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RESUMO

Rodrigues, 1.M.S.M.M. Perfil bioquimico e oxidativo de cavalos em prova simulada de
trés tambores. 2013. 82F. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria, Ciéncias
Clinicas). Instituto de Veterinaria. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2013.

As exigéncias por niveis elevados de desempenho atlético dos equinos crescem a medida que
aumentam os participantes em cada modalidade esportiva. A prova de Trés tambores se
caracteriza por ser um exercicio de explosdo com metabolismo anaerdbico predominante.
Com o objetivo de avaliar a atividade das enzimas séricas Creatinaguinase (CK), Aspartato
aminotransferase (AST) e lactato desidrogenase (LDH), defesa antioxidante enzimatica,
Glutationa peroxidase (GPx), Superdxido Dismutase (SOD) e concentracdo de
malondialdeido (MDA), um grupo de seis equinos participou de uma prova simulada de trés
tambores. Foram evidenciadas diferencas significativas entre os momentos de coleta na
atividade sérica da enzima AST, com aumento nas 4h ap0s a prova, porém com valores
normais nas 24h seguintes. A enzima CK também apresentou diferenca significativa
comparada com o repouso, apresentando valores mais altos imediatamente apds o exercicio e
nas 4h apds a prova. A LDH apresentou valores mais altos nas 4h apos a prova porém com
diferenca significativa em relagdo ao repouso. A SOD ndo apresentou diferenca significativa,
ja a GPx apresentou valores mais altos nas 24h apds a prova, O MDA teve um aumento
significativo imediatamente apds a prova comprovando que houve peroxidacgdo lipidica. O

exercicio fisico anaerébico mesmo sendo rapido promoveu estresse oxidativo,

Palavras chave: defesa antioxidante, enzimas, equinos
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ABSTRACT

Rodrigues, 1.M.S.M.M. Biochemical profile and oxidative horse race simulated in three
drums. 2013. 82L. Dissertation (Master in Veterinary Medicine, Clinical
Sciences).Veterinary Institute Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2013.

The demands for high levels of athletic performance of horses grow as we increase the
participants in each sport. Proof Three barrels is characterized as an exercise of explosion
with predominantly anaerobic metabolism. Aiming to evaluate the activity of serum enzymes
Cretine Kinase (CK), Aspartate aminotransferase (AST) and Lactate dehydrogenase (LDH),
antioxidant defense enzyme, Glutathione peroxidase (GPx), Superoxide dismutase (SOD) and
Malondialdehyde (MDA) concentration, a group of six horses participated in a mock trial of
three barrels. Significant differences were observed between the times of collection in the
serum activity of the enzyme AST, increasing in 4h after the race, but with normal values in
the next 24 hours. The CK also showed significant difference compared with the rest, and
higher values immediately after exercise and at 4 h after the test. The LDH values were higher
in 4h after the race but with a significant difference compared to rest. SOD showed no
significant difference, as the GPx showed higher values in the 24 hours after the race. The
MDA increased significantly immediately after the evidence was showing that lipid

peroxidation. The anaerobic exercise even being promoted fast oxidative stress.

Keywords: antioxidant defense, horses, serum enzymes.
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LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

ABQM Associagao Brasileira de Quarto de Milha
ADP Adenosina difosfato

AD Ausculta digestiva

AP Ausculta pulmonar

ATP Adenosina trifosfato

ATP-CP Adenosina trifosfato creatina fosfato
AST Aspartato aminotransferase

BPM Batimentos por minuto

CAT Catalase

CK Creatinina quinase

CK- BB Creatina quinase

CK- MB Creatina quinase

CK-MM Creatina quinase

COz2 Ditxido de carbono

DNA Acido desoxirribonucléico

DP Desvio padrao

EDTA Acido etilenodiaminotetracético
EO Estresse oxidativo

ERO Espécies reativas de oxigénio

FC Frequéncia cardiaca

FR Frequéncia respiratoria

g/dL Grama por decilitro

GPx Glutationa peroxidase
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GSH Glutationa reduzida

GSHRed Glutationa redutase

GSSG Glutationa oxidada

H Hidrogénio

H20 Agua

H202 Perdxido de hidrogénio

Kg Quilograma

Km/h Quilometro por hora

LDH Lactato desidrogenase

m Metros

M1 Coleta no repouso

M2 Coleta logo ap0s o exercicio

M3 Coleta 4horas ap6s 0 exercicio

M4 Coleta 24horas apds o exercicio
MCT1 Monocarboxilatos

MCT4 Monocarboxilatos

MDA Malondialdeido

min Minutos

Mg/dL Miligrama por decilitro

mL Mililitro

mmol Milimol

NAD Nicotinamida adenina dinucleotideo
NADH Nicotinamida adenina dinucleotideo hidreto
NAD(P)H Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

nmol Nanomol



NO Oxidodo nitrico

O2 Oxigénio

O2~ radical superdxido

OH™ radical Hidroxila

PCr Fosfocreatina

PCO:2 Presséo de géas carbbnico

pH Potencial de hidrogénionico

PO2 Pressao de oxigénio

PPT Proteina plasmatica total

RPM Rota¢do por minuto

SOD Superéxido dismutase

TBA Acido tiobarbittrico

TBARS Substéncias reativas ao acido tiobarbiturico
TC Turgor cutaneo

TPC Tempo de preenchimento capilar
UI/L Unidade internacional por litro
VG Volume globular

VO2 méax Volume maximo de oxigénio
PSI Puro sangue Inglés

SH radical sulfidrila

HPLC cromatografia liquida de alta eficiéncia
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1. INTRODUCAO

As exigéncias por niveis extremos de desempenho atlético por parte da espécie equina
crescem cada vez mais, devido a cultura do esporte juntamente a valorizacdo econémica de
animais de alto desempenho esportivo. Tal desempenho s6 é alcangado com trabalhos fisicos,
técnicos e nutricionais cada vez mais intensificados. Como consequéncia dessa intensa rotina
de treinamentos e competicOes, esses equinos estdo sujeitos ao aparecimento de lesdes
relacionadas a sua utilizacao nas diversas modalidades do esporte.

A prova dos trés tambores se caracteriza por ser um exercicio de duragdo menor, com
predominio do metabolismo anaerébio como produtor de ATP durante o periodo de exercicio.
O tipo de treinamento vai variar de acordo com a modalidade esportiva.

Lesdes musculoesqueléticas constituem o principal fator determinante da remocéo
temporaria ou permanente de equinos de sua vida atlética (VERHEYEN; WOOQOD, 2004).
Algumas modalidades esportivas submetem os cavalos a diferentes esforcos que produzem
lesbes e estresse caracteristicos no sistema musculo esquelético, decorrentes de movimentos
repetitivos (BLACK, 2000).

Ultimamente tém-se dado muita atencdo as lesbes relacionadas com o metabolismo
oxidativo, uma vez que o processo de producdo de radicais livres tem sido incriminado na
fisiopatologia de diversas enfermidades que acometem os equinos, principalmente os cavalos
atletas. LesOes oxidativas podem ocorrer quando ha excesso de producdo de radicais livres
e/ou quando os sistemas antioxidantes celulares se tornam ineficazes no controle e eliminacéo
dessas substancias (SILVEIRA, 2005). Esse desequilibrio entre a producéo de radicais livres
e a defesa antioxidante, em favor da producdo de radicais livres € conhecido como estresse
oxidativo.

O aumento do consumo de oxigénio, assim como a ativacdo de vias metabolicas
especificas durante ou apds o exercicio, resulta na formacéo de espécies reativas de oxigénio
(ERO). Estas moléculas sdo produzidas em grande quantidade nos exercicios de alta
intensidade e extenuantes, no entanto o treinamento fisico é capaz de gerar adaptacdes
capazes de mitigar os efeitos deletérios provocados pelas mesmas. Estas adaptacdes estdo
relacionadas com a uma série de sistemas antioxidantes, dos quais 0s mais importantes sao 0s

sistemas enzimaticos compostos pela superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase.



2. OBJETIVOS
2.1 Gerais:

O objetivo desta pesquisa foi estudar a influéncia do exercicio de alta intensidade e
curta duracdo, sobre a atividade de enzimas marcadoras de lesdo muscular e os biomarcadores

de estresse oxidativo em cavalos atletas, submetidos a prova simulada dos trés tambores.

2.2  Especificos:

- Verificar a atividades de enzimas séricas Creatina quinase (CK), Aspartato amino
transferase (AST) e lactato desidrogenase (LDH) em equinos submetidos a prova simulada de
Trés Tambores e no periodo de recuperacéo.

- Avaliar a defesa antioxidante enzimatica através da atividade das enzimas Glutationa
Peroxidase, Superoxido Dismutase em equinos durante a prova simulada de Trés Tambores e
no periodo de recuperacao.

- Avaliar a concentracdo do malondialdeido como biomarcador de estresse oxidativo em

equinos durante a prova simulada de Trés Tambores e no periodo de recuperacao.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Prova dos Trés Tambores

A raca de cavalos Quarto de Milha comecou a ser desenvolvida na Ameérica, surgindo
nos Estados Unidos por volta do ano de 1600. Comerciantes espanhois e exploradores
trouxeram 0s primeiros animais que a originaram da Arabia e Turquia a América do Norte. Os
colonizadores do Oeste Norte americano se divertiam promovendo corridas nas ruas nos
finais de semana com distancia de um quarto de milha (402 metros), originando o0 nome da
raca (ABQM, 2012).

Esta raca tem como principais caracteristicas a forca e a docilidade, o que Ihe permite
partidas rapidas, paradas bruscas e grande habilidade de girar sobre si mesmo. Por estas
caracteristicas 0s animais desta raca sdo os mais utilizados para as provas tipo western que
incluem apartacdo, cinco tambores, lagco em dupla, rédeas, trés tambores, vaquejada e lago
comprido, onde a maioria dos circuitos é oficializado pela Associacao Brasileira de Quarto de
Milha (ABQM, 2012). A prova dos trés tambores é uma modalidade de esporte equestre
muito difundida no Brasil e o Quarto de Milha é o cavalo utilizado nesta prova (ABQM,
2012). Nesta modalidade esportiva de precisdo, 0s animais percorrem a galope 0 percurso
contendo trés tambores dispostos de forma triangular e com uma distadncia minima de 27
metros um do outro (figura 1).

Depois do sinal de largada, a amazona ou cavaleiro fazem voltas completas nos
tambores, e retornam em disparada até a linha de chegada. O tempo de percurso entre as
linhas de partida e de chegada é cronometrado. E desclassificada, a amazona ou o cavaleiro
que errar 0 percurso ou que cair do cavalo. Cinco segundos é a penalizacdo prevista para

derrubada do tambor.
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Figura 1- Desenho esquemético do percurso percorrido pelo conjunto de montaria na prova dos
trés tambores (embrahmados.rede.comunidades.net).

3.2 Exercicio e treinamento

A formagdo de um cavalo ndo é baseada somente em caracteristicas geneticamente
controladas, outros fatores tais como 0s ambientais sdo capazes de influenciar seu
desempenho, como nutricdo, salde e treinamento. A selecdo das racas proporcionou uma
variedade de atividades desenvolvidas por estes animais. Puros-Sangues correm a altas
velocidades (63 km/h) por distancias de 800 a 5000 metros, Quartos de Milha fazem tiros de
400m ou menos a velocidades tdo altas quanto 88 km/h e os Arabes percorrem mais de 160
km em um dia nas competicdes de enduro (HINCHCLIFF,1996; GEOR, 2004).

Cavalos que praticam de algum tipo de esporte, quando submetidos a frequentes
treinamentos, tornam-se altamente capazes de realizar atividades intensas. Como exemplo,
cavalos treinados para exercicios de curta duragdo e alta intensidade desenvolvem fibras
musculares esqueléticas apropriadas para exercicios de altas velocidades. Segundo Allen et al.
(2008), a fadiga pode ser entendida como qualquer declinio no desempenho muscular. O
exercicio fisico representa o estimulo estressante mais fisioldgico que existe, pois submete o
organismo a desafios temporarios na sua homeostasia (CAYADO et al., 2006).

