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SAITO, M. E. Influéncia da suplementagdao com vitamina E (dl-a tocoferol)
nas fungcoes de monodcitos e polimorfonucleares de eqiliinos da raca
Arabe submetidos ao exercicio fisico. 2007. 72f. Tese de Doutorado em
Medicina Veterinaria, Area de Clinica Veterinaria — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

RESUMO

A alteracdo bioldgica mais evidente observada durante o exercicio fisico € o
aumento da taxa metabdlica, com elevada demanda de oxigénio, que pode
aumentar a formagao de espécies reativas de oxigénio (ROS) potencialmente
danosas ao organismo, ocorrendo lipoperoxidagdo como consequéncia. Foi
desenvolvido um método de isolamento simultaneo de células mononucleares
e polimorfonucleares de sangue periférico equino, utilizando gradiente
descontinuo de ficoll-hipaque d=1,077 e d=1,119. A separag¢do de ambos os
tipos celulares resultou em alto grau de pureza e viabilidade. Foram avaliadas
funcdes de mondcitos e polimorfonucleares em eqiiinos da raca Arabe
suplementados com vitamina E comparando-se com um grupo controle em
duas provas de exercicio progressivo em esteira de alta velocidade antes e
depois de serem submetidos a um protocolo de treinamento. Os resultados
indicam que o treinamento e a suplementagdo com vitamina E preservaram as
fungdes dos mondcitos equinos quanto a geragdo de anion superoxido (Oy),
peréxido de hidrogénio (H20-), éxido nitrico (NO) e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) ao mesmo tempo em que preveniram a produgdo exacerbada
dessas substancias. Enquanto as produgcdes de H;O, e Oy por
polimorfonucleares pelo grupo de animais suplementados foram mais elevadas.
Isso indica a exacerbacdo desta fungcdo dos polimorfonucleares dos equinos
pela vitamina E antes e apds a prova de exercicio fisico em esteira de alta
velocidade. A vitamina E suplementar na dieta promoveu menor formagao de

malondialdeido (MDA), ou seja, ocorreu atenuacao da lesao oxidativa.

Palavras-chave: Equino, Mondcitos, Polimorfonucleares, Exercicio, Estresse

Oxidativo, Vitamina E.



SAITO, M. E. Effects of exercise and vitamin E (dl-a tocopherol)
supplemantation in Arabian horses peripheral blood monocytes and
polymorphonuclear cells functions. 2007. 72f. Tese de Doutorado em
Medicina Veterinaria, Area de Clinica Veterinaria — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

ABSTRACT

The clearest biological alteration observed during physical exercise is the
increase of metabolic rate, with a high oxygen demand. It can increase the
reactive oxygen species (ROS) formation potentially harmful to the organism,
occurring lipoperoxidation as a result. It was developed a method of
simultaneous  separation of peripheral blood mononuclear and
polymorphonuclear cells in horse utilizing discontinuous Ficoll-Hypaque
gradients d=1,077 and d=1,119. Both cells types isolation resulted in high purity
and viability degree. It was evaluated functions in monocytes and
polymorphonuclear cells in Arabian horses supplemented with vitamin E by
comparing a control group in two incremental treadmill exercises before and
after been submitted to a training protocol. Results indicated that training and
vitamin E supplementation preserved the monocyte functions regarding
superoxide anion generation (O2"), hydrogen peroxide (H20>), nitric oxide (NO)
and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) at the same time that they prevented
an excessive production of those substances. Whereas H,O, e O, productions
by polymorphonuclear cells in supplemented animals group were higher. It
indicates an exacerbation of that horse polymorphonuclear cells function by
vitamin E before and after incremental treadmill exercises. Supplementary
vitamin E in the diet promoted a lower malondialdeide (MDA) formation, namely

occurred attenuation in oxidative stress.

Key-words: Horse, Monocytes, Polymorphonuclear Cells, Exercise, Oxidative

Stress, Vitamin E.
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Capitulo I 3

1 INTRODUGAO GERAL

O exercicio fisico € conhecido por diversos beneficios que proporciona ao
organismo. Os antioxidantes aumentam com o exercicio, porém, o incremento
dessas defesas nem sempre € proporcional aos eventos pré-oxidantes, que
dependem da duragcdo e da intensidade do exercicio, do programa de
treinamento, idade, dieta e estado de saude do animal (SACHECK et al. 2001).
O aumento de estresse oxidativo provocado pelo exercicio fisico pode ser
mais prejudicial que benéfico. Durante o exercicio ocorre producédo de ROS
com envolvimento de uma série de mecanismos bioquimicos e fisioldgicos, que
sao indicativos de estresse oxidativo (JI, 1995).

O sistema imune inato também pode ser afetado pelo estresse oxidativo
provocado pelo exercicio, sendo estimulado ou inibido, de acordo com a
intensidade da atividade fisica (SUGIURA, et al., 2001). Os equinos sao
considerados atletas por definicdo e sofrem as consequiéncias da elevacao da
demanda de oxigénio no organismo provocada pela elevagdo da taxa
metabodlica (POWERS e LENNON, 1999) e ha uma grande preocupagao
quanto aos riscos de doencgas infecciosas provocadas pela imunossupressao
decorrentes do estresse oxidativo (AINSWORTH et al., 2003).

O malondialdeido (MDA) € o produto de lipoperoxidagdo mais estudado
como marcador de lesdo oxidativa durante o exercicio e é aceito como indice
de intensidade de lipoperoxidacao (CHIARADIA, 1998; AVELLINI et al., 1999),
pois ha elevagao de sua concentragcdo durante o exercicio em varios tecidos e
a extenséo da lipoperoxidagao depende da intensidade do exercicio (JI, 1995).

O treinamento fisico regular e a suplementacdo com antioxidantes na
dieta podem ser opgdes para diminuir os efeitos maléficos do exercicio, devido
a resposta adaptativa dos antioxidantes e mecanismos de reparo que resultam
em menor acumulo de lesdes oxidativas (KANTER et al., 1993; AVELLINI et al.,
1999; NAVARRO et al., 2004).

Apesar das inumeras pesquisas realizadas sobre o efeito do exercicio e
suplementagédo com antioxidantes na dieta em equinos, ainda permanecem
muitas duvidas, principalmente a respeito da influéncia do estresse oxidativo
sobre o sistema imune inato. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o

efeito do exercicio fisico em equinos suplementados com vitamina E sobre
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algumas fungdes pro-inflamatorias dos mondcitos (Capitulo 1) e a liberagao de
ROS por polimorfonucleares de sangue periférico (Capitulo 1V).

Para que as células fossem analisadas de forma isolada, inicialmente foi
necessaria a padronizacdo de uma técnica de isolamento de leucdcitos

mononucleares e polimorfonucleares de sangue periférico equino (Capitulo II).

2 REVISAO DE LITERATURA

Normalmente dois a 5% do oxigénio (O2) consumido € transformada em
espécies reativas de oxigénio (ROS). Durante o exercicio o consumo de O,
aumenta imensamente, cerca de 10 a 15 vezes a mais que o repouso, sendo
que o requerimento de O, pelo musculo esquelético pode aumentar em mais
de 100 vezes. Sendo inevitavel o aumento da producdo ROS, e se a mesma
porcentagem destes reativos for produzido, o exercicio pode elevar muito a
quantidade de ROS no organismo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

As ROS sao importantes no mecanismo de lesdo celular, e podem ser
liberados no meio extracelular por leucdcitos apdés a exposigcdo a agentes
quimiotaticos, imunocomplexos, citocinas ou durante o metabolismo oxidativo
de fagécitos. Este metabolismo € uma importante medida de ativagdo dos
fagécitos durante a fase efetora das repostas imunes, e este processo esta
altamente relacionado a exposi¢gao dessas células a varios microrganismos,
com concomitante aumento da atividade microbicida (ROSEN et al., 1995).

Em condigbes fisioldgicas o organismo possui reservas antioxidantes
adequadas para conter a producdo de ROS, pois a sua producdo &€ um
processo intrinseco da vida de organismos aerobicos (JI, 1995). Quando os
sistemas antioxidantes ndo sao suficientes para uma defesa eficaz aumenta a
vulnerabilidade dos tecidos e componentes celulares as ROS e ocorre o
chamado estresse oxidativo, que pode atingir grandes propor¢des danificando
as estruturas celulares do organismo (CHIARADIA et al., 1998; POWERS e
LENNON, 1999).

