentale.



Vertical bars denote 0.95 confidence intervals

Haemolysis 0.8%
=
-]

02

wl 1 l

0.2 A
04 ; . . . T ; o= AG
Pre Post Post30 Pre Post Post30 Pre Post Post30 T —
-~ CG
Transport 1 Race Transport 2
Significance: (effect of time) o vs Pre; * vs Post
(effect of group) * vs CG
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
50
45
O%
40 I
|
3,5 - /
O |
'
£ [
=]
4 e
= 25 L
S
g *
£ 20 T T
x 1
T
1,5 1 s O
1,0 T w
e o
Bresmis, 2 T .
05 J * I (T
0.0 —= AG
Pre Post Post30 Pre Post Post30 Pre Post Post30 —— cG
Transport 1 Race Transport 2

Significance: (effect of time) o vs Pre: * vs Post
(effect of group) © vs CG
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nel gruppo trattato (AG) e nel controllo (CG) durante il periodo sperimentale.
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Figura 15. Curve di emolisi ottenute tracciando la percentuale di emolisi ad ogni concentrazioni di

NacCl (0,0%-0,9%) in entrambi i gruppi (AG e CG) durante il periodo di sperimentazione.

* Significativita

(P <0.05): vs AG.



Il cortisolo ha mostrato valori significativamente piu elevati a TI POST e T2 POST rispetto al
T1 Pre e T2 Pre, rispettivamente; inoltre, ¢ stato riscontratoato un effetto statisticamente
significativo del trattamento di agopuntura sulla concentrazione del cortisolo (Figura 16).
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Figura 16. Andamento (Media = CI 95%) delle concentrazioni di cortisolo, unitamente alle
significativita statistiche, osservate nel gruppo trattato (AG) e nel controllo (CG) durante il periodo
sperimentale.



I valori delle Tye hanno mostrato un aumento statisticamente significativo a Post rispetto a Pre in
tutte le condizioni sperimentali (Transportl, Race e Transport2) in entrambi 1 gruppi (AG eCG),
mentre nel gruppo di controllo (CG) ¢ stato riscontrato anche un aumento statisticamente
significativo a Post rispetto a Post30 (Figura 17).

I valori di Tskin rilevati nei punti di repere utilizzati per lo studio (spalla, costato, fianco, groppa ed
interno coscia) hanno mostrato un aumento statisticamente significativo a Posta rispetto a Pre e
Post30 condizione Transportl in entrambi i gruppi (AG eCG), ad eccezione della temperatura
registrata a livello dell’interno coscia (Tintemal thight) N€l gruppo CG che ha subito un abbassamento.
Le temperature cutanee registrate a livello della spalla, del costato e del fianco (Tshoutder, Tribs, Tlanck)
hanno mostrato un aumento statisticamente significativo a Post e Post30 rispetto al Pre nella
condizione sperimentale Race in entrambi i gruppi, ad eccezione di Tgyouder che ha mostrato anche
un aumento a Post30 rispetto a Pre nel gruppo sperimentale (AG). Nella condizione sperimentale
Transport2 non sono state osservate modificazioni statisticamente significative in Tgpoyder- I valori di
Tribss Trianck € Thack hanno mostrato un abbassamento statisticamente significativo a Post30 rispetto a
Pre e Post nel gruppo AG nella condizione sperimentale Transport2. Mentre 1a Tinteral thighe r€gistrata
nella condizione Transport2 ha mostrato un aumento statisticamente significativo a Post e Post30
rispetto a Pre nel gruppo CG. Solo la temperatura rilevata a livello del collo (Tpeck) non ha mostrato
alcuna modificazione statisticamente significativa durante il periodo sperimentale (figure 18-20).

Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
388

386 1

384 4

38.2 1

380

Trectnl (OC)

378 4

37,6 1

374 1

372 T T T T T T = AG
Pre Post Post30 Pre Post Post30 Pre Post Post30  —— |
-.- CG

Transport 1 Race Transport 2

Significance: (effect of time) o vs Pre: * vs Post

Figura 17. Andamento (Media = CI 95%) dei valori della temperatura rettale (Tiecta), Unitamente
alle significativita statistiche, registrate nel gruppo trattato (AG) e nel controllo (CG) durante il
periodo sperimentale.
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Figura 18. Andamento (Media = CI 95%) dei valori della temperatura cutanea rilvata a livello di
collo (Theck) € spalla (Tshouder), Unitamente alle significativita statistiche, registrate nel gruppo
trattato (AG) e nel controllo (CG) durante il periodo sperimentale.
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trattato (AG) e nel controllo (CG) durante il periodo sperimentale.