Quando o esforgo fisico torna-se sistematico e continuo, com aumento gradual da

intensidade, intercalado a periodos de repouso, é denominado treinamento, sendo que o0 maior
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objetivo deste processo é provocar adaptacdes fisiologicas que aprimorem o desempenho
atlético (GRAAF-ROELFSEM, et al., 2007). Com o exercicio o fluxo sanguineo muscular
pode elevar-se 60 a 70 vezes. Apesar da pressdo da perfusdo aumentar substancialmente, a
elevada condutancia muscular vascular (vasodilatacdo) constitui o primeiro mecanismo que
faz elevar o fluxo sanguineo muscular (POOLE; ERICKSON, 2008). O volume de oxigénio
méaximo (VO, méx) nos cavalos é em média 130 a 220 mL/kg/min e que comparativamente
aos atletas humanos, cujo valor é em média de 40 a 80 ml/kg/min, possuem valores mais
elevados de VO, max, demonstrando assim a sua elevada capacidade aerdbia e portanto
superioridade atlética (POOLE; ERICKSON, 2008).

A sincronizagdo da vascularizagdo muscular e das enzimas oxidativas musculares
permite que o musculo treinado aceite um maior débito cardiaco, aumentando a troca de
oxigénio (0O2) e facilitando uma maior utilizacdo do mesmo em exercicios de intensidade
maxima (POOLE; ERICKSON, 2008).

3.3 Intensidade do exercicio e fontes de energia

No musculo em repouso, a principal fonte de energia vem dos &cidos graxos livres
provindos do tecido adiposo e 0s corpos cetdnicos, produtos da quebra de é&cidos graxos
provindos do figado. Estes sdo oxidados e degradados liberando acetil-coA, que entra no ciclo
de Krebs e é oxidado até chegar a dioxido de carbono (CO2). A transferéncia de elétrons do
oxigénio (O2) fornece energia para a sintese de ATP pela fosforilacdo oxidativa (NELSON;
COX, 2008).

Quando o animal inicia o exercicio, os musculos utilizam a energia fornecida pelo
corpo para a contracgdo das fibras. Durante o trabalho muscular a adenosina trifosfato (ATP),
principal fonte de energia utilizada na contragdo das fibras, é hidrolisada em adenosina
difosfato (ADP) no musculo esquelético, por meio da enzima miosina-ATPase, com a
liberacdo de fosfato inorganico e energia para a contracdo muscular. A fibra muscular € um
conjunto de miofibrilas e feixes cilindricos organizados longitudinalmente que apresentam
unidades contrateis do masculo, os sarcomeros. As miofibrilas diferem entre si de acordo com
0 metabolismo energetico dominante, suas caracteristicas funcionais e metabolicas, segundo
aspectos histologicos e de coloracgéo, estando correlacionados com a velocidade da contragédo

muscular e atividades enzimaticas.



Os masculos esqueléticos dos equinos sdo compostos por dois tipos principais de fibras:
tipo 1, as fibras lentas oxidativas ou vermelhas, e tipo Il, as fibras rapidas ou fibras brancas,
que sdo subdivididas nos tipos A ou rapidas oxidativas-glicoliticas e 11X ou rapidas
glicoliticas. Além dessas fibras consideradas “puras”, Rivero et al. (1996) demonstraram a
existéncia de dois tipos de fibras “hibridas”, que representam um estdgio intermediario entre
as fibras I e 1A, que seria a tipo C, e outra, a IIAX-XA que seria intermediériaentre a 1A e a
1X.

As fibras musculares requerem abastecimento de combustivel fornecido por um ou
mais dos sistemas de producdo de energia. A Unica fonte de energia que pode ser utilizada
como combustivel direto para a contragdo muscular € o ATP. Um dos caminhos que o cavalo
pode utilizar para obté-lo é por meio da quebra dos estoques de fosfato creatina. O segundo
caminho é por meio da quebra do glicogénio muscular que nos cavalos se encontra na
concentracdo de aproximadamente 140 mmol/Kg, enquanto que no ser humano é de 80 a 100
mmol/kg (HINCHCLIF, 1996; GEOR, 2004).

Quando o masculo utiliza o glicogénio de reserva para obtencdo de energia sob a
forma de ATP, a glicose é convertida a piruvato e durante o metabolismo aerdbio normal o
piruvato é entdo oxidado pelo oxigénio molecular a CO2 e H20. Durante a realizagdo de
intenso exercicio fisico, o oxigénio fornecido aos tecidos musculares pode ndo ser suficiente
para oxidar totalmente o piruvato (FERRAZ et al., 2009).

Nestes casos, a glicose € convertida a piruvato e depois a lactato pela via da
fermentacdo lactica, obtendo ATP sem recorrer ao oxigénio (NELSON; COX, 2005). O
lactato, produto formado durante a glicélise anaeroébica, é produzido primeiramente nas fibras
glicoliticas, oxidado nas fibras oxidativas e no coragdo e também usado como substrato para a
gliconeogénese hepatica (BONEN, 2001; FERRAZ et al., 2008).

34 Metabolismo do Lactato

Lactato € produzido no citosol pelo ramo fermentativo da via glicolitica. O lactato é
um substrato gliconeogénico tem como fungdo o fornecimento de ATP de maneira rapida,
porém com capacidade energética menor que a via de ATP fosfocreatina. A elevacdo na
formagéo de lactato ocorrerd por uma concentragcdo maior de piruvato no citoplasma, sempre
que a demanda glicolitica ultrapassar a capacidade do sistema de transporte mitocondrial. Este
transporte de piruvato para a mitocéndria é ativo dependente de transportadores de membrana.
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A geracgéo de lactato a partir do piruvato consome nicotinamida adenina (NADH) e regenera
NAD+, realimentando o sistema de producdo aerdbia de energia para que possa continuar
(ROBERG et al., 2004)

O lactato formado em fibras musculares ativas pode atingir fibras adjacentes altamente
oxidativas, onde serd utilizado como combustivel e podendo ser oxidado em CO2. Por outro
lado, o lactato que provém de fibras ativas pode ser transportado para os capilares e em
seguida, entrar na circulacdo e ser reconvertido a glicogénio no figado (STANLEY et al.,
1985).

A conversdo em glicose no figado e nos rins € responsavel por aproximadamente 25%
da eliminacdo de lactato durante o exercicio (DONAVAN; BROOKS, 1983). Assim, o lactato
passa a ser considerado como um importante combustivel oxidante, tanto durante o repouso
como em exercicio (GLADDEN, 2004).

A concentragdo do lactato no sangue indica a diferenca entre a velocidade de seu
transporte, de onde é produzido, para o sangue e a de sua metabolizagcdo nos tecidos. Logo
entende-se que uma elevacdo na lactatemia ndo significa exatamente aumento de sua
producdo, devido ao fato que uma diminuicdo na sua remocao pode estar propiciando um
aumento da concentracdo do lactato circulante.

As concentragdes plasmaticas de lactato sdo fruto do turnover de lactato, ou seja, da
entrada menos a captacdo pelos tecidos. Dessa forma, a quantidade de lactato plasmatico ao
final do exercicio é muitas vezes menor que a quantidade de lactato total produzida durante o
exercicio (BENETTI et al., 2000).

Durante atividade aerdbica, como o enduro equestre, o lactato é removido do sangue a
mesma taxa em que € produzido, de forma que a concentracdo de lactato no sangue em
cavalos permanece aproximadamente entre 1 e 1,5 mmol/L o que indica liberagdo continua
(HIGGINS; SNYDER, 2006).

No musculo de cavalos, varios tampdes sdo utilizados para reducao das flutuacGes do
potencial hidrogenionico (pH) nas células durante a atividade muscular (HYYPPA; POSO,
1998; FERRAZ et al., 2010). Além dos tampfes, na maioria dos tecidos e também nas
heméacias (HALESTRAP; PRICE, 1999), existem proteinas transportadoras chamadas
monocarboxilatos (MCTSs), que facilitam o transporte de lactato e outros anions como o
piruvato, o acetoacetato e o P-hidroxibutirato, para dentro e fora das células atraves da

membrana plasmatica. Este transporte é realizado juntamente com um proéton e é controlado



pelo gradiente de ion hidrogénio, portanto, ndo requer ATP (MEREZHINSKAYA;
FISHBEIN, 2009).

Embora dados relativos a cinética de lactato em equinos sejam escassos na literatura,
Weber et al. (1987) demonstraram que em cavalos de raca Puro Sangue Inglés, o
aproveitamento do lactato sanguineo é sete vezes maior quando comparada aos valores
encontrados por Chin et al, (1991) para capacidade de transformacéo de lactato em ratos, e
trés vezes maior quando comparado aos valores obtidos para atletas humanos por Bassett et
al. (1991).

Dentre as isoformas ja encontradas, as chamadas MCT1 e MCT4 séo consideradas as
principais transportadoras de lactato do musculo cardiaco e esquelético dos mamiferos
(BROOKS; McCLELLAND, 2002; HALESTRAP; MEREDITH, 2004). A isoforma MCT1 é
predominante em fibras oxidativas e responsavel por facilitar a absor¢do de lactato, ja a
MCT4 e predominantemente encontrada em fibras glicoliticas e facilita a extrusdo do lactato
(KITAOKA et al., 2010).

3.5 Hematologia e fisiologia do exercicio

O esforco fisico de curto periodo e alta intensidade induzem alteracGes em variaveis
hematol6gicas e bioquimicas nos equinos (BALOGH et al., 2001). Mudancas
cardiovasculares ligadas ao exercicio sdo medidas por catecolaminas e envolvimento do
sistema nervoso simpatico promovendo contracdes esplénicas. O bago nos equinos atua como
reservatorio de sangue com liberacdo de quatro a doze litros de células vermelhas para a
corrente sanguinea no comeco do exercicio (PERSSON,1967; McKEEVER et al., 1993).
Aumentando a capacidade do sangue em carrear O2 e na capacidade aerébica (PERSSON,
1967; MUNOZ et al., 1999; KEARNS et al., 2002).

Além disso, o exercicio induz altera¢cdes no volume sanguineo, devido a variacdo na
pressdo sanguinea, como a mudanca intercompartimental de fluidos entre 0s meios
extracelular e vascular ou a perda de agua e eletrélitos na evaporagdo de suor para controlar a
temperatura corporal. Posteriormente as modificagdes no volume sanguineo também
determinardo o grau de aumento das células vermelhas e de hemoglobina durante o exercicio
(MUNOZ et al., 1999).



3.6 Influéncia do exercicio sobre os constituintes sanguineos

No inicio do exercicio a estimulacdo dos nervos simpaticos resulta num aumento da
adrenalina em circulacdo que por sua vez causa contracdo esplénica e a libertacdo de
eritrocitos para a circulagdo. Em resposta ao treino, ocorre também um aumento do nimero de
eritrécitos em circulagdo por contragdo esplénica e consequentemente o aumento da
hemoglobina no sangue. Este aumento da hemoglobina no sangue € relativo a sua quantidade
absoluta (quantidade total de hemoglobina em circulagéo), pois com o aumento do volume
plasméatico a concentracdo de hemoglobina (g/dl) ndo sofre alteracdo (MARLIN;
NANKERVIS, 2002). Deste modo, o exercicio desencadeia uma resposta fisioldgica em que a
percentagem do débito cardiaco responsavel pela perfusdo da regido esplénica e renal reduz
de 50% em repouso para apenas 5% em exercicio intenso. Em contraste, 0 muasculo
esquelético durante o exercicio recebe cerca de 80 a 90% do débito cardiaco
comparativamente aos 10 a 20% em repouso (POOLE; ERICKSO, 2008). Segundo Art et al.
(1990), em cavalos de salto um aumento de volume globular (VG) e proteina plasmatica total
(PPT) foi observado ap0s a realizacdo do exercicio, com isso demonstrando a influéncia do
exercicio sobre o0s constituintes sanguineos. Os autores relataram que este achado foi menor
quando comparado as outras modalidades de exercicio maximo, sendo esse fato explicado
pela incompleta contracdo esplénica associada & menor atividade simpatica. Resultados
semelhantes foram também obtidos por Lekeux et al. (1991).