O exercicio fisico foi associado a alteragdes nas fungdes imunes em
humanos, roedores e equinos (ROWBOTTOM e GREEN, 2000; RAIDAL et al.,
2000; SUGIURA et al., 2001; AINSWORTH et al., 2003). Exercicios regulares e

moderados estimulam alguns aspectos da resposta imune, como o0 aumento da
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atividade fagocitica e da explosao oxidativa dos neutrdéfilos em eqtiinos atletas
como efeito benéfico do exercicio moderado (PYNE, 1994), enquanto
exercicios intensos podem provocar imunossupressao e aumentar os riscos de
doencas infecciosas (SUGIURA, et al., 2001).

A atividade fisica intensa pode aumentar a formacéo intracelular de ROS
e promover o estresse oxidativo, devido a elevacdo da atividade metabdlica
celular. A dimensdo do estresse oxidativo esta relacionada a intensidade e
durag&o do exercicio (SOUZA JUNIOR et al., 2005).

Todos os componentes celulares sao suscetiveis a acdo das ROS, porém
a membrana é uma dos mais atingidas em decorréncia da lipoperoxidagao. Os
lipoperéxidos formados podem acumular em 6rgdos ou tecidos produzindo
reducéo irreversivel da fluidez da membrana, aumentando a permeabilidade e
resultando em perda de sua integridade e ruptura da célula (DE MOFFARTS et
al.,, 2006). Consequentemente, ha perda da seletividade na troca ibnica e
liberacdo do conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos
lisossomas, e formagéo de produtos citotdéxicos, como o malondialdeido (MDA),
culminando com a morte celular (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

O treinamento fisico regular pode diminuir a incidéncia de certas
neoplasias, apesar da possibilidade de maior formacao de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, devido a resposta adaptativa dos antioxidantes e
mecanismos de reparo que resultam em menor acumulo de lesdes oxidativas
do DNA e reduzem a vulnerabilidade das proteinas as lesbes oxidativas
(RADAK et al., 2002).

Os antioxidantes preservam a homeostasia das células ao repouso e
exercicios leves, porém, quando a producdo de ROS é excessiva ou a defesa
antioxidante ndo € adequada, como durante exercicio aerdbico prolongado ou
quando o sistema antioxidante esta comprometido, ocorre lesdo oxidativa
celular e tecidual (PHUNG et al., 1994; JI, 1995; CHIARADIA et al., 1998;
AVELLINI, et al., 1999; CHOW, 1991), podendo estar envolvido na patogénese
das miopatias e hemdlises induzidas pelo exercicio em equinos (CHIARADIA,
1998).

Devido ao consumo de antioxidantes durante o exercicio extenuante e
treinamento cronico, a suplementacdo de antioxidantes na dieta pode ser

benéfico (JI, 1995). A suplementacdo diaria de vitamina E reduz
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significativamente a quantidade de MDA sérico, antes e apds exercicio
moderado e intenso (KANTER et al., 1993; AVELLINI et al., 1999).
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Separagao simultanea de células mononucleares e polimorfonucleares de

sangue periférico eqiiino

RESUMO

O método de separagdo simultdnea de células mononucleares e
polimorfonucleares de sangue periférico equino foi desenvolvido para estudos
comparativos e de fungdo em processos fisioldgicos e patoldgicos. Utilizou-se
gradiente descontinuo de ficoll-hipaque nas densidades de 1,119 e 1,077. Apds
centrifugacdo com supensao celular de leucécitos em plasma autdlogo, a
viabilidade obtida foi maior que 95%, com 98,9% de células mononucleares
contra 1,1% de polimorfonucleares na interface entre o plasma e o ficoll-
hipaque d=1,077 e 97% de polimorfonucleares e 3% de mononucleares na
interface entre o ficoll-hipaque de d=1,119 e d=1,077. Esta técnica permite
trabalhar com estes tipos celulares de forma isolada, pois os leucécitos
mononucleares e polimorfonucleares de sangue periférico equino utilizando
gradiente descontinuo de histopaque com densidades de 1,077 e 1,119 foram

isolados com alto grau de pureza e viabilidade.

Palavras-chave: Equino, Mononucleares, Polimorfonucleares, Sangue

Periférico, Separacao simultanea.



Capitulo IT  Q

1 INTRODUGAO

As investigacdes sobre as propriedades e mecanismos das células em
processos fisioldgicos e patoldgicos frequentemente necessitam de populagdes
isoladas. Ha diversas metodologias descritas para este fim, como
sedimentagdao por gravidade, centrifugacdo com gradientes de densidade
continuos e descontinuos, flotagcao, citometria de fluxo, aderéncia em plastico
ou vidro, ou a combinacao de técnicas (WEISS et al., 1989).

O emprego de gradiente de densidade descontinuo de Percoll para
isolamento simultdneo de células mononucleares e polimorfonucleares de
sangue periférico equino foi descrito anteriormente (WEISS et al, 1989),
entretanto, esta técnica necessita de adequacdo ao ambiente de trabalho e
manipulagdo de reagentes (MAY et al., 1991), o que demanda tempo e
possibilita muitos erros. Em outros procedimentos sdo necessarias varias
etapas, que incluem a sedimentagao prévia com dextran, centrifugacao com
gradiente de densidade e lise de eritrocitos com solugdes hipoténicas (BOYUM,
1968; SEETHANATHAN et al., 1990; FOSTER et al.,, 1992; ALMEIDA et al.,
2000).

Metodologias que utilizam apenas o gradiente de ficoll-hipaque d=1,077
resulta em populagdes de células mononucleares com elevado grau de pureza
e contaminacdo minima com eritrocitos, entretanto, € necessaria uma etapa
adicional para a obtencdo de células polimorfonucleares, que consiste na
recuperagcao deste tipo celular da camada de eritrécitos sedimentados e
remogao por hemolise (WEISS et al., 1989).

Desta forma apresentamos uma técnica para separacdo de células de
sangue periférico equino, que possibilitou o isolamento concomitante de células

mononucleares e polimorfonucleares.

2 MATERIAL E METODOS

Amostras de 20 a 30mL de sangue obtidas da veia jugular de 15 equinos
clinicamente sadios, machos e fémeas, com idade variando de 3,5 a 10 anos
de idade foram obtidas em tubos a vacuo contendo heparina (Vacutainer-
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) e centrifugadas por 10 minutos a

5009 para obtengao de papa de leucécitos e suspensa em plasma autélogo.
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Foi preparado um gradiente descontinuo de ficoll-hipaque (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA) nas densidades de 1,077 e 1,119 em tubos
cbnicos de polipropileno de 15mL dispostos da seguinte forma: 2,5mL de ficoll-
hipaque d=1,077 colocados vagarosamente sobre 2,5mL de ficoll-hipaque
d=1,119, ambas as solu¢des eram mantidas a 4°C somente antes do uso.

Sobre este gradiente acrescentou-se 10mL de suspensao celular de
leucdcitos em plasma autélogo, e submetido a centrifugagéo por 30 minutos a
500g em temperatura ambiente, sem aplicagcao de freio ao final do processo.
ApOs esta etapa obtiveram-se duas porgdes em forma de halo, a primeira entre
o ficoll-hipaque de d=1,077 e o plasma e a segunda entre o ficoll-hipaque de
menor densidade e o de d=1,119.

As duas porc¢des foram recuperadas separadamente e submetidas a duas
lavagens com meio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) por 10 minutos
de centrifugagcdo a 150g para remocgao dos gradientes de densidade e
plaquetas e suspensas em RPMI 1640. A viabilidade das células foi verificada
pelo método de exclusdo com Azul Tripan 0,2% (Merck, Darmstadt, Germany)
com auxilio de camara hemocitométrica de Neubauer e a identificacdo dos
tipos celulares por observagédo em microscopia Optica de laminas preparadas
por citocentirfugacéo e coradas com May-Grinwald-Giemsa (Merck).

Todo o procedimento foi realizado em no maximo trés horas apds a

colheita das amostras.