Vertical bars denote 0.95 confidence intervals

32
31 4
O
30 4 T ‘(
' h\T I
O 281 [ 4 ] | N
L ! l s
= 274 ," 1 1 e
4 l -
] ]
26 / 1 E I
25 J
24 4
23 : . . . . ‘ = AG
Pre Post Post30 Pre Post Post30 Pre Post Post30 T — G
Transport 1 Race Transport 2
Significance: (effect of time) o vs Pre
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
355
350 4
=
345
340 I J
.
’
o~ ] 4 ‘|' S,
g) 335 l e i l '
= i /
= i I
R X1 / i
= ’ F
E 15 | 3 /
= # |/ y
I
’
32,0 l L ‘f
T
315 1
310
30,5 == AG
Pre Post  Post30 Pre Post  Post30 Pre Post  Post30 —— oG
Transport 1 Race Transport 2

Significance: (effect of time) o vs Pre

Figura 19. Andamento (Media = CI 95%) dei valori della temperatura cutanea rilvata a livello di
groppa (Tpack) ed interno coscia (Tinemal tight), Unitamente alle significativita statistiche, registrate
nel gruppo trattato (AG) e nel controllo (CG) durante il periodo sperimentale.



Sono stati osservati diversa volori di attivita locomotoria totale tra i gruppi, questo potrebbe essere
attribuibile al trattamento di agopuntura. In particolare, il gruppo sperimentale (AG) ha mostrato

minor valore di mesor di attivita locomotoria durante il periodo di sperimentazione rispetto al
gruppo controllo (CG) (Figura 21).
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Figura 21. Valori di attivita locomotoria totale registrati nel gruppo controllo (CG) e nel gruppo
sperimentale (AG) durante tutto il periodo di monitoraggio.



4. DISCUSSIONI

Al giorno d’oggi I’agopuntura, praticata nei paesi orientali per migliaia di anni, ¢ diventata una
terapia alternativa molto popolare nei paesi occidentali. Diversi studi hanno dimostrato che
I’agopuntura pud avere un effetto sulla regolazione della funzione dell’asse ipotalamo-ipofisi-
surrene (HPA) e sulla risposta allo stress. In generale, lo stress ¢ la reazione a qualsiasi stimolo
fisico o psicologico che tende a modificare 1’omeostasi dell’organismo (Karel e Miklos, 2001). Lo
stress costituisce la risposta fisiologica di adattamento attivata negli animali e nell’'uomo in
situazioni difficili (Steimer, 2002).

La conta degli RBC ha mostrato un aumento significativo in concomitanza con cambiamenti
significativi di Hb e Hct a Post in tutte le condizioni sperimentali (trasporto su strada ed esercizio).
Questi dati confermano 1 risultati ottenuti in studi precedenti sul cavallo atleta (Andriychuk et al.,
2016; Vazzana et al., 2014; Niedzwiedz et al, 2012;. Fazio e Ferlazzo, 2003;. Schaefer et al., 1997,
Snow, 1983). Il valore degli RBC ¢ sotto ’influenza diretta delle concentrazioni di catecolamine,
infatti il trasporto e 1’esercizio hanno un effetto variabile sugli indici eritrocitari, a seconda del
grado di eccitazione prima e durante il trasporto, e dalla velocita e durata dell’esercizio (Hodgson e
Rose 2014 ). I cavalli hanno la capacita di aumentare naturalmente la loro concentrazione di RBC in
risposta all’eccitazione causata da uno stimolo esterno (Persson, 1969; Torten e Schalm, 1964).
L’aumento del numero di eritrociti insieme con 1’aumento delle concentrazioni di emoglobina dopo
il trasporto e I’esercizio fisico sono probabilmente una sequela della contrazione splenica e il
successivo rilascio degli eritrociti causa le modificazioni degli indici eritrocitari. La milza del
cavallo ¢ responsabile dello stoccaggio da un terzo alla meta del numero totale di RBC
(Householder e Douglas, 2005). 1l rilascio degli eritrociti da parte della milza produce un aumento
dell’ematocrito. In generale, un aumento di ematocrito ¢ comunemente visto e probabilmente
riflette sia una risposta milza allo stress che un grado di disidratazione (Fazio e Ferlazzo, 2003;
Schaefer et al., 1997). Questo potrebbe essere dovuto al passaggio di fluidi dal plasma nelle cellule
indotto dal trasporto e dall’esercizio fisico, oltre che alla contrazione della milza (Piccione et al,
2007;. Schaefer et al., 1997). Durante I’esercizio fisico, questi adattamenti inducono una maggiore
capacita di trasportare ossigeno dal sangue al muscolo attivo e un aumento della capacita aerobica
(Kearns et al., 2006).