O hemograma realizado no repouso e apos o exercicio sdo fundamentais uma vez que
0 exercicio causa alterac6es no volume globular, devido a liberagdo de eritrcitos do bago na
circulagdo, sendo o nimero de células liberadas relacionado com o aumento da atividade
simpatica que é proporcional a velocidade, intensidade e duracdo do exercicio (SNOW,
1983), como também pela influéncia direta da populagdo eritrocitaria e as concentracfes de
catecolaminas (HODGSON; ROSE, 1994). O leucograma juntamente com o eritrograma de
cavalos atletas em repouso recebeu énfase na avaliagio do condicionamento fisico,
especialmente a relacdo neutrofilos/linfécitos.

Uma relagdo neutrofilo: linfocito de 1,5:1 (60% de neutrofilos para 40% de linfécitos)
foi considerada ideal, sendo indicada a utilizacdo da relacdo neutrofilo/linfocito do
hemograma de repouso como marcador hematoldgico de excesso de treinamento, alteracdes
nessa relacdo sdo ligadas a liberagdo de cortisol devido ao estresse fisico (HODGSON;
ROSE, 1994).



Leucocitose moderada € induzida pelo exercicio intenso. No cavalo a leucocitose
associada ao exercicio se deve ao aumento dos linfocitos e contagem variavel de neutréfilos
(CARLSON, 1987).

O exercicio maximo de curta duracdo determina um influxo leucocitario oriundo da
reserva esplénica levando a uma leucocitose moderada e diminuicdo da relacdo
neutréfilo/linfécito. 1sso ocorre porque a mobilizacdo de leucocitos é mascarada pelo aumento
concomitante da mobilizacdo eritrocitaria (SNOW, 1983). Essas alteracfes séo transitorias,
durando cerca de algumas horas. A seguir o nimero de linfocitos volta a baixar determinando
assim o aumento da relagdo neutréfilo/linfécito coincidindo com o aumento do cortisol pés-
exercicio (HODGSON; ROSE, 1994).

3.7  Frequéncia cardiaca

A frequéncia cardiaca (FC) aumenta linearmente com a velocidade e intensidade do
exercicio até um valor maximo frequéncia cardiaca maxima (FC méax) em que atinge um platd
mesmo que a velocidade continue a aumentar, O aumento da frequéncia cardiaca ocorre
devido a uma estimulacdo do sistema nervoso simpatico com o aumento na circulacdo de
adrenalina e uma diminuicdo da estimulacdo parassimpética, (MARLIN; NANKERVIS,
2002).

Com o exercicio a producdo de CO2 pelos musculos aumenta, que por sua vez
aumentando a pressao de dioxido de carbono (pCO2) venosa, desencadeando a elevacdo da
frequéncia cardiaca e do débito cardiaco. A pressdo de oxigénio (pO2) venosa diminui quando
é atingido o VOzmax, o que significa que os muasculos estdo a aumentar o consumo de
oxigénio (BUHL, 2011). A frequéncia cardiaca é influenciada ndo s6 pelo aumento da
necessidade de transporte de oxigénio, mas também pela temperatura corporal (BUHL, 2011),
sendo um importante indicador de satude do cavalo no momento do repouso. Num cavalo
treinado a FC méax nédo se altera ndo sendo, por isso, determinante na capacidade atlética.
Contudo, com o treino e o cavalo sendo submetido a diferentes intensidades de exercicio, 0
animal consegue manter os valores da FC abaixo dos niveis maximos (POOLE; ERICKSON,
2008). Deste modo, o treino ndo leva a alteragdes nos parametros ventilatorios e, apesar de
ocorrerem alteragdes em nivel muscular e cardiovascular com o treino, h4 uma falta de
adaptacao em nivel do sistema respiratério (POOLE; ERICKSON, 2008).
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3.8 Marcadores bioquimicos de lesdo muscular

3.8.1 Creatinoquinase, Aspartato aminotransferase e Lactato desidrogenase.

As lesdes da musculatura esquelética sdo relativamente frequentes na clinica de
equinos e seus sinais clinicos sdo inespecificos. Geralmente, para o diagndstico de tais
afeccbes, sdo realizados exames laboratoriais complementares, como por exemplo, a
determinacdo das atividades séricas de aspartato aminotransferase (AST) e creatinoquinase
(CK) (CAMARA,; SILVA et al., 2007). O exercicio induz mudancas reversiveis do mésculo
esquelético dos cavalos, como a elevacdo da permeabilidade do sarcolema e das proteinas
musculares, tais como a mioglobina, creatinoquinase (CK) e a aspartato aminotransferase
(AST) que sdo liberadas na circulacdo (THOMASSIAN et al., 2007).

No equino, a CK possui quatro isoenzimas, a CK-MM presente no mdsculo
esquelético e cardiaco, a CK-BB presente no cérebro, a CK-MB encontrada somente no
coracdo. Também, a CK-Mt, que é uma enzima mitocondrial responsavel por 15% da
atividade da CK cardiaca (KRAMER; HOFFMANN, 1997). O nivel sérico da enzima CK ¢
utilizado para avaliar efeito cardiaco e muscular sobre diferentes condicfes de estresse.
Informacdes sobre o estado muscular durante exercicios podem ser obtidos pela mensuragédo
da concentracdo de CK e seus niveis elevados estdo correlacionados com o treinamento fisico
e podem refletir doencas musculares subclinicas (VOLFINGER et al., 1994; GONZALES;
SILVA, 2003 ; PICCIONE et al., 2009). Assim niveis elevados de CK indicariam
degeneracdo aguda do masculo, sendo um forte indicio para diagnoéstico de rabdomidlise
(VALBERG, 2002). Segundo Cardinet Ill. (1997), os valores de CK podem variar com a
atividade fisica, idade e sexo, indicando 12,9 + 5,2 UI/L como referéncia para a espécie
equina. Robsom, (2003) foi mais especifico descrevendo valores de acordo com a raga e tipo
de trabalho citando o intervalo de referéncia de 2- 147 UI/L para equinos da raga Puro Sangue
Inglés e 18-217 UI/L para equinos no trote. No entanto, Pritchard, et al. (2009) registraram
valores superiores, entre 123-358 UI/L ndo distinguindo raca.

A Aspartato amino transferase (AST), que catalisa a transaminagdo de L-aspartato e
alfacetoglutarato em oxalacetato e glutamato, é encontrada em quase todos os tecidos, logo, a
atividade sérica de AST ndo é especifica para nenhum tecido, mas o musculo e o figado
podem ser considerados maiores fontes (SILVA et al., 2007). Porém um aumento dos niveis

de AST pode ser causado por necrose e lesdo subletal de hepatdcitos e de células musculares e
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sua mensuracdo é padrdo para determinar os efeitos promovidos pelo exercicio fisico. O
aumento continuo dos niveis de AST vem sendo demonstrado em equinos ja sobrecarregados
e em treinamento (MURAKAMI; TAGAGI, 1974; THRALL et al., 2007). Considerado que o
pico de AST ocorre de 24 a 48 horas ap0s a lesdo muscular, € importante coletar a amostra
dentro deste periodo, pois sua concentracdo sérica reduz de maneira rapida acarretando num
falso diagndstico, se coletado no momento errado (CARDINET 111, 1997; HARRIS, 2000).
Em trabalho realizado por Seppa et al. (2009), utilizando animais que sofreram lesdo apds
exercicio intenso, foi observado que AST apresentou elevacdo mesmo ap0os 24h do término do
exercicio. Os valores de referéncia para esta enzima na espécie equina variam
consideravelmente. De acordo com Harris (2000), os valores oscilam de 58 a 161+ 16,2 UI/L,
em animais sem treinamento, e 48 a 456 + 75,4 UI/L para animais em treinamento. No
entanto Franciscato et al. (2006), ndo encontraram em seu experimento interferéncia da idade,
sexo, gestacdo, repouso ou exercicio, sob a concentracdo serica desta enzima com valores de
AST entre 179 e 210 UI/L.

A lactato desidrogenase (LDH) é a enzima responsavel por catalisar a reacao
reversivel de L-lactato para piruvato em todos os tecidos, estando presente em grande
quantidade na musculatra esquelética. O aumento da atividade sérica desta enzima ndo é
especifico para lesdo muscular (DUNCA; PRASSE, 1986; CARDINET II1, 1997). Portanto ¢
necessario utilizar outras enzimas como CK, para complementar o diagnéstico de leséo
muscular ou até mesmo observar variacGes existentes em consequéncia do exercicio fisico
dado ao aumento da permeabilidade citoplasmatica (ERICKSON; POOLE, 2006; THRALL,
2006). Kaneko et al. (1997) obtiveram valores basais da atividade da LDH para equinos Puro
sangue Inglés (PSI) de 252 + 63 UI/L. Ja Balarian et al. (2005), que também utilizaram
equinos PSI, obtiveram valores de 374,05 + 67,07 UI/L para machos e 360,85 = 73,70 UI/L
para fémeas. Os autores observaram variacdo da atividade enzimatica da LDH apds o
treinamento de corrida somente para fémeas, registrando 433,83 + 176,32 UI/L, variacédo que
ndo foi encontrada apos submeter 0s animais a exercicio de atividade moderada.

As enzimas CK (sua fragdo MB), AST e LDH sé&o sinalizadoras auxiliares de lesdo muscular
em equinos, mas que devem estar associadas a um exame fisico prévio, a fim de se
estabelecer de maneira mais precisa a causa e a extensdo da lesdo. Apesar do conhecimento
sobre a meia vida destas enzimas na circulacdo, ainda sdo duvidosas as informacGes a respeito
da atividade das mesmas, em diversas categorias de animais, submetidos a diferentes tipos e

graus de exercicios (BAPTISTELLA, 2009).
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3.9 Glicose

O efeito do exercicio sobre a glicemia é variavel. A glicose por si s6 ndo nos da muitas
informacdes sobre o metabolismo de carboidratos durante o exercicio, de maneira que reflete
0 balango entre a glicose sanguinea metabolizada para o suprimento energético durante a
atividade fisica, com aquela suprida pela glicogendlise hepéatica. A producdo e utilizagdo
apropriadas de energia sdo essenciais para 0 equino atleta e possuem funcdo critica para um
bom desempenho sendo a glicose uma importante fonte de energia para a atividade muscular
(GOMIDE et al., 2006)

Mudangas na producdo de glicose ocorrem na dependéncia da glicemia e aporte de
glicose plasmatica aos tecidos, mediada pela glicogendlise e gliconeogénese hepatica,
influenciada pelo estado de condicionamento e intensidade, bem como pela duracdo do
esforco (COGGAN, 1991; GREEN et al., 1995).

A glicogendlise é dominante na maioria dos exercicios, e € maior no comeco e durante
esforco de alta intensidade (COGGAN, 1991). A gliconeogénese aumenta com o
prolongamento do esforco. A utilizacdo de glicose plasmatica aumenta com a intensidade do
exercicio devido ao aumento na utilizacdo por cada fibra muscular e ao incremento no nimero
de fibras musculares em atividade. As concentracbes plasmaticas de glicose aumentam
geralmente ap0s exercicios maximos e submaximos de curta distancia (SNOW,
MaCKENZIE, 1977; ROSE et al., 1983).