3 RESULTADOS

Apods a centrifugacédo dos gradientes de densidade ficoll-hipaque com os
leucdcitos diluidos em plasma, foi obtida a seguinte conformacéo: uma camada
de eritrocitos no fundo do tubo cénico, seguido do gradiente d=1,119, um halo
contendo células polimorfonucleares, o gradiente d=1,077, um halo com células
mononucleares e o plasma autologo.

Esta técnica possibilitou o isolamento de células mononucleares e
polimorfonucleares de sangue periférico equino com alto grau de pureza e
viabilidade. A interface entre o ficoll-hipaque de d=1,077 e o plasma continha
98,9% de células mononucleares contra 1,1% de polimorfonucleares (Figura

1A) e na interface entre o ficoll-hipaque de d=1,119 e d=1,077 foram
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encontrados 97% de polimorfonucleares e 3% de mononucleares (Figura 1B).
A viabilidade das células isoladas foi maior que 95% (Tabela 1).

TABELA 1 Dados (n=15, médiatdesvio padrao) de duas interfaces de células
mononucleares e polimorfonucleares isoladas de sangue periférico
eqlino em gradiente descontinuo de ficoll-hipaque d=1,077 e d=1,119

Interface entre plasma e Interface entre ficoll-hipaque

ficoll-hipaque d=1,077 d=1,077 e d=1,119
(mononucleares) (polimorfonucleares)
Pureza (%) 98,9+1,1 97,0+0,8
Viabilidade (%) >96,0 >95,0
Neutrofilos (%) 1,1£1,0 96,6 +0,8
Eosindfilos (%) 0,1+0,1 0,3+0,5
Basdfilos (%) 0,0+0,0 0,1+0,3
Mondcitos (%) 44,3+24,2 1,0£0,0
Linfécitos (%) 54,6+£24,3 2,0+0,8

FIGURA 1 Separagdo de células mono e polimorfonucleares de sangue periférico eqiino
com gradiente descontinuo de ficoll-hipaque. (A) interface entre ficoll-hipaque
d=1,077 e plasma autélogo e (B) interface entre ficoll-hipaque d=1,077 e ficoll-
hipaque d=1,119.

A quantidade de eritrocitos ndo foi mensurada, porém, ao analisar as
laminas preparadas a partir da suspensao celular dos isolados de
mononucleares e polimorfonucleares de ambas as porgdes, a contaminacao

por este tipo celular foi minima.

4 DISCUSSAO
Esta técnica é simples e rapida e nao requer procedimentos como o
preparo de reagentes (PICOCK et al., 1987; WEISS et al., 1989, MAY et al.,
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1991), sedimentacao por gravidade (BOYUM, 1968; ALMEIDA et al., 2000), lise
de eritrocitos por solugdes hipotonicas (SEETHANATHAN et al., 1990;
FOSTER et al.,, 1992) e nem mesmo reagentes e equipamentos muito
onerosos como os utilizados para separacdo com anticorpos marcados
magneticamente (JOUBERT et al.,, 2001). Muitas destas técnicas requerem
varias etapas para a separagdo de células mononucleares e
polimorfonucleares, e estas manobras podem culminar com a diminuicdo da
viabilidade e afetar as fungcbes das células, principalmente das
polimorfonucleares.

Gradientes de Percoll foram utilizados para separacao de células de
sangue periférico equino, entretanto, ha grande variagdo na concentragéo
deste composto entre diversos estudos (WEISS et al., 1989; MAY et al., 1991;
FOSTER et al., 1992; DAGLEISH et al., 1999; BENBAREK et al., 1999). Uma
das possibilidades dessa diversidade é a interferéncia da temperatura, sendo
recomendado o ajuste para cada local de trabalho (MAY et al., 1991). Apesar
de nao ter sido analisada a influéncia da temperatura ambiente, é
recomendavel que esteja entre 25 e 30°C, pois este trabalho foi realizado sob
estas condi¢gdes térmicas sem prejuizo na viabilidade das células, sem
necessidade de adequagdes nas densidades dos gradientes de ficoll-hipaque
utilizados.

Strasser et al. (1998) descreveram uma técnica semelhante para
separagao de células caninas, distinto em alguns pontos como a temperatura
dos gradientes de densidade e a forga de centrifugagéo. Era imprescindivel que
os gradientes de densidade estivessem a 4°C, ao contrario do presente
experimento, que foi utilizada temperatura ambiente, exceto para
armazenamento. Ndo houve separagdo adequada das células mono e
polimorfonucleares com a forga de centrifugacdo de 340g, necessitando de
solugdo de lise para remover os eritrocitos contaminantes, ao contrario do
presente experimento, no qual foi aplicado 500g para centrifugar os gradientes
de densidade com a suspensdo de leucdcitos. E possivel que os resultados
sejam diferentes por nado se tratar da mesma espécie, provavelmente seja pela
diferenca de densidade das células (WEISS et al., 1989).

Nao foi observado problema com formagdo de fibrina ou coagulos

utilizando heparina como anticoagulante, ndo sendo necessario acrescentar
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nenhuma solugdo contendo EDTA como no método descrito por Weiss et al.
(1989).

Para remover as plaquetas seria necessaria uma forga de centrifugagéao
por volta de 100g, entretanto, pode implicar em perda de células (ALMEIDA et
al., 2000). Desta forma foi utilizada forga de centrifugagdo de 150g, o que néo
eliminou totalmente as plaquetas da porgao rica em células mononucleares.

A técnica descrita proporcionou um método rapido, simples para separar
células mononucleares e polimorfonucleares de sangue periférico equino de
maneira concomitante, e facilmente adaptavel para utilizacdo em pesquisas ou

terapias que necessitem destes tipos celulares isolados e viaveis.
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Influéncia da suplementagao de vitamina E (dl-a tocoferol) nas fungoes de

mondcitos de eqiiinos da raca Arabe submetidos ao exercicio

RESUMO

A alteracéo biologica mais evidente observada durante o exercicio € o aumento
da taxa metabdlica, com elevada demanda de oxigénio, que pode aumentar a
formagdo de espécies reativas de oxigénio potencialmente danosas ao
organismo, ocorrendo lipoperoxidagdo como consequéncia. Um grupo de
eqiiinos da raga Arabe suplementado com vitamina E foi comparado com um
grupo controle em duas provas de exercicio progressivo em esteira de alta
velocidade antes e depois de serem submetidos a um protocolo de treinamento.
Os animais suplementados apresentaram valores menores de H,O, produzidos
por monaocitos no teste ndo estimulado e estimulado por "Phorbol Myristate
Acetate" (PMA) na maioria dos momentos antes do treinamento, evidenciando
a eficacia da suplementacdo vitamina E e do treinamento dos equinos no
aumento de antioxidantes no organismo. Na maioria dos momentos o0s
resultados de liberagdo de O, no teste ndo estimulado por PMA foram
detectaveis, porém baixos. No teste estimulado os resultados foram menores
no grupo suplementado antes e apds as provas de exercicio. A produgédo de
NO pelos monécitos foi maior, com maior estabilidade no grupo suplementado.
A menor produgdo de TNF-a quando estimulados por lipopolisacarideo (LPS)
em cultura de mondcitos foi no grupo suplementado com vitamina E em ambas
as provas de exercicio. Os resultados indicam que o treinamento e a
suplementacdo com vitamina E preservaram as fungdes dos mondcitos eqlinos
quanto a geracdo de Oy, H,O,, NO e TNF-a, ao mesmo tempo em que
preveniu a producdo exagerada destas substancias e promoveu menor lesao
oxidativa nos animais suplementados, indicada pela menor formacao de MDA
sérica. Demonstrando a relevancia da suplementacdo com a vitamina E para

aumentar as defesas antioxidantes do organismo.

Palavras-chave: equino, vitamina E, mondcitos, exercicio, estresse oxidativo.
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1 INTRODUGAO

O exercicio fisico foi associado a alteragdes nas fungdes imunes em
humanos, roedores e equinos (ROWBOTTOM e GREEN, 2000; RAIDAL et al.,
2000; SUGIURA et al., 2001; AINSWORTH et al., 2003). Exercicios regulares e
moderados estimulam alguns aspectos da resposta imune, enquanto exercicios
intensos podem provocar imunossupressao e aumentar os riscos de doengas
infecciosas (SUGIURA, et al., 2001).