In accordo con studi precedenti condotti sul cavallo atleta (Hodgson e Rose, 2014; Vazzana et al,
2014;.. Neve et al, 1983), 1 nostri risultati hanno mostrato un aumento statisticamente significativo
dei valori di WBC nel gruppo CG a R_Post30, T1 Post, T1 Post30, T2 Post e T2 Post30. Mentre,
nel gruppo AG i valori di WBC sono aumentati a R _Post30, T1 Post, T2 Post. Tuttavia questo
aumento della numero totale dei WBC ¢ rimasto all’interno dei range di riferimento (Késtner et al.,
1999). 1l trasporto su strada e I’esercizio fisico intenso possono indurre una leucocitosi moderata
(Hodgson e Rose, 2014). I cambiamenti riscontrati nella conta dei leucociti dopo il trasporto e
I’esercizio fisico intenso sono probabilmente dovuti al rilascio in circolo delle catecolamine ed alla
contrazione della milza (Zobba et al., 2011; Stull e Rodiek, 2002), in quanto la milza rilascia sia
eritrociti che leucociti nella circolazione periferica. Tuttavia le modificazioni dei WBC dipendono
dall’intensita e dalla durata dell’esercizio, nonché dal grado di stress a cui cavallo ¢ sottoposto
(Snow et al., 1983).

I valori piu bassi di WBC, linfociti e monociti e i valori piu elevati di neutrofili riscontrati nei
cavalli che hanno ricevuto un trattamento di agopuntura rispetto al gruppo CG suggeriscono che
I’agopuntura puo essere una modalita di trattamento fattibile ed efficace per diminuire il dolore e
I’infiammazione. La nostra ipotesi ¢ in accordo con I’osservazione fatta in precedenza nella specie
umana (Nager et al., 2015). E’ risaputo che ’esercizio fisico e il trasporto su strada provocano il
rilascio di un insieme di composti quali citochine, prostaglandine e proteine di fase acuta, a cui ¢
imputabile I’inflammazione (Turto et al., 2016; Fazio et al., 2015b). E’ stato visto che il rilascio di
markers infiammatori nel cavallo dopo esercizio fisico possa derivare dal danno indotto da stress al
sistema muscolo-scheletrico (Turto et al.,, 2016). Nel gruppo CG, i valori dei linfociti hanno
mostrato una riduzione a Post e Post30 rispetto ai livelli Pre in tutte la condizioni sperimentali



studiate Transportl, Race e Transport2, mentre si ¢ osservato un incremento dei valori di neutrofili
a Post e Post30 rispetto a Pre nelle condizioni sperimentali Transport 1 e 2, e a Post rispetto a Pre
nella condizione sperimentale Race. I valori dei monociti erano aumentati a Post rispetto a Pre nella
condizione sperimentale race nel gruppo CG. In accordo con i nostri risultati, € stato dimostrato che
eventi come il trasporto su strada e 1’esercizio rappresentano fattori di stress che causano la
mobilizzazione delle cellule dal pool marginale modificando il numero di leucociti totali in circolo
(Hinchcliff et al., 2008). Queste modificazioni sono dovute all’aumento della concentrazione
ematica di cortisolo e catecolamine e I’entita di questi cambiamenti ¢ direttamente correlata con
I’intensita e la durata dello stress (Hinchcliff et al., 2008). In particolare, gli effetti precoci o
immediati dello stress sono implicabili alle catecolamine, mentre il cortisolo media le successive
modificazioni. Uno degli effetti piu consistenti dell’esercizio fisico sul sistema immunitario ¢ la
leucocitosi (Snow et al., 1983; Wong et al., 1992). In accordo con i nostri risultati, la leucocitosi
osservata in seguito a esercizio intenso ¢ bifasica, caratterizzata da un iniziale aumento del numero
di linfociti e seguita da un aumento del numero di neutrofili € monociti (Benschop et al, 1996;.
Ceddia et al., 1999). I linfociti ritornano ai livelli di riposo entro 1 h dalla fine dell’esercizio, mentre
1 neutrofili sono piu lenti a ritornare ai valori di riposo e, considerando il fatto che il numero di
linfociti diminuisce rapidamente, sono responsabili per I’aumento rapporto neutrofili:linfociti
riportato in molti studi (Benschop et al., 1996; Rose e Allen, 1985;. Snow et al., 1983a). Questo
effetto ¢ stato attribuito alla produzione di cortisolo in seguito a condizioni stressanti (Friend, 2000,
2001; Perna et al., 1997). I risultati ottenuti in questo studio non hanno mostrato una differenza
statisticamente significativa dei livelli di cortisolo durante la condizione sperimentale Race, tuttavia
valori di cortisolo piu alti sono stati trovati immediatamente dopo 1’esercizio. E’ stato, inoltre,
riscontrato un effetto statisticamente significativo delle condizioni di trasporto su strada sui livelli di
cortisolo, in particolare, i1 valori elevati di cortisolo sono stati trovati a T1 Post e T2 Post. Questi
cambiamenti riflettono la risposta fisiologica degli animali allo stress mediata dal sistema
ipotalamo-ipofisi. I glucocorticoidi, prodotti e rilasciati dalla corteccia delle ghiandole surrenali in
risposta ad una gamma estremamente ampia di stimoli/stress, svolgono un ruolo importante nel
mediare la risposta fisiologica. Il cortisolo ¢ il principale glucocorticoide nei mammiferi. Durante
situazioni di stress come 1’esercizio fisico o il trasporto, 1’attivazione della parte del cervello che
controlla stato metabolico (asse ipotalamo-ipofisi-surrene) si traduce in un aumento della
concentrazione di cortisolo nella circolazione sanguigna. Come precedentemente descritto, la
concentrazione di cortisolo aumenta durante il carico e continua ad aumentare durante il trasporto,
con un picco al termine di quest’ultimo nei cavalli di entrambi i gruppi. Dopo lo scarico, lo stress
del trasporto cessa e la concentrazione di cortisolo diminuisce (Godoi et al., 2014). In accordo con i
nostri risultati, precedenti studi hanno osservato un aumento dei livelli sierici di cortisolo nei cavalli
trasportati (Schmidt et al, 2010a;b; Fazio et a.l, 2009; Fazio et al., 2008b; Friend, 2001 ).