3.10 Creatinina e ureia

A determinacdo serica de ureia e creatinina sdo de grande importancia para avaliagdo
da funcdo renal. Ao aumento de ureia e creatinina no sangue, di-se & denominagdo de
azotemia. Animais com azotemia, moderada a severa, podem apresentar uma variedade de
sinais clinicos, incluindo letargia, anorexia e alteracdes na producdo de urina (MOTTA,
2003). A creatinina plasmatica é derivada, praticamente na sua totalidade, do catabolismo da
creatina presente no tecido muscular como energia, na forma de fosfocreatina. A presenca de
creatinina na circulacdo é um fator fisiologico uma vez que é um catabélito do metabolismo
proteico. A ureia é produzida no figado a partir da amonia liberada durante o catabolismo dos

aminoacidos, A excrecdo da ureia e da creatinina é realizada por via renal por isso seus niveis
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refletem a taxa de filtracdo renal (LARA et al., 1976; SCHOTT, 2000; ORTOLANI et al.,
2002)

Segundo Kaneko, (1989) os valores de referéncia para creatinina em equinos estdo
compreendidos na faixa de 106 a 168 umol/l, enquanto outros autores citam como valores de
referéncia os inferiores a 2,0 mg/dl. Valores elevados de creatinina podem significar

problemas agudos ou crénicos, e valores muito baixos podem significar distrofia muscular.

3.11 Radicais livres

Radicais livres s8o moléculas ou atomos simples que possuem um elétron
desemparelhado em sua Orbita externa, o qual diminui sua estabilidade e aumenta sua
reatividade com outras moléculas ou atomos, principalmente lipidios celulares, proteinas e
bases nucléicas (MARLIN et al., 2002). Muitos estudos vém demonstrando um aumento nos
marcadores de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), como anion superoxido, peroxido de
hidrogénio e radical hidroxil em sangue e tecidos humanos e de animais, durante e apos a
lesdo muscular (PATTWELL, 2004; NIELS, 2005; ZHAO, 2004).

A presenca do oxigénio é um componente essencial para o metabolismo celular
porém, qualquer situacdo que ocorra excesso de consumo, como exercicio aerdbico,
fosforilagdo oxidativa, NAD(P)H e xantina oxidase, pode levar a producdo (ERO)
(KERKSICK; WILLOUGHBY, 2005). Existe uma variedade de ERO que interagem com
membranas celulares e compostos citoplasmaticos, atrapalhando algumas funcbes, sendo
estdo envolvidas na etiologia de muitas patologias dos cavalos atletas, como fadiga muscular,
intolerancia ao exercicio, injarias musculares, articulares e doencas respiratorias (JANIAK et
al., 2009).

As ERO desempenham funcbes de sinalizadores, ou seja, animais expostos
frequentemente a exercicios (treinamento crénico) demonstram menores niveis de estresse
oxidativo apds exercicios intensos, em relagdo aos nao treinados (GOMEZ-CABRERA et al.,
2006). Dentre as ERO aparecem com maior destaque o anion superoxido, radical hidroxila e
peroxido de hidrogénio (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003). O radical superdxido (O27) é
o radical mais abundante na célula, sendo o primeiro a ser formado apos a reducdo do Oze €
gerado, por meio de cadeia transportadora de elétrons no interior da mitocondria a sua
producdo envolve as enzimas NADPH redutase e citocromo redutase. Pode ser gerado na

membrana de células fagocitarias como neutréfilos, mondcitos e macréfagos para defesa
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antibacteriana; neste caso a producédo se da devido a ativacdo da enzima NADPH oxidase que
estd presente na membrana das células.(GARCEZ et al., 2004; KARIHTALA; SONI, 2007,
MANDELKER, 2008; VALDIVIA et al., 2009).

O radical superoxido é um radical de baixa reatividade, atuando na maioria das
reacfes como agente redutor, porém como tem um potencial de gerar o radical peroxido de
hidrogénio (H202) fica com um efeito toxico. O H20z2, apds a reagdo com o ion ferro, forma o
radical hidroxila (OH") altamente reativo, que por sua vez reage de maneira rapida e
inespecifica com qualquer estrutura que esteja proxima ao seu sitio de formacdo, podendo
lesar DNA, lipideos, proteinas e carboidratos (GARCEZ et al., 2004; NANDELKER, 2008).
Além disso, inativa enzimas que contenham ferro ou enxofre e inicia peroxidacdo dos acidos
graxos poli-insaturados das membranas celulares. A toxicidade também esta relacionada ao
fato de reagir com compostos carbonilicos e carbonos halogenados, formando radicais mais
reativos e nocivos ao organismo (TISDALE; MAHNOUD, 1983; GARCEZ et al., 2004;
VALDIVIA et al., 2009).

3.12 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo (EO) ocorre quando a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) excede os mecanismos de defesa antioxidante do organismo animal (SPEARS;
WEISS, 2008). Esta situacdo de EO traduz-se de forma imediata, na incapacidade de impedir
ou reparar as repercussoes nefastas das ERO sobre as estruturas celulares e ocorre em todos 0s
seres bioldgicos, mesmo em repouso (MOTA et al, 2004). Células imunes sdo
particularmente sensiveis ao estresse oxidativo por terem em suas membranas altas
concentragfes de &cidos graxos poli-insaturados que sdo muito susceptiveis a peroxidagao.
Além disso, estas células sdo grandes produtoras de ERO quando estimuladas (SPEARS;
WEISS, 2008). Uma das consequéncias do estresse oxidativo mais importante é a oxidagéo
dos acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares, mais conhecida como
peroxidacdo lipidica, que provoca danos e impede a passagem de nutrientes, como proteinas e
glicose, e diminui a capacidade de reagdo do sistema imunoldgico. A peroxidacdo lipidica
pode ser quantificada atraves da mensuragdo do acumulo de subprodutos resultantes desse
processo, como o malondialdeido (MDA), que normalmente serve como indice da intensidade
da ocorréncia de tal reacdo (KERKSICK; WILLOUGHBY, 2005). Os eritrocitos possuem,

15



além da funcdo de troca gasosa, mecanismos efetivos na desativagdo dos ERO produzidos em
outros tecidos, representando assim, uma importante fonte antioxidante para o sangue.

O desbhalanco no sistema antioxidante pode causar danos a todos os tipos de
biomoléculas (DNA, proteinas, lipidios, e carboidratos) e ocasionalmente induzir a injdrias
tissulares (LAUZON et al., 2006). Entretanto existem complexos sistemas de antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos para proteger o organismo da injdria oxidativa (DEATON et
al., 2002).

3.13 Defesa Antioxidante

Devido ao efeito toxico das ERO, sobre o organismo do animal existe um eficiente
sistema antioxidante dos quais alguns microminerais e vitaminas sdo componentes. O sistema
possui antioxidantes lipossollveis e hidrossollveis, uma vez que estas estdo presentes em
diversos compartimentos celulares. Quando a capacidade antioxidante é limitada a vida util
das células imunoldgicas envolvidas no processo inflamatorio é reduzida e a infeccdo pode se
tornar mais grave (WEISS, 2005).

As enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx) provém a defesa primaria contra as EROs geradas durante o exercicio, e a atividade
destas enzimas aumenta em resposta ao exercicio tanto em animais quanto no homem
(JENKINS, 1988; Jl e SEN, 1995).

A primeira enzima envolvida é a cobre e zinco superdxido dismutase (CuzZn-SOD),
que converte o anion superdxido em peroxidos. A glutationa peroxidase GSH-Px remove 0s
peroxidos produzidos pela CuzZn-SOD convertendo-os em agua (VAZQUEZ-ANON et al.,
2008). Embora a CAT esteja amplamente distribuida na célula, altas concentra¢fes desta
enzima sdo verificadas tanto nos peroxissomos como nas mitocondrias (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1989) e também removem perdoxido de hidrogénio (H202). A CAT requer o
ferro como co-fator (DEATON; MARLIN, 2003) e, similarmente a outras enzimas
antioxidantes primarias (GSHPx e SOD), é maior nas fibras musculares com elevada
capacidade oxidativa e menor em fibras musculares com baixa atividade oxidativa
(POWERS, 1994).

Estas enzimas atuam associadas a substancias antioxidantes extraidas da dieta, como
as vitaminas A, C e E, convertendo os agentes oxidantes em moléculas ndo tdxicas (JI, 1995;

MASTALOUDIS et al., 2001; DROGE, 2002; URSO; CLARKSON, 2003). Além disso,
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existem compostos que tem baixa atividade antioxidante, porém quando presentes em altas
concentragdes podem contribuir significativamente para a remoc¢édo dos radicais livres, como
0s aminoAacidos, os peptideos e as proteinas (DROGE, 2002).

A prevencdo da geracdo de oxidantes ocorre principalmente dentro da cadeia
respiratoria mitocondrial, onde complexos enziméticos limitardo fortemente o vazamento de
elétrons. Além disso, as proteinas de ligacéo de ferro livre e de cobre, tais como a transferrina,
ferritina, ceruloplasmina ou albumina, que favorecem os processos oxidativos, vao diminuir
ainda mais a capacidade celular de geracédo de oxidantes (BECKMAN; AMES, 1998).

3.14 Superoxido Dismutase

A SOD catalisa a reacdo de dismutacdo do Oz em perdxido de hidrogénio (H202) e
O2. A primeira isoenzima a ser caracterizada foi a Cu/Zn-SOD, que também é chamada de
SOD-1 que esta inserido no citoplasma, nlcleo e plasma e a forma mais abundante no
organismo. A SOD-2 caracteriza-se por ter 0 manganés no seu grupo proteico, encontra-se no
interior das mitocondrias, local de maior consumo de oxigénio e logo maior liberacdo de
radicais livres, por esse motivo esta isoforma é considerada a principal defesa antioxidante
celular. (BORELLA; VARELA, 2004; KARIHTALA; SOINI, 2007). A superdxido
dismutase extracelular SOD-3, contém Cu e Zn e possui um peptideo sinalizador, que a
direciona para o espaco extracelular. Diferentemente das SOD-1 e SOD-2 encontra-se em
alguns tecidos com; endotélio vascular do musculo liso e células alveolares tipo II.
(BORELLA; VARELA, 2004; VALDIVIA et al., 2009). A Cu/Zn-SOD ¢é a principal
isoforma envolvida na remoc¢do dos anions superéxido do citoplasma e, possivelmente,
também do peroxissoma enquanto a funcdo fisioldgica da Mn-SOD parece proteger a
mitocondria dos superoxidos gerados durante a respiracdo celular. A forma Cu/Zn-SOD
apresenta-se mais resistente as variagcOes de temperatura e a desnaturagdo por substancias
como cloreto de guanidina, duodecil sulfato de sédio, ou ureia. As diferentes formas de SOD
catalisam a mesma reagdo de dismutacdo do radical O2 (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).

Os efeitos antioxidantes da superdxido dismutase no estresse oxidativo sistémico
durante o exercicio e inflamacéo local (liquido sinovial), foram recentemente determinados
(LAMPRECHT, 2009). Estudos anteriores em ratos (RADAK et al., 1995) e humanos

(ARENT et al., 2009, 2010) tém mostrado resultados benéficos, no entanto, esses estudos em
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cavalos e ndo mostrou resultados semelhantes (ARENT et al., 2009, 2010). Recentemente, 0S
efeitos de uma suplementacdo de superdxido dismutase oral em jogadores de futebol
universitarios (ARENT et al., 2010) e jogadores de futebol (ARENT et al., 2009) em pré-
temporada determinou que o desempenho dos jogadores suplementados apresentou melhorias
na poténcia de pico e baixou a degrada¢do muscular, medido a partir da creatinaquinase.

Na tentativa de conter ou diminuir os efeitos do estresse oxidativo, que podem
acontecer ap0s o exercicio, a atividade desta enzima que representa a primeira linha de defesa
pode apresentar-se diminuida ou alterada dependendo da quantidade de radical superoxido
que esteja sendo liberado. Trata-se de uma enzima essencial para a sobrevivéncia dos
eritrécitos, devido a producgdo de radical superoxido durante a auto-oxidacao da hemoglobina
(HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2001) e participagdo deste na formagdo de OH™, ERO de
maior potencial lesivo (FRIDOVICH, 1975).