A alteragao biolégica mais evidente observada durante o exercicio € o
aumento da taxa metabdlica, com elevada demanda de oxigénio (POWERS e
LENNON, 1999). A maioria do oxigénio € utilizada na mitocondria para geragao
de energia. Entretanto, dois a 5% sao convertidos a varios intermediarios de
oxigénio, como os radicais superédxido (O2 "), hidroperoxila (HOO), hidroxila
('OH) e o peroéxido de hidrogénio (H20.), classificados como Espécies Reativas
de Oxigénio (ROS) (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Em condigbes fisioldgicas o organismo possui reservas antioxidantes
adequadas para conter a producdo de ROS, pois a sua produgcdo € um
processo intrinseco da vida de organismos aerobicos (JI, 1995). Quando os
sistemas antioxidantes ndo sio suficientes para uma defesa eficaz aumenta a
vulnerabilidade dos tecidos e componentes celulares as ROS e ocorre o
chamado estresse oxidativo, que pode atingir grandes proporg¢des danificando
as estruturas celulares do organismo (CHIARADIA et al., 1998; POWERS e
LENNON, 1999).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo importantes no mecanismo
de lesdo celular, e podem ser liberados no meio extracelular por leucdcitos
apdés a exposicdo a agentes quimiotaticos, imunocomplexos, citocinas ou
durante o metabolismo oxidativo de fagdcitos. Este metabolismo é uma
importante medida de ativagdo dos fagécitos durante a fase efetora das
repostas imunes, e este processo esta altamente relacionado a exposicao
dessas células a varios microrganismos, com concomitante aumento da
atividade microbicida (ROSEN et al., 1995).

O 6xido nitrico (NO) € um radical livre produzido a partir da L-arginina, por
uma reacédo mediada pela enzima NO-sintase constitutiva (c-NOS) e induzivel
(i-NOS). A ¢c-NOS é dependente de ions calcio e de calmodulina, que esta

envolvida na sinalizagdo celular, e a i-NOS é produzida por macrofagos e
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outras células ativadas por citocinas. Em processos infecciosos, macrofagos,
neutrofilos e células endoteliais sdo ativados e secretam simultaneamente NO
e ROS, e a acédo citotéxica indireta do NO consiste, principalmente, na sua
reagcao com esses intermediarios do oxigénio (DUSSE et al., 2003).

Quando mediadores inflamatoérios, como as ROS, NO e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) sdo produzidos em grandes quantidades, podem provocar
danos teciduais associados a lesbes inflamatérias e isquémicas (KIM et al.,
1996).

Todos os componentes celulares sao suscetiveis a acdo das ROS, porém
a membrana é uma das mais atingidas em decorréncia da lipoperoxidagdo. Os
lipoperéxidos formados podem se acumular em 6rgaos ou tecidos produzindo
reducao irreversivel da fluidez da membrana, aumentando a permeabilidade e
resultando em perda de sua integridade e ruptura da célula (DE MOFFARTS et
al., 2006). Consequentemente, ha perda da seletividade na troca idnica e
liberacdo do conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos
lisossomas, e formacéao de produtos citotéxicos, como o malondialdeido (MDA),
culminando com a morte celular (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

A atividade fisica intensa pode aumentar a formacgao intracelular de ROS
e promover o estresse oxidativo, devido a elevagcdo da atividade metabdlica
celular. A dimensao do estresse oxidativo esta relacionada a intensidade e
durag&o do exercicio (SOUZA JUNIOR et al., 2005).

Aparentemente o exercicio moderado pode melhorar a longevidade
provavelmente por diminuir o estresse oxidativo celular e pela prevengao da
diminuicao das fung¢des mitocondriais que acompanham a reducéo das fungdes
fisiologicas associadas a idade (NAVARRO et al., 2004).

O treinamento fisico regular pode diminuir a incidéncia de certas
neoplasias, apesar da possibilidade de maior formacao de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, devido a resposta adaptativa dos antioxidantes e
mecanismos de reparo que resultam em menor acumulo de lesdes oxidativas
do DNA e reduzem a vulnerabilidade das proteinas as lesbes oxidativas
(RADAK et al., 2002).

Deficiéncia de nutrientes antioxidantes podem comprometer seriamente o
sistema antioxidante e exacerbar o estresse oxidativo e lesdo tecidual

induzidos pelo exercicio (JI, 1995). A suplementacgéao diaria de vitamina E reduz
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significativamente a quantidade de MDA sérico, antes e apds exercicio
moderado e intenso (KANTER et al., 1993; AVELLINI et al.,, 1999). Ha
quantidades proporcionais de vitamina E no plasma e nos mondécitos de
individuos suplementados (DEVARAJ, et al., 1996).

O principal objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do exercicio fisico na
geracao de lesdo oxidativa por espécies reativas de oxigénio em equinos
suplementados com vitamina E e a influéncia sobre algumas fungdes pro-

inflamatoérias dos mondécitos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Animais

Foram utilizados dez eqiiinos da raca Arabe, trés machos castrados e
sete fémeas, com idade variando de 4,5 a 7 anos e peso médio de 383kg,
sedentarios e clinicamente sadios, selecionados mediante exame
hematoldgico, bioquimica clinica, videoendoscopia do aparelho respiratorio
anterior com o0 animal em repouso e laringoscopia com o0 animal em movimento
e avaliagao cinematica do aparelho locomotor.

O manejo nutricional consistiu de ragdo comercial (Proequi-Guabi,
Mogiana Alimentos, Sdo Paulo, Brasil), feno de capim Coast-Cross (Cynodon
dactylon), suplemento mineral (Sal mineral Centauro, Moagiana Alimentos),
conforme recomendacgdes de Lewis (2000) e agua ad libitum.

Os animais foram igualmente distribuidos nos grupos controle (GC) e
suplementado com vitamina E (GE). A suplementagdo com 1000 Ul/animal/dia
de Acetato de dl-a-tocoferol (E-Tabs, Sigma Pharma, Hortolandia, SP, Brasil)
via oral para o grupo GE foi realizado 15 dias antes da primeira prova de
exercicio, diariamente e interrompido somente no final do experimento.

Foram realizadas duas provas de exercicio progressivo, denominadas de
P1 (antes do treinamento) e P2 (apds o treinamento), as quais consistiram no
uso da esteira de alta velocidade (Mustang 2200 AG, Kagra, Suica) inclinada a
+7% e velocidade de 1,8m/s por 5min, seguindo a 4,0m/s por 3min, 6,0m/s por
2min e posteriormente 8,0m/s, 9,0m/s e 10,0m/s por 1min em cada velocidade,
ou até quando o animal ndo mais conseguisse manter-se em galope, mesmo

sendo estimulado. Os animais foram mantidos em repouso e acompanhados
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até 120h apods o término do exercicio.

Entre P1 e P2 houve intervalo de 30 dias, em que os animais foram
submetidos a um periodo de treinamento, realizado uma vez ao dia, seis vezes
por semana com um dia de descanso até completarem 20 dias. O protocolo de
treinamento adotado foi de 5min a 1,8m/s, 3min a 4,0m/s, 2min a 6,2m/s, 1min
a 8,0m/s e 1min a 10,0m/s, seguidos de um periodo de desaquecimento a 3m/s
por 2min e a 1,6m/s por 2min. Os animais descansaram por 48h antes de
realizarem a segunda prova de exercicio.

Amostras de sangue foram colhidas por venipuncgao jugular em tubos a
vacuo heparinizados (Vacutainer-Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)
para isolamento de mondcitos e em tubos com gel ativador da coagulagao
(Vacutainer-Becton Dickinson) para obtengcdo de soro, antes do inicio do
exercicio e 30 minutos, 24, 48, 72 e 120 horas apds 0 exercicio em ambas as

provas.

2.2 Isolamento de mondcitos

Foram utilizadas amostras de 60mL de sangue periférico para o
isolamento de células mononucleares, segundo a técnica descrita por Saito et
al. (2006), pela utilizagdo de um gradiente descontinuo de densidade de ficoll-
hipaque d=1,077 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) e d=1,119 (Sigma).