E’ noto che il cortisolo porta ad un aumento del tasso metabolico (Weissman, 1990), ad un aumento
dell’attivita muscolare per mantenere equilibrio, e una diminuzione della perdita di calore
convettivo. Questi effetti giustificano il significativo aumento della temperatura corporea osservato
nei cavalli arruolati nel presente studio.

Sebbene non sono stati riscontrate differenze statisticamente significative nei valori di cortisolo tra i
gruppi CG e AG, i cavalli che hanno ricevuto un trattamento di agopuntura hanno mostrato valori di
cortisolo inferiori rispetto al controllo ad ogni punto tempo considerato. Questo risultato sembra
suggerire che 1’agopuntura potrebbe promuovere una riduzione della produzione di cortisolo in
seguito a stress (Park et al., 2011; Liao et al., 1990).

Il significativo aumento delle concentrazioni di BL e GLU registrate subito dopo 1’esercizio fisico
puo essere dovuto al metabolismo anaerobico dei cavalli purosangue. In effetti, ¢ noto che i valori
di glucosio generalmente aumentano significativamente in seguito a tutte le forme di esercizio a
causa della stimolazione della glicogenolisi epatica. Tuttavia, questo aumento terminera come
risultato dell’esaurimento del glicogeno epatico (Snow et al., 1992). Durante 1’esercizio massimale,
il glucosio viene utilizzato come substrato energetico attraverso la glicolisi; quando I’apporto di



ossigeno alla cellula ¢ insufficiente, il piruvato e gli ioni idrogeno si combinano per formare acido
lattico. L’acido lattico ¢ una buona fonte di energia, ma, se I’intensita dell’esercizio richiede uno
sforzo per un periodo di 20-120 secondi, raggiunge la soglia anaerobica e la concentrazione di
lattato ematico tende ad aumentare (Assenza et al., 2014; Bergero et al., 2005).

In seguito al trasporto su strada i livelli di glucosio sono risultati aumentati nel gruppo AG rispetto
al CG; questo risultato sembra suggerire che l'agopuntura influenzi la biochimica del glucosio.
Tuttavia sono necessari ulteriori studi per chiarire se 1 valori di glucosio nel sangue risultano piu alti
a causa della gluconeogenesi o della glicogenolisi.