3.15 Sistema Glutationa

Entre todos os mecanismos que as células vermelhas possuem, o mais importante € o
sistema da glutationa, que consiste na glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG)
e nas duas enzimas funcionalmente relacionadas, a glutationa peroxidase (GPX) e glutationa
redutase. Na presenca de ERO, a forma reduzida é oxidada por acdo da glutationa peroxidase,
diminuindo os niveis circulantes de GSH. Normalmente, esta forma oxidada é rapidamente
reconvertida em GSH por acdo da glutationa redutase (JANIAK et al., 2009). O sistema
glutationa é dependente de energia e influencia o metabolismo glicolitico eritrocitario, assim,
a taxa de glicolise pela via das pentoses é regulada pela demanda de NADPH, produzido
exclusivamente nesta via, e € inversamente proporcional & concentracdo de GSH (JACOB e
JANDL, 1966). O NADPH, é utilizado pela glutationa redutase (GSHRed) na reducdo do
GSSG para a forma reduzida (GSH) (SEN, 1997)

A glutationa reduzida (GSH), um tripeptideo de acido glutamico, cisteina e glicina (SEN,
1997; KURATA et al., 2000) é sintetizada nos eritrocitos pelas enzimas g-glutamilcisteina-
sintetase e glutationa sintetase com consumo de ATP (HARVEY; SEN, 1997). Sua principal
funcdo é a manutencdo dos radicais sulfidrilas (SH) da célula na forma reduzida
(COSTAGLIOLA et al., 1985). O radical SH da cisteina € a porcéo reativa da GSH e atua
como aceptor de elétrons (HARVEY; HOKAMA, 1997). A GSH é abundante e altera¢cGes em

seus niveis, normalmente, refletem modificacdes musculares recentes. Porém, como é parte
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importante do sistema antioxidante celular, responde prontamente ao treinamento,
aumentando seus niveis celulares e consequentemente manifestando poucas alteraces ap6s 0
exercicio (WILLIAMS et al., 2004).

A glutationa peroxidase (GPx) é uma enzima que catalisa a reducdo de H20:2 e
hidroperdxidos organicos (ROOH) em H20 e alcool, respectivamente, usando a glutationa
reduzida (GSH) como doadora de elétrons que se transforma em glutationa oxidada (GSSG).
A GPx é encontrada tanto no citoplasma como na matriz mitocondrial da célula (DROGE,
2002). Durante o funcionamento normal do sistema de defesa antioxidante, a glutationa
reduzida (GSH) é utilizada pela GPx para detoxificar o H,O,. Além disso, a enzima glutationa
redutase converte o H202 a GSH, contribuindo também para a detoxificagdo do H,0,
(DROGE, 2002).

Sabe-se que exercicios intensos e de curta duracdo em equinos sdo capazes de
aumentar os niveis de hemoglobina e hemécias. A GSH esta presente em grandes quantidades
nas hemacias, alteracfes em seus niveis, normalmente, refletem modificagdes musculares
recentes. Porém, como é parte importante do sistema antioxidante celular, responde
prontamente ao treinamento, aumentando seus niveis celulares e consequentemente
manifestando poucas alteracfes apds o exercicio (WILLIANS et al., 2004). Segundo
Kinnunem et al. (2005) foi demonstrado que maior quantidade de antioxidantes antes do
exercicio esta associado com menor peroxidacdo lipidica 4 horas ap6s o exercicio e
treinamento regular induz aumento da atividade da GPx muscular e a grandeza desse aumento
é proporcional a intensidade e duracdo dos trabalhos. Em cavalos de trote foram evidenciados
sinais de estresse oxidativo nos tecidos e eritrocitos de forma intensa (MILLS et al., 1996; DE
MOFFARTS et al., 2004) assim como no exercicio de enduro. Cavalos de enduro em corrida
de 80 Km apresentaram valores elevados em 27% de glutationa peroxidase em eritrocitos, nas
ultimas etapas da corrida em ambos 0s grupos os suplementados com vitamina-E e o controle.
Esse aumento reflete uma resposta por utilizar glutationa reduzida durante o processo de
geracdo de radicais livres (WILLIAMS et al., 2004).

3.16 Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) — Malondialdeido (MDA)

como marcador de estresse oxidativo

A peroxidagdo dos componentes da membrana plasmatica induzida pelo estresse

oxidativo € prejudicial, porque leva a alteracGes nas propriedades bioldgicas da membrana.
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Este fato é observado em exercicios de curta duracdo também. Esta acdo deletéria dos radicais
livres leva ainda a inativacdo de receptores de membrana e /ou enzimas, prejudicando a
funcdo celular normal e aumentando a permeabilidade do tecido (ABOU-SEIF; RABIA e
NASR, 2000; DALLE- DONNE et al., 2006). Além disso, a peroxidacdo lipidica pode
aumentar o dano celular através da geracdo de produtos oxidados, alguns sendo reativos,
podendo reagir com proteinas, DNA e fosfolipideos, modificando suas propriedades além de
gerar compostos estaveis que estdo envolvidos na patogenia de varias doencas (DALLE-
DONNE et al., 2006).

As ERO possuem uma meia vida curta, por isso os produtos de peroxidacéao lipidica
por serem mais estdveis sdo utilizados como biomarcadores de estresse oxidativo,
(LOCATELLLI et al., 2003). O ensaio do malondialdeido (MDA) envolve derivacdo com o
acido tiobarbiturico, sendo por isso chamado de determinacdo de substancias reativas do acido
tiobarbitdrico (LYKKESFELD; SVENDSEN, 2007). Segundo Esterbauer e Cheeseman,
(1990), o MDA participa de reagdes com outras moléculas além do TBA.

A metodologia tradicional empregada para deteccdo das substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) é realizada por meio da mensuracdo espectrofotométrica da
absorbancia ou ainda a florescéncia. Durfinova et al. (2007) realizaram comparacdo entre o
teste espectrofotométrico do TBA e o HPLC para anélise do conteitdo do MDA utilizando
como amostra um homogeneizado de tecido cerebral de ratos. O contedo de TBARS
determinados espectrofotometricamente assim como as de complexo TBA-MDA estimado
por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) foram similares. Como os eritrocitos
circulam por todo o organismo a avaliacdo do estresse oxidativo eritrocitario, por meio da
mensuracdo do MDA eritrocitario, pode ser utilizada como um indice de estresse oxidativo
(MACHADO et al., 2007). Sendo ja usada na espécie equina (CHIARADIA et al., 1998;
WHITE et al., 2001; DEATON et al., 2002; MARLIN et al., 2002).

3.17 Avaliacao da lipoperoxidacdo em equinos

Moffarts et al. (2004) demonstraram que o0 exercicio pode influenciar
significativamente sobre os marcadores antioxidantes em cavalos trotadores e observaram que
marcadores, tanto hidrofilicos quanto lipofilicos podem sofrer processo adaptativo oriundo do
treinamento e de acordo com a intensidade do exercicio. Aumentos no MDA, 6xido nitrico e

mondxido de carbono, juntamente com diminuicdo da glutationa reduzida e enzimas
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antioxidantes sdo encontrados no sangue de cavalos de corrida e apds a atividade de salto
(MARARON et al., 2008).

Em equinos realizando uma prova de 80km, ndo foi observado aumento de MDA,
embora uma elevacdo de CK tenha sido encontrada, fato que foi atribuido a um aumento da
ejecdo para fora da célula devido a ocorréncia de pequenas lises na membrana celular devido
a peroxidacdo (ANTUNES, 2013). Por outro lado em equinos que realizaram a prova de
enduro durante trés dias percorrendo 210km no total, observou-se uma elevacdo de TBARS
(GONDIM et al., 2009).

O aumento da concentracdo de TBARS ap0s o exercicio em equinos de salto foi
observado em grupos suplementados com vitamina E. Isso foi observado em equinos
submetidos a exercicio em diferentes modalidades de esforco (AVELLINI, et al., 1999;
WHITE, et al., 2001; SILVEIRA, 2005; MACHADO, 2006; MUNOZ-ESCASSI, et al.,
2006). O exercicio ¢é capaz de gerar radicais livres e peroxidacao lipidica, bem como depende
da intensidade da atividade de modo que a eliminacdo dos produtos da peroxidacao lipidica é
um processo lento (CHIARADI et al.,1998).
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4. MATERIAL E METODO

4.1  Local da pesquisa

O teste fisico foi executado no Centro de Treinamento Aguas Pratas, Cidade de
Resende- RJ e o material colhido foi processado e analisado no Laboratorio de Pesquisa
Clinica em Animais de Producdo da UFRRJ, Laboratorio de Patologia Clinica da UFRRJ e
Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV) da
UFRRJ.

4.2 Animais avaliados

Seis equinos atletas clinicamente sadios, com idade variando entre 6 a 10 anos, com
peso médio de 400kg, da raca Quarto de Milha e mesticos, submetidos a regime de
treinamento de 5 vezes por semana para prova de tambor, manejo alimentar a base de
concentrado com ragdo peletizada comercial®, (1kg para cada 100 kg de peso vivo) dividias
em duas ou trés refeicBes diarias, de conformidade com o regime de preparacdo (manutencao
plena dos equinos preparados para tambor, fase inicial de treinamento e de adestramento) e
forragem, constituida de pastagem Napier (P. purpureum ) e feno (alfafa) - administradas em

cochos, desedacdo com agua tratada e encanada a vontade.

4.3  Avaliagdo clinica

Antes e ap0Os cada treino, os animais foram examinados quanto aos sinais de
claudicacéo, lesbes musculares ou lombares e avaliados os parametros vitais: coloracdo de
mucosas, tempo de enchimento capilar (TEC em segundos), turgor cutéaneo (TC), frequéncia
cardiaca (FC, batimentos por minuto), frequéncia respiratéria (FR, movimentos por minuto) e

ausculta pulmonar e intestinal.

1 .
Purina
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4.4  SecOes de treino

Os treinamentos foram realizados no periodo da manhd, com temperatura média de
25°C, consistindo em aquecimento inicial de 5 a 10 minutos em marcha leve a passo e
andadura intermediaria entre passo e trote; a seguir, condicionados a treinos especificos com

trés galopes de 400 metros nas velocidades de 6, 8 e 10 m/s.

45  Metodologia da execugdo

Os animais em experimento foram testados anteriormente com coleta de sangue para
hemograma de rotina. Apos a liberacdo dos mesmos houve uma simulacdo de prova de trés
tambores, ap6s o aquecimento prévio, todos os seis animais foram submetidos a passadas nos
Trés Tambores. Todos os animais realizaram o exercicio na mesma intensidade e nas mesmas

condi¢des ambientais.

4.5.1 Modelo experimental:

O estudo foi realizado mediante um delineamento em medidas repetidas, comparando-
se diversos momentos apds o exercicio com o0s parametros colhidos com o animal em

repouso.

4.5.2 Exercicio executado

O treinamento foi executado de maneira ininterrupta, cada animal passou pelo
processo de aquecimento, passando do trote para o galope e incluindo as passadas nos trés

tambores igualmente ocorre na prova oficial.

45.3 Momentos de coleta de amostras

As amostras de sangue, plasma e soro foram colhidas com os animais ainda em
repouso (M1), imediatamente ap6s o término do exercicio (M2), quatro horas ap0s o exercicio
(M3) e 24 h ap06s o exercicio (M4).
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45.4 Coleta de amostras:

Coleta de amostras sanguineas, foi realizada atraves de venopuncéo jugular em frascos
a vacuo de 4,0ml? contendo anticoagulantes® Amostras colhidas em tubos contendo heparina
foram imediatamente submetidas a centrifugacdo (1200rpm/10minutos, 4°C), para obtengéo
do plasma, que foram aliquotados em frascos para criopreservagdo 1,5 mL, rotulados e
transportados em caixas de isopor com gelo até o laboratério na UFRRJ, onde foram
estocadas em ultra freezer a — 80 °C até 0 momento do descongelamento para determinacéo de
biomarcadores de radicais livres.