A porgao rica em mononucleares da interface entre o plasma e o ficoll-
hipaque d=1,077 foi recuperada e submetida a duas lavagens sucessivas por
meio de centrifugagdo com meio de cultura RPMI 1640 (Gibco, Grand Island,
NY, USA), por 10 min a 150 g cada. A viabilidade das células foi verificada pelo
método de exclusdo com Azul Tripan 0,2% (Merck) e a identificacdo dos
mondcitos foi realizada pela incorporagéao do corante Vermelho Neutro 0,02%
(Sigma), em camara hemocitométrica. A suspensao celular em meio de cultura
RPMI 1640, suplementado com 2 mM de L-Glutamina (Sigma) e 10% de soro
bovino fetal (Gibco) inativado, foi distribuida em placas de cultura com fundo
plano e apds duas horas de incubagao a 37°C em estufa umidificada e tensao
constante de 5% de CO,. As células ndo aderentes foram eliminadas pela

lavagem dos orificios das placas com meio RPMI 1640.
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2.3 Liberagao de peroéxido de hidrogénio (H,02) por mondcitos

Utilizou-se a técnica descrita por Pick e Mizel (1981) modificada, baseada
na oxidagao de vermelho fenol (Sigma) na presencga de peroxidase Horseradish
tipo Il (Sigma) com e sem estimulante "Phorbol Myristate Acetate" (PMA)
(Sigma) na concentragdo de 60ng/alvéolo. Foram isolados 2x10°
mondcitos/alvéolo em placas de cultura de 96 alvéolos (Nunc, Roskilde,
Denmark), e o resultado expresso em nM de H,02/2x10° células, tendo como
referéncia uma curva padrao com dilui¢gdes seriadas de peroxido de hidrogénio

(Sigma). As dosagens e a curva padrao foram realizadas em quadruplicata.

2.4 Liberagao de anion superoxido (O2’) por mondécitos

A mensuracao da producdo de O, por mondcitos equinos foi realizada
pela redugédo de Ferricitocromo ¢, segundo técnica descrita por Pick e Mizel
(1981) modificada. Mondcitos isolados (2x10°%/alvéolo) em placas de cultura,
em quadruplicata, foram acrescentados de um reagente contendo 160nM de
Citocromo C parcialmente acetinilado (Sigma) diluido em solugdo de Hanks,
com e sem PMA (Sigma) como estimulante na concentragédo de 40ng/alvéolo.

A densidade O6ptica dos sobrenadantes foi mensurada por
espectrofotometria a 550nm apdés 60 min de incubagdo a 37°C em estufa
umidificada e tensdo constante de 5% de CO,. A quantidade de O, produzido

por alvéolo foi calculada pela férmula Oy=(absorbéncia a 550nm x 100)/6,3.

2.5 Oxido nitrico (NO) liberados por monécitos

Foram gerados sobrenadantes de cultura de mondcitos equinos na
concentragdo de 2x10° mondcitos/alvéolo incubados por 18 horas a 37°C em
estufa umidificada e tensdo constante de 5% de CO..

A concentracao de nitrito nos sobrenadantes de cultura celular reflete a
producao de oOxido nitrico celular, que foi determinada segundo a reagao de
Griess, como descrito por Hawkins et al. (1998). Para tanto, volumes iguais
(100nL) de sobrenadante e reagente de Griess foram colocados em placas de
96 alvéolos a temperatura ambiente por 10 min e mensurados por leitura em
leitor de placas a 550nm. A concentracdo de nitrito foi determinada por
referéncia a uma curva padrao criada por diluigdo seriada na razao dois de
nitrito de sddio (200mM a 1,58mM).



Capitulo I1T 99

2.6 TNF-a’2m sobrenadante de cultura de monécitos

Foram gerados sobrenadantes de cultura de mondcitos na concentragao
de 1x10° células/mL em placas de cultura de 24 alvéolos com fundo plano
(Nunc) incubados a 37°C em estufa umidificada e tensao constante de 5% de
CO; por 18 horas com e sem estimulo por lipopolissacarideo (LPS) (Sigma).
Apos este periodo o sobrenadante foi aliquotado e armazenado a -80°C até o
momento da mensuragao.

A dosagem de TNF-a foi realizada por meio de um ensaio de
imunoadsorgcdo enzimatica (ELISA), com um kit comercial (DuoSet, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA), segundo as instru¢cdes técnicas fornecidas

pelo fabricante.

2.7 Vitamina E sérica e Malondialdeido Sérico (MDA)

As amostras de soro foram protegidas da luz e armazenadas a -80°C. As
dosagens de vitamina E de acordo com a metodologia descrita por Arnaud et
al. (1991) e MDA sérico pela metodologia descrita por Karatas et al. (2002)
foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Shimadzu,

Kyoto, Japao), em fluoroscopia.

2.8 Anadlise estatistica

Para variaveis avaliadas nos dois grupos, cuja tendéncia central foi
representada pela mediana, foi efetuado o teste nao paramétrico de Mann-
Whitney para comparagao dos dois grupos, em cada momento e prova. Para
comparar os momentos dentro de cada grupo foi aplicado o teste néao
paramétrico de Friedman (CURI, 1998). Em todas as analises, as estatisticas

foram consideradas significativas quando p<0,05.

3 RESULTADOS
3.1 Vitamina E Sérica
Os valores de vitamina E foram sempre superiores no grupo

suplementado, sendo maiores na segunda prova de exercicio.
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FIGURA 1 Medianas da concentragao sérica de vitamina E (dl-a-tocoferol) de equinos da raca
Arabe, nas provas P1 (antes do treinamento) e P2 (pés-treinamento) de exercicio
progressivo em esteira nos grupos controle (GC) e suplementado com vitamina E
(GE).

3.2 Malondialdeido Sérico (MDA)

Apesar de nao observar diferenga significativa, nota-se que no grupo
controle ha discreto aumento de MDA antes do treinamento aos 30min apds as
provas de exercicio e reducédo dos valores em 24h depois (Figura 2). Ocorreu
diferenga estatistica entre os momentos somente no grupo controle na P2, em
que aos 30min apos o exercicio foi significativamente (p<0,0,5) maior que
antes do exercicio, 24h e 48h pds-exercicio.

Na analise entre os grupos controle e suplementado houve diferenca
significativa (p<0,05) somente ao repouso antes de serem submetidos ao
treinamento, mas nitidamente os valores de MDA do grupo controle foram
superiores em todos os momentos.

Ao confrontar as provas de exercicio progressivo ndo houve diferenca

entre P1 e P2, com resultados semelhantes antes e apds o treinamento.
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FIGURA 2 Medianas da concentracdo sérica de malondialdeido (MDA) de equinos da raca
Arabe, nas provas P1 (antes do treinamento) e P2 (pds-treinamento) de exercicio
progressivo em esteira nos grupos controle (GC) e suplementado com vitamina E
(GE). *Difere entre grupos na mesma prova (p<0,05).

3.3 Peroéxido de hidrogénio (H20-)

Os valores foram baixos ou n&do detectaveis em todos os momentos do
teste ndo estimulado (Tabela 1). Ndo houve diferenga significativa entre
momentos em nenhum dos grupos, porém, a produgdao aumentou em 48h e
72h apos P1 no grupo controle e em 24h apos a P2 no grupo suplementado.
Analisando-se a influéncia da suplementagdo ocorreu diferenga significativa
(p<0,05) somente 48h pds-exercicio na P1, com valor superior para 0 grupo
controle. No teste estimulado por PMA, a produgcdo de H,O, aumentou 48h
apds a P1 no grupo controle, com tendéncia a ser maior em todos os grupos
neste momento. A diferenga nao foi significativa entre os momentos de nenhum
dos grupos.

Comparando-se os grupos a liberacao H,O, foi superior no grupo controle
em todos os momentos antes e apdés a P1 e P2, com diferenca estatistica
(p<0,05) somente em 48h apos P1. Na P2 ambos os grupos tiveram valores
muito semelhantes.

Analisando o efeito do treinamento, o grupo controle apresentou valores
maiores na P1 que na P2 em todos os momentos. Ao contrario do grupo

suplementado em que os valores foram um pouco menores na P1, porém,
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muito semelhantes (ndo houve diferenga estatistica entre as provas em

nenhum dos grupos).