Nel presente studio, sono stati riscontrati valori di BL leggermente inferiori nel gruppo AG rispetto
al CG durante tutto il periodo di monitoraggio. Questo risultato potrebbe riflettere una modifica nel
metabolismo energetico consistente in un maggiore uso di acidi grassi con un risparmio di glucosio.
I risultati ottenuti dall’analisi delle curve di emolisi hanno mostrato un aumento dell’EOF nelle altre
concentrazioni di NaCl dallo 0,8% allo 0,1% in seguito ad esercizio fisico ed al trasporto, come gia
riscontrato in precedenti studi (Hanzawa e Watanabe, 2000; Fazio et al., 2015a). Le modificazioni
delle curve di emolisi ottenute durante tutto il periodo di monitoraggio in tutte le condizioni
sperimentali (esercizio e trasporto) possono essere associate ad una perturbazione dell’omeostasi
cellulare e particolarmente ad una alterazione dell’integritd/elasticita della membrana plasmatica
cellulare che si verificano durante condizioni di stress. In particolare, I’aumento dei livelli di
catecolamine, in seguito all’esercizio fisico e al trasporto, provoca un cambiamento nei livelli
intracellulari di ioni Ca®". Inoltre, & noto che ’esercizio e il trasporto possono indurre stress
ossidativo per un eccessivo consumo di ossigeno ed un’elevata produzione di radicali liberi (ROS)
nel sistema di trasporto mitocondriale degli elettroni (Wessely-Szponder et al., 2015; Kirschvink et
al., 2008; Williams et al., 2005; Deaton e Marlin, 2003).

Tra gli animali atleti, il cavallo ha una capacita unica di aumentare 1’uptake di ossigeno durante un
esercizio fisico intenso, che pud a sua volta aumentare il rilascio di ROS (Kirschvink et al., 2008;
Deaton e Marlin, 2003). Come risultato di un’eccessiva produzione di radicali liberi, le principali
strutture cellulari inclusi i1 fosfolipidi di membrana possono essere danneggiate. Come risultato, la
deformabilita della membrana cellulare diminuisce e la fragilita osmotica degli eritrociti, di
conseguenza, aumenta (Fazio et al., 2015a).

I nostri risultati hanno dimostrato che 1’agopuntura ha avuto un effetto protettivo sulle membrane
degli eritrociti. In particolare, il gruppo AG ha mostrato una riduzione dei valori di EOF in tutto il
periodo sperimentale rispetto al CG. Questo potrebbe essere il risultato di due modifiche simultanee
che si verificano nell’organismo animale dopo un trattamento di agopuntura. La prima causa
consiste nelle proprieta antiossidanti dell’agopuntura come precedentemente suggerito da alcuni
studi (Liu et al, 2006;. Pogosyan et al., 2004). La seconda causa dipende dalle modificazioni dei
valori di BL che influenzano direttamente il pH del sangue (Hinchcliff et al., 2004). Nel cavallo
dopo esercizio massimale il pH ematico diminuisce (Carlson, 1995) in seguito all’aumento dei
livelli di lattato e della pressione parziale di anidride carbonica nel sangue, promuovendo 1’aumento
della fragilita osmotica degli eritrociti (Hanzawa e Watanabe, 2000;. Hanzawa et al., 1999a,b).
Pertanto, la concentrazione di BL inferiore, anche se non statisticamente significativa, registrata nel
gruppo AG rispetto al CG avrebbe determinato una limitata diminuzione del pH del sangue e di
conseguenza una ridotta percentuale di emolisi.

La naturale attitudine dei cavalli alla locomozione ¢ una considerazione essenziale nella gestione
dei cavalli (Mills e Clarke, 2002). Lo studio del comportamento locomotorio ha il vantaggio di non
essere invasivo e fornisce informazioni utili sugli effetti che le variabili esterne quali fattori
ambientali e I’interazione con I’'uomo possono avere sul comportamento dell’animale (Martin et al.,
2010). E’ noto quanto il purosangue sia nevrile ed energico, e talvolta ribelle (Giannetto et al.,
2016). Nel presente studio, il gruppo AG ha mostrato una riduzione dell’attivita locomotoria totale
rispetto al CG durante il periodo sperimentale, come evidenziato dai piu bassi valori di mesor.
Questo risultato suggerisce che I’agopuntura ha avuto un effetto positivo sull’eccitabilita cerebrale e



sul comportamento probabilmente regolando la produzione di citochine e neurotrasmettitori a
livello cerebrale (Si et al., 2015).

S. CONCLUSIONI

I risultati del presente studio inducono a ritenere che l'agopuntura effettuata prima del trasporto
possa rappresentare un valido aiuto nel controllo degli effetti stressanti che questo induce negli
animali, influenzando positivamente la performance sportiva. L’assenza di effetti collaterali,
unitamente alla mancanza di interferenza con i controlli antidoping, fanno si che questa procedura,
di facile esecuzione con le dovute abilita tecniche, possa essere consigliata nel cavallo sportivo,
soggetto a ripetuti spostamenti. Oltre a poter facilitare la gestione dell’animale durante il trasporto,
I’agopuntura potrebbe contribuire a migliorarne il benessere.
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