Amostras colhidas em frascos contendo (EDTA) foram transportadas em caixas de
isopor com gelo até o laboratério na UFRRJ para realizacdo de hemograma.

Amostras colhidas em frascos sem anticoagulante foram mantidas em repouso durante
30 minutos sob condicdes ambientais com temperatura média de 24 °C a sombra e,
posteriormente centrifugadas a velocidade de 1500 rpm , durante cinco minutos, para a
obtencdo do soro que foram aliquotados em frascos de 1,5 mL, rotulados e armazenados sob
gelo para o transporte até o laboratério na UFRRJ, onde foram estocadas em freezer a — 20 °C
até o momento do descongelamento para determinacdo bioquimica.

Para as analises de concentracdo de lactato e glicose as amostras do sangue coletadas
em tubos contendo fluoreto de sddio foram imediatamente submetidas a centrifugacdo a
velocidade de 1500 rpm, durante cinco minutos, aliquotados em frascos de 1,5 mL, rotulados
e armazenados sob gelo para o transporte até o laboratorio, na UFRRJ, onde foram estocadas
em ultra freezer a — 20 °C até 0 momento do descongelamento.

A papa de hemécias resultante foi ressuspendida, volume a volume com PBS,
homogeneizada e novamente centrifugada, o procedimento foi repetido por trés vezes. Apds,
a lavagem, algumas foram envasadas diretamente em frascos para criopreservagdo e outras
foram diluidas com &gua milique para obtencdo do hemolisado 1:20 e entdo envasadas em
frascos para criopreservacdo de 2 ml, identificadas e em seguida congeladas em gelo seco
para o transporte até o laboratério, na UFRRJ, onde foram estocadas em ultra freezer a — 80
°C até o momento do descongelamento para determinacdo de biomarcadores de radicais

livres.

2 Vacuette®
3 EDTA; fluoreto de sodio; heparina
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4.6 Analises Laboratoriais
4.6.1 Hemograma

A determinacdo do hemograma foi realizada em dois momentos, no repouso e
imediatamente ap0s o0 exercicio para verificar possiveis variacbes como desidratacao atraves
de hemoconcentracao ou leucocitose fisiologica. A analise do hemograma foi feito através de
leitura automética4 e apds avaliacdo dos resultados, ndo foi evidenciada nenhuma alteracdo

significativa e por isso ficou apenas sendo utilizado como ferramenta de triagem.
4.6.2 Glicose e Lactato

As determinacgdes da concentracdo de glicose e lactato foram realizadas a partir das
amostras plasmaticas empregando-se Kits comerciais® pelo método cinético em

espectrofotometro®.
4.6.3 Enzimas séricas

Das amostras de soro, foram realizadas as determinacdes das concentracdes de ureia
(ensaio cinético em ultravioleta) e creatinina (método de ponto final), atividade sérica das
enzimas aspartato aminotransferase (AST), lactato desidrogenase (LDH) e creatinoquinase
(CK) através de ensaio cinético em ultravioleta (SCHIMIDT; VON FOSTER, 1986) em

analisador Bioquimico automatico’.

4.6.4 TBARS - MDA

* Poch- 100

® Biosystems
® A15: Biosystems
" A15: Biosystems
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A avaliacdo do estresse oxidativo foi realizada através da determinacdo dos produtos
resultantes da peroxidacdo lipidica. Foram medidos os produtos resultantes da reagdo com o
acido tiobarbiturico, conforme descrito por Wills (1966).

Amostras de 1000uL de hemolisado foram tratadas com 1000uL de a&cido
sulfossalicilico (3%), centrifugados por 11000 rpm/3 minutos, o sobrenadante foi retirado e
neste foi acrescentado &cido tiobarbiturico 0,67% foram incubados por 30 minutos a 80°C.
Apbs o procedimento a absorbancia do sobrenadante foi determinada em 535nm. Os
resultados foram expressos em nM de malonaldeido (MDA) por grama de hemoglobina
(nM/gHb) (FERREIRA et al., 1999).

4.6.5 Hemoglobina

A quantidade de hemoglobina (g/dL) foi determinada como fator de referéncia para
estimar as atividades enzimaticas de antioxidantes do MDA. Foi utilizado Kit comercial®,

4.6.6 Enzimas antioxidantes

A atividade das enzimas SOD e GPx foi determinada utilizando-se kits comerciais
(Glutathione Peroxidase °; Superoxide Dismutase *°) e analisadas em leitor de microplacas

com absorbancia de 450 nm e 304 nm*, respectivamente.

4.7 Analise Estatistica

Para analise estatistica, os dados de cada varidvel foram analisados quanto a
distribuicdo normal pelo teste de Shapiro Wilk. Nos casos onde ndo se observou a distribuigéo
normal, os dados foram transformados pela raiz quadrada e novamente submetida ao teste de

Shapiro Wilk. Garantida a distribuicdo normal, estes foram entdo analisados pelo método de

® Bioclin
® Glutathione Peroxidase Assay Kit — Cayman — referéncia 703102
10 superoxido Dismutase Assay Kit — Cayman — referéncia 706002

1 Espectrofotdmetro Termo Scientific© Unisncience Multiskan FC para leitura de Elisa
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analise de variancia para medidas repetidas, com 95% de significancia, para avaliar as
alteracOes ocorridas em cada parametro ao logo do tempo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
51 Avaliagdo Clinica
Os animais participantes do experimento apresentaram todos 0s parametros vitais, nos
quatro momentos de avaliacdo pré-determinados, dentro da normalidade e ndo foram

constatadas lesGes macroscopicas. (Tabela 1).

Tabela 1 - Pardmetros da avaliagdo clinica de equinos nos momentos M1, imediatamente
antes do inicio da prova, M2, apds o exercicio, M3, apos 4 h, e M4 apds 24h do exercicio

Pardmetro M1 M2 M3 M4
Frequéncia respiratéria 18,3+ 1,96 46,3+4,8 22,1+6,2 19,1+1,32
Frequéncia cardiaca 36 +6,9 111,3+9,9 42,3+£13,8 36,8 +£6,3
Tempo de prenchimento capilar 2+0 15+£05 2%0 210
AP/AD N N N N
Mucosa/TC N N N N

N é normal; AP ausculta pulmonar e AD ausculta digestiva.

5.2  Avaliacdo bioquimica

O plasma sanguineo representando uma fracdo do meio interno permite realizar
dosagens dos constituintes bioquimicos, visto que estes podem ser obtidos por uma simples
tomada de sangue em uma veia superficial.

O exercicio representa um potente estimulo fisioldgico para o eixo hipotalamo-
pituitario adrenal. Esse eixo desempenha papel principal no ajustamento ao esforco e a
concentracdo plasmatica de cortisol € influenciada pela duragdo do exercicio (VALBERG et
al., 1989). Entretanto, a concentracdo plasmatica induzida pelo exercicio pode refletir as
exigéncias fisiologicas de qualquer tipo de esforco (DESMECHT et al., 1996).

Quando o exercicio ultrapassa os limites fisiolégicos produz efeitos nocivos ao
organismo. A producéo de radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (ERO) relacionada
ao exercicio é uma das consequéncias deste processo (JI, 1999), como demonstrado por

Sjodin et al. (1990).
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A avaliacdo bioguimica do estresse oxidativo é comumente realizada utilizando-se
marcadores bioquimicos indiretos como lixeiros antioxidantes, enzimas antioxidantes e
vitaminas (DE MOFFARTS et al., 2006). Em cavalos, numerosos experimentos tém sido
realizados e também estudos a campo tém demonstrado que ocorrem mudancgas oxidativas
promovidas pelo exercicio induzido, apoiando o0 uso racional de antioxidantes nas
competicdes equestres (MILLS et al., 1996; DEATON et al., 2002; HARGREAVES et al.,
2002; MARLIN et al., 2002; DE MOFFARTS et al., 2004, 2005).

Tabela 2 - Valores médios e desvio padrdo da atividade sérica das enzima aspartato
aminotransferase (AST), Creatinaquinase (CK), Lactato desidrogenase (LHD) , creatinina e
uréia e concentracdo plasmatica de glicose e lactato de equinos praticantes de tambor, nos
momentos M1, imediatamente antes do inicio da prova, M2, ap6s o exercicio, M3, ap6s 4 h, e
M4 apds 24h do exercicio

M1 M2 M3 M4 Valor P
AST (UI/L) 263,66 + 26,39 270 £ 19,07 2915+ 24,14 283,33+ 23,5 0,144
CK (UI/L) 229,2a + 26,39 257,2ab +29,8 278,2b + 30,7 226 a+ 46 0,049
LDH (UI/L) 586 ab + 108,7 661 b £ 65,11 620 ab + 86 575a+ 93,77 0,046
Creatinina (mg/dL) 0,95a+0,07 1,43b £0,58 1,08a+0,42 1,16 a+ 0,20 0,042
Ureia (mg/dL) 39,17 +5,03 41,16 + 3,18 425+5,16 40,6 + 4,22 0,1425
Glicose (UI/L) 76,5+ 9,85 65,33 £ 15,01 80,33+ 8,01 745+6,41 0,1821
Lactato (mmol/L) 0,5a%0,2 10,28 b + 2,01 0,48a+0,44 0,7a=0,56 0,0001
Medias seguidas de mesmas letras minusculas nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si. o. =0,05
5.2.1 Aspartato aminotrasnferase (AST), Creatinaquinase (CK) e Lactado

Desidrogenase (LDH)

A determinacdo sérica da atividade da AST tem sido utilizada associada & CK e lactato
desidrogenase (LDH) para a avaliacdo dos efeitos do exercicio fisico sobre a musculatura
(CAMARA; SILVA et al., 2007; VALBERG, 2008). A CK ¢ uma enzima de extravasamento
uma vez que é liberada das células musculares quando estas sofrem lesdo. O que nédo esta
relacionado com lesdo de midcitos, mas sim pelo fato do exercicio induzir mudancas
reversiveis do musculo esquelético dos cavalos, como a elevacdo da permeabilidade do
sarcolema e das proteinas musculares, tais como a mioglobina, creatinoquinase (CK) e a
aspartato amino transferase (AST) que sd@o liberadas na circulagdo (THOMASSIAN et al.,
2007) Além disso ocorre aumento da permeabilidade do sarcolema e mitocondrias aumenta

durante o exercicio e LDH, CK e AST podem escoar para o plasma (VALBERG, 1996).
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Assim, as concentraces de AST e CK poderiam ser influenciadas pela fase de treinamento e
pelo tipo de exercicio (CAMARA; SILVA et al., 2007). Se a duragéo do exercicio for mantida
constante, a intensidade do mesmo determina o0 aumento de suas concentracdes séricas
(HARRIS et al., 1998).

Os resultados descritos na literatura sdo conflitantes com alguns autores citando
influéncia positiva ou a ndo interferéncia do exercicio sobre estas variaveis sanguineas (ROSE
et al., 1980, FREESTONE et al., 1991, BALARIAN et al., 2005; KOWAL et al., 2006;
PALADINO et al., 2007).