3.4 Anion superéxido (0y)

A producao de Oy por mondcitos eqliinos ndo estimulados com PMA foi

baixa em todos os momentos de ambos os grupos e provas de exercicio

(Tabela 1). Os valores do teste estimulado com PMA no grupo suplementado

com vitamina E foram menores em ambas as provas. Analisando a variacao

entre as provas, 0 grupo controle apresentou maior liberagdo na P1 e o grupo

suplementado na P2, apds o periodo de treinamento fisico.

TABELA 1 Medianas e percentis (Pos;P;5) da liberagdo de perdxido de hidrogénio (H,O,) e
anion superéxido (O,)) por mondcitos isolados de eqiiinos da raga Arabe, antes e
apos exercicio progressivo em esteira pelos grupos controle (GC) e suplementado
com vitamina E (GE) nos testes com e sem estimulo por PMA.

Pré- Pos-exercicio (horas)
exercicio 0,5 24 48 72 120
GC 0,00 0,00 0,00 0,38 0,18 0,00
P1 (0,00;0,01) (0,00;0,17) (0,00; 0,00) (0,25; 0,70)  (0,00; 0,74)  (0,00; 0,54)
GE 0,00 0,00 0,00 0,00* 0,00 0,00
Sem (0,00; 0,00)  (0,00; 0,00) (0,00; 0,00) (0,00;0,00) (0,00;0,24) (0,00;0,11)
PMA GC 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
P2 (0,00;0,07) (0,00; 0,00) (0,00;0,00) (0,00;0,00) (0,00;0,00) (0,00; 0,06)
GE 0,00 0,00 0,21 0,00 0,00 0,00
H,0, (0,00;0,00) (0,00;0,00) (0,00;0,27) (0,00;0,05) (0,00;0,00) (0,00;0,01)
(nM /2x10°) GC 1,66 2,57 1,05 5,99 2,84 1,65
P1 (0,40; 2,10) (0,68;2,99) (0,46;2,45) (1,40;7,27) (2,06;2,84) (0,93;2,41)
GE 0,65 0,32 0,21 0,93 0,56 0,67
Com (0,00;0,84) (0,00;2,04) (0,02;0,98) (0,35;1,36) (0,38;0,77) (0,14; 0,96)
PMA GC 1,10 0,66 0,67 1,75 0,45 0,99
P2 (0,84;1,91) (0,60;2,27) (0,67;2,72) (0,88;2,19) (0,29;0,87) (0,00; 1,53)
GE 1,27 1,61 1,51 1,54 0,91 0,75
(1,17;1,62)  (1,16;3,25) (0,96;4,24) (1,37;2,02) (0,90;1,18) (0,27; 1,25)
GC 0,05 0,11 0,07 0,15 0,18 0,09
P1 (0,02;0,12) (0,01;0,43) (0,06;0,08) (0,14;0,30) (0,08;0,29) (0,08; 0,33)
GE 0,22 0,13 0,04 0,30 0,00 0,00
Sem (0,12; 0,40) (0,06; 0,20) (0,02; 0,07) (0,00;0,31) (0,00;0,03) (0,00; 0,00)
PMA GC 0,22 0,11 0,13 0,13 0,14 0,00
P2 (0,12;0,27) (0,06;0,14) (0,09; 0,40) (0,08; 0,68) (0,00;0,22) (0,00; 0,06)
GE 0,00 0,00 0,01 0,01 0,02 0,14
0, (0,00;0,05) (0,00;0,03) (0,00;0,23) (0,00;0,02) (0,00;0,50) (0,06; 0,21)
(nM /2x10°) GC 1,03 0,91 0,64 0,69 0,60 0,89
P1 (0,58;1,25) (0,68;0,92) (0,48;0,71) (0,62;0,74) (0,59;0,64) (0,85; 0,93)
GE 0,12 0,03 0,02 0,21 0,10 0,02
Com (0,01;0,46) (0,02;0,37) (0,00;0,96) (0,04;0,44) (0,00;0,10) (0,00; 0,04)
PMA GC 0,69 0,85 0,60 0,82 0,52 0,61
P2 (0,60;0,83) (0,64;0,91) (0,20;0,79) (0,71;0,88) (0,46;0,81) (0,09; 0,84)
GE 0,27 0,25 0,41 0,24 0,51 0,21
(0,00; 0,81) (0,00; 0,44) (0,17;0,81) (0,05;0,42) (0,25;0,79) (0,15; 0,30)

*difere no mesmo momento do grupo controle
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3.5 Oxido nitrico (NO)

Nao houve diferenca estatistica entre momentos, grupos ou provas
(Tabela 2). Comparando-se a diferenga da producédo de NO entre os
momentos, no grupo controle diminuiu em 24h pods-exercicio na P1. Este
mesmo grupo na P2 apresentou elevagdo no momento 24h com pico de
producdo em 48h e reducdo em 72h, mantendo a mesma concentracdo em
120h. O grupo suplementado com vitamina E ndo apresentou diferencas
marcantes na P1, enquanto na P2 ocorreu pequena elevacdo em 30 min e 24h
apods o exercicio, com redugao nos momentos subsequentes.

Ao analisar a diferenca entre grupos, houve tendéncia dos valores serem
superiores no grupo controle na P1. Enquanto na P2 os resultados do grupo
suplementado foram maiores, com inversao deste quadro somente em 48h.

Entre as provas o grupo controle apresentou producdo mais elevada de
NO na P1, exceto em 24h pds-exercicio e o grupo suplementado valores

maiores em P2.

3.6 Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)?

Durante o teste n&do estimulado com LPS nao foram observados valores
detectaveis em nenhum dos momentos analisados (Tabela 2).

No teste estimulado com LPS, apesar de nao existir diferenca significativa
entre os momentos, algumas variagdes foram observadas. No grupo controle
ocorreu aumento da concentracdo de TNF-a em 24h e 72h apos a P1 e na P2
apresentou valor mais alto no repouso com diminuigdo progressiva até 48h
pos-exercicio. No grupo suplementado houve pequena elevagao da produgao
em 48h apos a P1, sem detecgdo nos momentos restantes, enquanto na P2
aumentou em 30min e 48h pds-exercicio, também de maneira sutil.

Analisando a influéncia da suplementagéo, notou-se que o grupo controle
na P1 apresentou concentragdes mais elevadas de TNF-a na maioria dos
momentos, semelhante a P2, na qual todos os momentos as concentracdes
foram superiores. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos controle e
suplementado em nenhum dos momentos analisados.

Ao examinar a diferenca entre as provas de exercicio (sem diferenca

significativa), o grupo controle apresentou produgdo maior somente antes do
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exercicio da P1 que na P2. Os valores do grupo suplementado foram

discretamente maiores ap6s 30min da primeira prova de exercicio.

TABELA 2 Medianas e percentis (Po5;P+5) da liberacdo de 6xido nitrico (NO) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) por mondcitos isolados de eqiiinos da raga Arabe, antes e apds
exercicio progressivo em esteira pelos grupos controle (GC) e suplementado com
vitamina E (GE).

Pré- Pos-exercicio (horas)
exercicio 0,5 24 48 72 120
cc 242 2,47 1,11 2,64 2,28 2,45
P1 (18:25) (24,29  (1,0,17)  (2.2:3.1) (16:23)  (16;33)
NO GE 1,21 1,38 1,14 0,79 0,89 1,07
(mMI2X10° (11:13)  (06:19)  (07:1,7) _ (0,6;1,5) (08,09 (08 1,1)
monéatos) cc 114 1,23 1,79 2,32 1,92 1,81
P2 04:13)  (04:17) (1419  (13;26) (14:21) (14;22)
GE 1,58 2,19 2,25 1,77 2,11 1,83
(15.16) (1,823)  (2.2:22)  (1,3;25) (18:22)  (1,7:19)
GC 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P1 (00;00)  (00;70) (0,0;236) (00;643)  (0,0;000)  (0,0;0,00)
GE 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Sem (00;00)  (0,0;00)  (0,0;0,0) _ (0,0;0,0) (0,0;00)  (0,0;6,8)
LPS GeC 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P2 (0,0;480)  (0,0;7.0)  (0,0;00)  (0.0;00)  (00;213)  (0,0;4.9)
GE 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TNF-a (0,0;000  (00;00)  (0,0;00)  (0,0,00)  (0,0;0,0) _ (0,0;0,0)
(pg/1x10 cc 0,00 61,00 203,00 0,00 297,00 17,00
mondcitos) P1 (0,0;84)  (0,0;195)  (0,0;207)  (0,0;367)  (0,0;365)  (0,0;236)
GE 0,00 0,00 0,00 19,67 0,00 0,00
Com (00;00)  (0,0;00)  (0,0;00)  (0,0:30,6)  (0,0,0,0)  (0,0;214)
LPS GC 144,27 102,27 62,00 11,00 50,27 0,00
P2 (0,0;403)  (0,0;174)  (0,0; 66) (0,0; 64) (0,0; 91) (0,0;38)
GE 0,00 46,93 0,00 0,00 0,00 0,00

(0,0; 18,5) (0,0; 98,3) (0,0, 5,9) (0,0, 0,0) (0,0,0,0) (0,0, 0,0)

4 DISCUSSAO

A maioria dos resultados nao apresentou diferenca estatistica devido ao
numero reduzido de animais. Entretanto, os dados foram analisados
descritivamente devido ao significado metabdlico, baseados nos valores de
mediana.

Os valores superiores de vitamina E (Figura 1) na segunda prova de
exercicio € justificada pelo maior periodo de suplementagao, que foi de 45 dias
contra 15 dias até o momento da primeira prova. Indicando que as
concentracdes séricas de vitamina E sao influenciadas ndo apenas pela dose
administrada, mas também pelo periodo de suplementacao.

O MDA é o produto final da lipoperoxidagcdo mais significante, que
aparece nos tecidos e no plasma, e €& aceito como indice da taxa de

lipoperoxidacao (AVELLINI et al.,, 1999), resultado da reacdo com radicais
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livres (LOVLIN et al.,, 1987). O aumento do MDA imediatamente apds o
exercicio (Figura 2), no grupo controle e suplementado, em ambas as provas
de exercicio, indica que houve maior producdo de ROS neste momento. Todos
os valores de MDA praticamente retornaram aos valores iniciais em 24h apds o
final do exercicio, sugerindo a capacidade antioxidante preservada nestes
animais. Os valores deste produto de lipoperoxidacdo sempre menores no
grupo suplementado refletem a importancia da vitamina E como um dos
maiores suplementos antioxidantes (CHIARADIA, 1998; AVELLINI et al., 1999).

A producao de oxidantes pelos leucécitos foi apontada como a provavel
causa de lesdes inflamatdrias e oxidativas dos tecidos, pois exercicios fisicos
podem induzir uma infiltracdo leucocitaria, indicado pelo aumento dos
marcadores sistémicos como o MDA (LEEUWENBURGH e HEINECKE, 2001).

Os animais suplementados apresentaram valores menores de H;O;
produzidos por monocitos no teste ndo estimulado e estimulado por PMA na
maioria dos momentos antes do treinamento, evidenciando a eficacia da
suplementagcdo com vitamina E e do treinamento dos equinos no aumento de
antioxidantes no organismo (KANTER et al., 1993; AVELLINI et al., 1999).

Na maioria dos momentos os resultados de liberagdo de O, pelos
monadcitos no teste ndo estimulado por PMA foram detectaveis, porém baixos.
No teste estimulado os resultados foram menores no grupo suplementado
antes e apos as provas de exercicio, ratificando o efeito da vitamina E no
controle da geracao de ROS nestas células (LOVLIN et al., 1987; SUGIURA et
al., 2001).

As produgdes de Oy, H,O; e formagdo de MDA em mondcitos estimulados
in vitro sao significativamente menores quando provenientes de individuos
suplementados com vitamina E (DEVARAJ, et al., 1996), além de melhorar a
capacidade de reduzir a formacdo de radicais livres induzida pelo exercicio
fisico, evitando eficientemente a lipoperoxidacdo (AVELLINI et al., 1999).
Demonstrado neste experimento pela detecgcdo de MDA sérico e producdes de
ROS pelos mondcitos menores no grupo suplementado com vitamina E.

A quantidade reduzida desses potentes mediadores pode aumentar a
expressdo de citocinas e moléculas de aderéncia endotelial, amplificando a
cascata que suscita a resposta inflamatdria. A liberagao de altos niveis desses

mediadores pode ser prejudicial para o animal, sendo que os efeitos podem ser
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abrangentes, particularmente relevantes a lesao celular, pois contribuem para a
desestruturacdo de macromoléculas bioldégicas, como a lipoperoxidagdo de
membranas, modificagdo oxidativa de proteinas e lesdo de DNA (JAMES e
NACY, 1993).

O grupo de animais nao suplementados, principalmente antes do
treinamento, provavelmente esteve mais vulneravel a agao toxica pela
formagao de peroxinitrito (ONOQO"), um poderoso oxidante de proteinas, pela
associacdo de NO e Oy, pois a producdo de NO pelos mondcitos foi maior
(exceto 24h poés-exercicio), com maior estabilidade no grupo suplementado. O
ONOO pode protonar-se na presenca de ion hidrogénio (H*), originando um
radical altamente reativo e téxico, a hidroxila (HO'), aumentando a agao tdxica
do NO e O;. A célula produtora de NO e sua vizinhanca nao estdo a salvo da
toxicidade desta molécula (DUSSE et al., 2003).

A menor producao de TNF-a quando estimulados por LPS em cultura de
mondcitos foi no grupo suplementado com vitamina E em ambas as provas de
exercicio, evitando danos teciduais associados com lesdes inflamatdrias e
isquémicas (KIM et al., 1996), pois aparentemente o TNF-a possui um grande
papel na endotoxemia clinica em equinos (CARGILE, et al., 1995).

Além do treinamento, a suplementacao de vitamina E na dieta pode servir
de alternativa para aumentar a defesa antioxidante nos organismos submetidos
ao exercicio fisico e evitar o estresse oxidativo pela depuragao significante de
radicais livres e consequente repressado da lipoperoxidacdo (CLAYCOMBE e
MEYDANI, 2001; SEN, 2001).

Os resultados permitem concluir que o treinamento e a suplementacao
com vitamina E preservaram as fungdes dos mondcitos equinos quanto a
geragdo de Oy, H,O,, NO e TNF-a, ao mesmo tempo em que preveniu a
producao exagerada destas substancias e promoveu menor lesdo oxidativa nos
animais suplementados, indicada pela menor formacido de MDA sérico.
Demonstrando a relevancia da suplementacdo com a vitamina E para aumentar

as defesas antioxidantes do organismo.
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Efeito do exercicio e suplementagcao com vitamina E (dl-a tocoferol) em

leucécitos polimorfonucleares de eqiiinos da raca Arabe

RESUMO

O exercicio fisico aumenta a produgdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) devido ao maior consumo de oxigénio e, consequentemente, ocorre o
estresse oxidativo. O objetivo deste estudo foi avaliar as fungdes de liberagéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) por polimorfonucleares de sangue
periférico de eqlinos suplementados com vitamina E submetidos ao exercicio
fisico. Desta forma um grupo de eqiiinos da raca Arabe suplementado com
vitamina E foi comparado um grupo controle antes e apés uma prova de
exercicio progressivo em esteira de alta velocidade depois de serem
submetidos a um protocolo de treinamento. As produgdes de H,O, e O, por
polimorfonucleares no grupo de animais suplementados foram mais elevadas.
Isso indica a exacerbacdo desta fungcdo dos polimorfonucleares dos equinos
pela vitamina E antes e apds a prova de exercicio fisico em esteira de alta
velocidade. A concentracdo sérica de MDA mais baixa indica que, apesar da
maior liberacdo de H,O, e O, pelos leucdcitos polimorfonucleares dos equinos

suplementados com vitamina E, houve atenuacgao da lesao oxidativa.