A atividade sérica das enzimas AST, CK e LDH variou dentro do considerado
fisiologico para a espécie (RADOSTITIS et al, 2002; HODGSON; ROSE, 1994;
THOMASSIAN, 2007). Segundo Kaneco et al. (1997), os valores de referéncia da atividade
sérica de AST variam de 226 a 366 UI/L. Ja Rose e Hodgson, (1994) relatam valores variando
entre 150 e 400 UI/L. Neste estudo, no M1 a atividade sérica de AST foi de 263,66 UI/L,
entre os valores considerados normais por Kaneko et al. (1997) , porém maior que os valores
observados por Franciscato et al. (2006) que relataram valores de AST entre 73 e 382 UI/L.
Esta enzima € encontrada nos hepatocitos, células musculares esqueléticas e cardiacas. No
caso de lesdo muscular o aumento ocorre de maneira mais lenta quando comparada a CK,
tendo seus valores méaximos entre 24 e 36 horas apds a ocorréncia da lesdo. Porém mesmo
ocorrendo um aumento dos valores de AST, ndo foi significativo para demonstrar lesdo
muscular uma vez que 0s niveis apos 24 horas do exercicio ja se encontravam menores que na
avaliacdo dos momentos anteriores e quase iguais aos do repouso. O exercicio promove
elevacdo dos valores de AST, com o pico da atividade enzimética ocorrendo entre 24 e 36
horas apds o exercicio. Este comportamento foi observado neste estudo, com o maior valor,
283,33 UI/L (Tabela 2), observado 24 horas apds o exercicio, porém sem diferenca
significativa em relacdo ao repouso (P= 0,1444). Esta elevacdo decorre de um aumento da
permeabilidade das paredes celulares em decorréncia da grande atividade muscular
determinada pelo exercicio (SICILIANO et al., 1997).

A amplitude desta variagdo vai depender da intensidade, tipo de exercicio executado e
condicionamento do animal (DA CAS et al., 2000). Assim, durante o treinamento so
observadas as maiores variacdes desta enzima, conforme relatado por Franciscato et al.,
(2006) que verificou amplitudes de 99 a 364 UI/L em cavalos crioulos em treinamento, contra
variacdo de 73 a 288 UI/L para fémeas em gestacdo. Sales, (2011), avaliando cavalos de

enduro, observou valores de 313 = 67,48 UI/L com o0s animais em repouso e 455 + 88,87
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UI/L apds a prova de 90 km, evidenciando a importancia da intensidade do exercicio na taxa
de atividade desta enzima. Em casos rabdomidlise exercional, a atividade sérica desta enzima
aumenta dramaticamente, cerca de 24 horas ap0s o exercicio, com valores da ordem de 3600
UI/L, e permanece elevada por dias (KNOEPFLI, 2002). J& Mcewen e Hullan, (1992)
relataram valores superiores a 10.000 UI/L em cavalos com rabdomiolise.

Neste estudo a atividade sérica da enzima CK no M2 apresentou-se elevada 257,2 UI/L
indicando que houve aumento da carga de trabalho (Tabela 2), porém o maior valor foi no M3
com valores de 278,2 UI/L apresentando diferenca significativa em relacdo ao repouso (M1)
229,2 UI/L (P= 0,049). Esse comportamento esta corroborando com estudo de Thral, (2006)
aonde a atividade de CK atinge seu valor maximo de 6 a 12 horas apds a lesdo muscular
aguda, com os valores retornando ao normal de 24 a 48 horas ap0s a ocorréncia e recuperacao
da leséo.

Martins et al. (2008) acompanharam os efeitos do treinamento. Para tal, alguns
animais passaram por um longo periodo de preparagdo, sendo posteriormente submetidos a
uma prova de enduro de aproximadamente 40 km. Os resultados encontrados para a atividade
sérica de CK apo6s 6 horas do final do exercicio foram mais elevados (189 + 62 UI/L),
Segundo os autores esta foi uma elevacao discreta, apesar de demonstrar significancia. Ainda
ressaltaram que 0 aumento da atividade enzimatica encontrada ndo indicou lesdo muscular.
Tyler-McGowan et al. (1999) observaram que o treinamento pode levar a adaptacOes
musculo-esqueléticas, mas elevacgdes das atividades de AST e CK podem aparecer associadas
a dor muscular, fadiga e baixa performance. Segundo Toledo et al. (2001) ocorre aumento da
atividade sérica de CK ap0s exercicios intensos. O aumento da atividade sérica de CK foi
relacionado com a permeabilidade de membrana aumentada devido a hipdxia que se
desenvolve durante o exercicio.

Animais mal condicionados fisicamente apresentardo hipdxia em trabalhos de baixas
intensidades e, consequentemente, maiores concentracdes da enzima em relacdo aqueles
animais bem condicionados (MILNE, 1976; SNOW; MACKENZIE, 1977; MILNE, 1982;
SEECHERMAN; MORRIS, 1990). A creatina-quinase ndo entra na corrente sanguinea
diretamente depois da sua liberagdo pelas células musculares, mas transita através da linfa
pelo liquido intersticial. Um aumento de trés a cinco vezes dos valores fisiologicos maximos
para a espécie equina na atividade de CK plasmatica corresponde a miolise aparente de
aproximadamente 20 g de masculo (CORNELIUS; BURNHAM, 1963).
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5.2.2 Glicose

Os valores da glicose variaram dentro do fisiologico para a espécie equina
apresentando valores entre 76,5 UI/L e 74,5 UI/L (tabela 2). Martins et al. (2005) citaram
valores de glicemia em cavalos da raca Arabe no repouso de 86,9mg/dL atingindo
116,3mg/dL 30 minutos apos o exercicio. Gordon et al. (2007) citaram como valores de
referencia no jejum o intervalo entre 80-95mg/dL. Nadeau et al. (2006) registraram o
intervalo de 59,8-82,0mg/dL para equinos da raca Morgan e de 66,6-87,6mg/dL para equinos
da raca Puro Sangue Inglés.

Neste estudo, no M1 os valores de glicose 76,5 UI/L encontram-se dentro dos limites
superiores do intervalo de referéncia descrito por Robinson, (2003) para a espécie equina
(75,0-115,0 mg/dL). Porém no M2 foi observado um decréscimo do valor glicémico 65,33
mg/dL como também citado por Kerber e Trindade, (2003), provavelmente pela assimilacdo
da glicose pelos musculos durante atividade fisica. A fonte primaria de glicose para 0 musculo
¢ a circulante no sangue, seguida por pequenas quantidades de glicose livre no sarcoplasma e
glicogénio estocado nas células musculares. O figado € uma grande fonte de glicogénio fora
do masculo e libera glicose na corrente sanguinea durante o esforco (MACLEAY, 2004).

As mudancas nas concentracdes de glicose plasmatica indicam estimulo para a
glicogénese hepética (ROSE; HODGSON, 1994). Segundo Coogan (1991) a glicogendlise é
dominante na maioria dos exercicios, e € maior no comeco e durante esforco de alta
intensidade como o avaliado neste estudo. A taxa de gliconeogénese € maior com 0
prolongamento do esforco, Paladino et al. (2007) testou cavalos de corrida submetidos a
overtraining e ndo foram detectadas alteracdes nos niveis de glicose entre 0s animais
saudaveis e o0s hipoteticamente acometidos. Como consequéncia das catecolaminas
circulantes frente ao exercicio fisico, hd a redugdo na liberacdo de insulina e 0 aumento de
glucagon circulante (McKEEVE, 2002; HYYPPA, 2005), que somados a acdo do cortisol,
promovem um efeito hiperglicemiante. O aumento da glicemia no exercicio foi descrito em
trabalhos de Gordon et al. (2007) e Ferraz et al. (2010), trabalhando com equinos em
diferentes intensidades de atividade fisica. Freestone et al. (1991) e Orozco et al. (2007)
comprovaram, além do aumento da glicemia, uma reducdo concomitante dos valores séricos
de insulina. Entretanto, na presente pesquisa, essa hiperglicemia pos-exercicio ndo foi
observada, no M3 os valores apresentaram uma elevacdo para 80 UI/L, porém nao apresentou

diferenca significativa em relacdo ao repouso (P= 0,1821). Lopes et al. (2009) relataram
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aumento significativo da glicose sérica em cavalos apos realizacdo da prova de vaquejada.
Teixeira e Padua, (2002) também reportaram aumento significativo da glicemia em cavalos da
raca Puro Sangue Inglés ap6s prova de corrida com valores maiores que os descritos no
presente trabalho (entre 92,12 mg/dL e 107,88 mg/dL).

Segundo Rose et al. (1983), a velocidade e duracdo do exercicio sdo os fatores mais
importantes para alteragdo na concentragéo de glicose. Spinha et al. (2001) realizaram estudos
com equinos PSI e observaram que os valores médios dos teores séricos de glicose sofreram
elevacdo nos diferentes tipos de exercicio, sendo proporcional a intensidade do esforco fisico.
Segundo Tadich et al. (1997), verificaram que 0s equinos ndo acostumados ao exercicio
apresentam variacdes sanguineos, mas eles retornam aos seus niveis de referéncia uma vez
gue animal se adapta ao exercicio. A glicose plasmatica tende a reduzir durante esforcos
prolongados (maiores que trés horas), enquanto que naqueles de curta duragdo, tanto o
aumento quanto a diminuicédo ja foram relatados, dependendo da intensidade do exercicio, da
nutricdo e do condicionamento do cavalo (POSO et al., 2004). A regulagdo da glicemia
durante o exercicio & mediada principalmente por controle hormonal. O aumento na liberagédo
de glicose hepatica associada ao exercicio € predominantemente mediada pela diminuicédo da
relacdo insulina:glucagon, enquanto que a taxa de consumo e utilizacdo pelo musculo sdo

moderadas pelo aumento da epinefrina circulante (POSO et al., 2004).

5.2.3 Lactato

Os valores basais de lactato plasmatico oscilam no repouso entre 0,5-1,0 mmol/L,
segundo McGowan, (2008) em cavalos de corrida. Neste estudo, o0 M1 apresentou valores
considerados fisioldgicos para a espécie 0,5mmol/L (Tabela 2). Segundo Gomide et al. (2006)
a determinacdo plasmatica de lactato apds o exercicio permite determinar o nivel de esfor¢o
fisico ao qual os animais foram submetidos, bem como determinar o preparo dos referidos
animais para realizar o exercicio imposto. O lactato se difunde dos musculos para o sangue,
sendo assim, a concentracdo de lactato no sangue ou no plasma reflete a producdo muscular
(HINES, 2003).

Com o inicio do exercicio, ha uma enorme aceleracdo na velocidade de quebra do
glicogénio do musculo (glicogendlise), na absorcdo de glicose e na quebra de glicose
(glicolise) (BROOKS; FAHEY, 1984). O lactato se acumula no sangue em funcdo da

velocidade do exercicio e tem sua concentracdo bastante elevada quando préxima do final do
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exercicio, indicando grande contribuicdo da glicdlise anaerdbica para producdo de energia
(MORRIS, 1992; DAVIE; EVANS, 2000). O aumento dos valores plasmaticos de lactato é
esperado pos qualquer tipo de exercicio, pois todas as fontes de energia sdo ativadas
(MCGOWAN, 2008).

Porém, este aumento é dependente principalmente da intensidade e da duracdo do
mesmo (Santos, 2006). Este comportamento foi observado neste estudo com maior valor no
M2 com valores de 10,28 mmol/L apresentando diferenca significativa em relacdo ao repouso
(P=0,0001). Esta elevacdo ocorre porque houve predominancia da producdo de energia por
via anaerdbica lactica, visto que os valores foram superiores a 4 mmol/L, caracterizado como
o limiar anaerébico (GOMIDE et al.,2006; KOWAL et al., 2006; TATEO et al., 2008). O
aumento de ADP local pode causar diminuicdo de performance por fadiga muscular, sendo o
principal impedimento para a continuidade do trabalho (HARRIS, 1998) Porém ndo foi
evidenciada lesdo muscular por causa da elevacdo dos valores até 10,28 mmol/L. Segundo
Pos6, (2002) os valores tem que estar acima de 30 mmol/L para que ocorra declinio do pH
sanguineo, em consequéncia da falha no clearance do lactato acumulado, levando a acidemia,
fadiga muscular e a miopatia. Associa-se a tal fato, uma musculatura ndo adaptada a
intensidade de exercicio imposto. Apds corrida ou esforgo submaximo, as concentracdes
séricas podem atingir até 25-30mmol/L (McGOWAN, 2008).

Segundo Luna (1993) os exercicios de baixa intensidade com duragdo de um longo
periodo de tempo, foram mais eficazes em provocar a secrecao adrenocortical que uma maior
intensidade da carga de trabalho por um periodo mais curto. A hiperlactatemia persistente
pode refletir que a via da glicolise aerdbica foi estimulada pela adrenalina ao invés de hipdxia
(JAMES et al., 1999). Este fato ndo foi observado neste estudo, uma vez que os valores de
lactato no M4 ja estavam dentro do fisioldgico 0,7mmol/L segundo McGowan (2008), e
proximos aos do repouso M1 0,5 mmol/L. De uma forma geral, 0 aumento da concentracdo de
lactato plasmatico podera ser usado para indicar a capacidade atlética do cavalo visto que
animais que apresentam grande capacidade aerobia geralmente tém baixas elevacdes das
concentragOes de lactato em resposta ao exercicio ou apresentam uma clearance mais eficiente
(VABERG, 2008).

5.2.4 Creatinina e ureia
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A ureia assim como a creatinina sérica, sofrem influéncias de condigdes pré-renais,
como intensa atividade ou alteracdo muscular e também, devido a hipovolemia que leva a
diminuicdo da filtracdo glomerular (FOREMAN; FERLAZZO, 1996).

Segundo Kaneko, (1989) os valores de referéncia para creatinina em equinos estdo
compreendidos na faixa de 106 a 168 mol/L, enquanto outros autores citam como valores de
referéncia os inferiores a 2,0 mg/dl. De acordo com Hodgson e Rose, (1994) valores na ordem
de 24 a 48 mg/dL de ureia estdo dentro do limite fisiologico. A formacdo da ureia é uma
reacao que requer a utilizacdo de energia, e ocorre quase que exclusivamente no figado. A
taxa de formacdo da ureia depende da taxa de catabolismo protéico. A atividade sérica desta
enzima neste estudo esteve dentro do fisioldgico apresentando valores de 39,17 mg/dL no
M1(tabela 2). Um aumento na concentracdo da ureia sanguinea pode refletir tanto uma
aceleracdo no catabolismo protéico, quanto uma diminuicdo na sua excrecdo urinaria
(FOREMAN; FERLAZZO, 1996). E este comportamento foi observado neste estudo com
maior valor no M3, nas 4h ap0ds o exercicio com valores de 42,5 mg/dL (Tabela 2), porém néo
apresentando diferencas significativas quando comparado ao repouso (p = 0,1425) e além
disso ap6s as 24 horas no M4 ja estavam apresentando valores mais proximos do repouso
novamente 40,5 mg/dL. A creatinina é produzida a partir da decomposic¢do de creatina, um
composto nitrogenado utilizado por células musculares para armazenar energia. A
concentracdo sérica de creatinina varia de acordo com a sintese de creatina e a quantidade de
tecido do musculo do animal (STOCKHAM, 1995). Por esse motivo seu aumento é
fisiolégico (LARA et al.,1976; SHOTT, 2006; ORTOLANI et al., 2002). Este comportamento
foi observado no M2 com valor de 1,42mg/dL (tabela 2) apresentando diferencas
significativas em relacdo ao repouso (P= 0,042). Este aumento apds o exercicio também foi
constatado por (HODGSON; ROSE, 1994; PICCIONE et al., 2008) assim como, ocorreu em
cavalos arabes acometidos por rabdomidlise (EL-DEEB; EL-BAHR 2010). O aumento da
concentragdo da creatinina nos momentos M2, imediatamente apds o exercicio, até M4 nas
24h apds o exercicio, considerando que os cavalos exercitados mantiveram uma funcao renal
normal demonstra que o exercicio anaerdbico de curta duragdo, como o efetuado neste estudo,
eleva a creatinina urindria por aumentar o catabolismo da fosfocreatina (PCr) durante sua
execucdo (KUROSAWA et al; TURGUT et al., 2003; MENDE et al 2004; VOLEK et al.,
2004) uma vez que, neste tipo de exercicio a energia necessaria é fornecida pelo sistema ATP-
CP, resultando na maior producdo de creatinina. A creatinina ¢ usada como marcador da

massa muscular, por ser o local de maior estocagem de creatina (TAES et al., 2003; CHUNG
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et al., 2003). Além disso, indica que a concentragdo de creatinina pode aumentar
conjuntamente com a massa muscular e exercicio (SCHIMID; VONFORSTNER, 1986). A
fadiga no exercicio aerdébio esta mais relacionada a deplecdo de glicogénio, hipertermia e
desequilibrio eletrolitico, enquanto que no anaerdbio, como no presente estudo, os fatores
mais importantes séo a deplecdo de ATP e creatina fosfato, sendo a creatinina um produto da
degradacdo desta no masculo (MACLEAY, 2004).

5.3 Dano oxidativo e controle antioxidante

5.3.1 Concentracdo de TBARS - MDA

O malondialdeido (MDA) é um dos produtos finais da peroxidac&o lipidica que ocorre
como consequéncia do estresse oxidativo induzido pelo exercicio fisico. (DEATON;
MARLIN, 2003; RADAK et al., 2008; SUN et al., 2010) Como os eritrocitos circulam por
todo o organismo a avaliacdo do estresse oxidativo eritrocitario, por meio da mensuragao do
MDA eritrocitério, pode ser utilizada como um indice de estresse oxidativo (MACHADO et
al., 2007). Os valores de MDA obtidos por Michima et al. (2004) foram na ordem de
0,90nmol/L. Neste estudo no M1 os valores foram de 0,39nmol/gHb (Tabela 3), o que foi
considerado fisiologico para a espécie. As modificacdes das membranas celulares decorrentes
da peroxidacdo lipidica sdo causadas por superproducdo de ERO e isso pode ser uma das
causas de miopatia induzida por exercicios e hemolise dos cavalos (CHIARADIA et al., 1998;
MARLIN et al., 2002). O aumento dos niveis de MDA serve como um marcador de estresse
oxidativo e da intensidade do exercicio. Neste estudo, verificamos no M2 com valores de 1,02
nmol/gHb que apresentaram diferencas significativas em relacdo ao repouso (p =0,0058). Este
mesmo comportamento foi relatado em cavalos de corrida puro-sangue apos exercicio de
pista, sem alteracBes significativas 30 minutos apds repouso (KEDZIERSKI et al., 2009). Em
outro estudo, realizado em cavalos de corrida puro-sangue (WHITE et al., 2001)
demonstraram concentracdes de MDA significativamente elevadas minutos apos a corrida.

Estes dados evidenciam que a intensidade do exercicio pode ser um fator importante
no estresse oxidativo. O retorno aos niveis basais da concentracdo de MDA, também é um
parametro que pode ser influenciado pelo tipo de exercicio e intensidade do mesmo. Este
estudo os valores no M3 eram 0,4 nmol/gHb, semelhantes aos valores basais, ja Avellini et al.

(1999) relataram que as concentragbes plasmaticas de MDA permaneceram
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significativamente elevadas apds 24h em cavalos de corrida apds o ensaio de poténcia
maxima, e Chiaradia et al. (1998) relataram concentra¢cbes plasmaticas de MDA
significativamente elevadas 18 horas apds o exercicio em cavalos de corrida. Todos estes
autores trabalharam com atividade de explosdo e velocidade. Quando analisamos 0s
resultados obtidos por autores que trabalharam com atividades de resisténcia, verificamos que
concentragOes elevadas de MDA plasmético foram encontrados 14 dias ap6s uma corrida de
resisténcia em cavalos de corrida (AI-QUADAH; AlI-MAJALL, 2008).

Tabela 3 - Valores médios e desvio padrdo da concentracdo eritrocitaria de TBARS/MDA,
superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) em de equinos praticantes da
prova dos trés de tambores, nos momentos M1, imediatamente antes do inicio do jogo, M2,
apos o exercicio, M3, apos 4 h, e M4 apos 24h do exercicio

M1 M2 M3 M4 P
TBARS/MDA
(nmol/g Hb) 0,39a+0,19 1,02 b + 0,69 0,44 a+0.26 022a+0,09  0,0058
SoD
U/L) 2,860 + 0,88 2,377+ 1,26 2,883 + 0,44 2533+0579  0,7421
GPx 40,89a+17,61  36,78a+17,46 36,81a+2196 64,18b+2575  0,0420
(mmol/mL)

Medias seguidas das mesmas letras, ou sem elas ndo diferem estatisticamente entre si. o = 0,05

5.3.2 Superéxido Dismutase (SOD)

Para avaliar o sistema de defesa antioxidante enddgeno, tanto a defesa antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico precisam ser analisados ao mesmo tempo. Embora varios estudos
tém relatado mudancas na atividade enzimatica de SOD e CAT ap0s o exercicio de resisténcia
aguda, os resultados permanecem controversos (N EUBAUER et al., 2008)

Neste estudo os valores de SOD variaram dentro dos limites fisiologicos de acordo
com estudo feito por Takahashi, et al. (2012). A atividade de SOD no M1 apresentou valores
de 2,86 UI/L. O valor mais baixo observado foi no M2 2,37 UI/L (Tabela 3), porém néo foi
observada diferenca significativa quando comparadas com o repouso (P= 0,7421).
Corroborando com este estudo, nem sempre ocorre aumento da atividade da SOD ap0s o
exercicio, como por exemplo, ao término de um programa de treinamento de oito semanas de
ciclismo de intensidade moderada em individuos ndo treinados (TIIDUS et al., 1996) e em
individuos treinados para competir em provas de corrida (TAULER et al., 1999). Segundo

Takahashi et al. (2012) os valores encontrados de SOD néo apresentaram diferenca estatistica
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significativa mesmo quando foram comparados diferentes intensidades de exercicio de enduro
apresentando valores de 4,60 UI/L no repouso e 3,79 UI/L imediatamente apds o exercicio de

alta intensidade.

5.3.3 Glutationa Peroxidase (GPx)

Com a liberacdo de ERO a glutationa reduzida é oxidada por acdo da GPx. Neubauer
et al. 2008 em estudo informou recentemente que GPX no sistema de defesa antioxidante
enzimatico pode ser altamente responsivo para 0s exercicios de resisténcia em geral, e para 0
exercicio a uma elevada intensidade, particularmente. Neste estudo no M1 foram encontrados
valores de 40,8 mmol/ml. Em estudo de Takagashi et al. 2012 em atividades de GPx no
plasma foram elevados imediatamente e ap6s 30 min exercicio, em comparacdo com pré-
exercicio, no ensaio de alta intensidade e houve um aumento significativo na atividade plasma
GPX imediatamente ap6s o exercicio no julgamento de média intensidade. Esse fato nédo
ocorreu neste estudo, que apresentou seus maiores valores no M4 64,18 mmol/mL (Tabela
03), apresentando diferencas significativas quando comparado com o repouso (P= 0,0420).
Este comportamento foi relatado por Avellini et al. 1995 que retratou que a atividade da
enzima GPx se altera apds 24 horas de treinamento e ndo por causa do exercicio fisico
intenso. A atividade de GPx que catalisa a oxidagdo da glutationa reduzida GSH se alterou
indicando que houve ativacdo do sistema antioxidante celular. A GSH é abundante e
alteracdes em seus niveis refletem modificacdes musculares recentes, porém como respondem
ao treinamento seus niveis celulares aumentam manisfestando poucas alteracdes apos o
exercicio (WILLIAMS et al., 2004).
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6. CONCLUSAO

O exercicio fisico anaerébico mesmo sendo rapido promoveu peroxidacéo lipidica e
estresse oxidativo, que foi comprovado com a avaliacdo de MDA. Apesar da alteracdo nas
enzimas musculares, ndo houve lesdo muscular significativa fato que foi comprovado com a

bioquimica CK, AST e LDH. O dano oxidativo foi controlado pelo sistema antioxidante.
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