Palavras-chave: Equino, Vitamina E, Polimorfonucleares, Exercicio, Estresse

Oxidativo.
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1 INTRODUGAO

A influéncia do exercicio fisico no sistema imune inato foi determinada por
varios estudos em humanos (CANNON, et al., 1990), equinos (RAIDAL et al.,
2000; MALINOWSKI, et al., 2004; ESCRIBANO et al.,, 2005) e animais de
laboratério (SUGIURA, et al., 2001). Ha aumento da atividade fagocitica e da
explosao oxidativa dos neutroéfilos em equinos atletas como efeito benéfico do
exercicio moderado (PYNE, 1994). Essa fungdo do neutréfilo fica prejudicada
no exercicio intenso, aumentando o risco dos animais em contrair infeccoes
pelo comprometimento da resposta imune inespecifica (RAIDAL et al. 2000). A
supressao ou estimulo da resposta imune é dependente da intensidade e
duracdo do exercicio e é especulada por contribuir com aumento da
prevaléncia de pleuropneumonia e abscessos pulmonares em equinos
(AINSWORTH et al., 2003).

Normalmente 2 a 5% do oxigénio (O2) consumido é transformada em
espécies reativas de oxigénio (ROS). Durante o exercicio o consumo de O
aumenta imensamente, cerca de 10 a 15 vezes a mais que o repouso, sendo
que o requerimento de O, pelo musculo esquelético pode aumentar em mais
de 100 vezes. Sendo inevitavel o aumento da producdo ROS, e se a mesma
porcentagem destes reativos for produzido, o exercicio pode elevar muito a
quantidade de ROS no organismo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Os antioxidantes preservam a homeostasia das células ao repouso e
exercicios leves, porém, quando a producdo de ROS é excessiva ou a defesa
antioxidante ndo é adequada, como durante exercicio aerdbico prolongado ou
quando o sistema antioxidante esta comprometido, ocorre lesdo oxidativa
celular e tecidual (PHUNG et al., 1994; JI, 1995; CHIARADIA et al., 1998;
AVELLINI, et al., 1999; CHOW, 1991), podendo estar envolvido na patogénese
das miopatias e hemdlises induzidas pelo exercicio em equinos (CHIARADIA,
1998). Devido ao consumo de varios antioxidantes durante o exercicio
extenuante e treinamento crénico, a suplementagao de antioxidantes na dieta
pode ser benéfica (JI, 1995). A vitamina E é apontada como um poderoso
antioxidante, entretanto, sob condi¢cdes fortemente oxidativas pode sofrer
oxidagao e uma metabolizagao irreversivel da molécula de tocoferol (SETIADIA
et al., 2003).
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O objetivo deste estudo foi verificar o efeito do exercicio fisico na geragao
de lesdo oxidativa por espécies reativas de oxigénio em equinos
suplementados com vitamina E e avaliar as funcdes de liberagdo de ROS por

polimorfonucleares de sangue periférico.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Animais

Foram utilizados dez eqiiinos da raga Arabe, trés machos castrados e
sete fémeas, com idade variando de 4,5 a 7 anos e peso médio de 383kg,
sedentarios e clinicamente sadios, selecionados mediante exame
hematoldgico, bioquimica clinica, videoendoscopia do aparelho respiratorio
anterior com o animal em repouso e laringoscopia com o animal em movimento
e avaliagao cinematica do aparelho locomotor.

O manejo nutricional consistiu de ragdo comercial (Proequi-Guabi,
Mogiana Alimentos, Sdo Paulo, Brasil), feno de capim Coast-Cross (Cynodon
dactylon), suplemento mineral (Sal mineral Centauro, Moagiana Alimentos),
conforme recomendagdes de Lewis (2000) e agua as libitum.

Os animais foram igualmente distribuidos nos grupos controle (GC) e
suplementado com vitamina E (GE). A suplementagdo com 1000 Ul/animal/dia
de Acetato de dl-a-tocoferol (E-Tabs, Sigma Pharma, Hortolandia, SP, Brasil)
via oral para o grupo GE foi realizada por 21 dias antes do treinamento,
diariamente e interrompido somente no final do experimento, completando 50
dias.

Os equiinos de ambos os grupos foram submetidos ao treinamento fisico
em esteira de alta velocidade (Mustang 2200 AG, Kagra, Suiga) durante 30
dias, realizado uma vez ao dia, seis vezes por semana com um dia de
descanso até completarem 20 dias. O protocolo de treinamento adotado foi de
5min a 1,8m/s, 3min a 4,0m/s, 2min a 6,2m/s, 1min a 8,0m/s e 1min a 10,0m/s,
seguidos de um periodo de desaquecimento a 3m/s por 2min e a 1,6m/s por
2min. Os animais descansaram por 48h e realizaram a prova de exercicio fisico
em esteira de alta velocidade inclinada a +7% e velocidade de 1,8m/s por 5min,
seguindo a 4,0m/s por 3min, 6,0m/s por 2min e posteriormente 8,0m/s, 9,0m/s
e 10,0m/s por 1min em cada velocidade, ou até quando o animal né&o

conseguisse mais se manter em galope, mesmo sendo estimulado. Os animais
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foram mantidos em repouso e acompanhados até 120h apds o término do
exercicio.

Amostras de sangue foram obtidas antes do exercicio e 0,5h, 24h, 48h,
72h e 120h apés o final da prova, por pungéo da veia jugular em tubos a vacuo
heparinizados (Vacutainer-Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) para
isolamento de polimorfonucleares (PMN) e em tubos com gel ativador da

coagulacao (Vacutainer-Becton Dickinson) para obteng¢ao de soro.

2.2 Isolamento de polimorfonucleares (PMN)

As células PMN de sangue periférico equino foram isoladas segundo a
técnica descrita por Saito et al. (2006), pela utilizagdo de um gradiente
descontinuo de densidade de ficoll-hipaque d=1,077 (Sigma Chemical Co., St
Louis, MO, USA) e d=1,119 (Sigma).

A porcédo rica em PMN da interface entre o ficoll-hipaque d=1,077 e
d=1,119 foi recuperada e submetida a duas lavagens sucessivas por meio de
centrifugagédo com meio de cultura RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA),
por 10 min a 150 g cada. A viabilidade das células foi verificada pelo método de
exclusdo com Azul Tripan 0,2% (Merck), em camara hemocitométrica. A

concentragdo foi ajustada pela quantidade de células viaveis.

2.3 Liberagao de peroxido de hidrogénio (H20,)

Utilizou-se a técnica descrita por de Pick e Mizel (1981) modificada,
baseada na oxidagdo de vermelho fenol (Sigma) na presenga de peroxidase
Horseradish tipo Il (Sigma) com e sem estimulante "Phorbol Myristate Acetate"
(PMA) (Sigma) na concentragdo de 60ng/alvéolo. Foram isolados 2x10°
PMN/alvéolo em placas de cultura de 96 alvéolos (Nunc, Roskilde, Denmark), e
o resultado expresso em nM de H,0./2x10° células, tendo como referéncia
uma curva padrédo com diluicbes seriadas de peroxido de hidrogénio (Sigma).

As dosagens e a curva padrao foram realizadas em quadruplicata.

2.4 Liberagao de anion superoxido (02)
A mensuracao da producdo de Oy por PMN equinos foi realizada pela
reducao de Ferricitocromo ¢, segundo técnica descrita por Pick e Mizel (1981)

modificada. PMN isolados (5x10%/alvéolo) em quadruplicata nas placas de
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cultura foram acrescentados de um reagente contendo 160nM de Citocromo C
parcialmente acetinilado (Sigma) diluidos em solugdo de Hanks, com e sem
estimulante na concentragéo de 40ng/alvéolo.

A densidade Optica dos sobrenadantes foi mensurada por
espectrofotometria a 550nm apés 60 min de incubacdo a 37°C em estufa
umidificada e tensdo constante de 5% de CO,. A quantidade de O, produzida

por alvéolo foi calculada pela formula Oy =(absorbancia a 550nm x 100)/6,3.

2.5 Vitamina E sérica e Malondialdeido Sérico (MDA)

As amostras de soro foram protegidas da luz e armazenadas a -80°C. As
dosagens de vitamina E de acordo com a metodologia descrita por Arnaud et
al. (1991) e MDA sérico pela metodologia descrita por Karatas et al. (2002)
foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Shimadzu,

Kyoto, Japao), em fluoroscopia.

2.6 Cortisol

A determinagdo do cortisol sérico foi realizada por meio da técnica de
radioimunoensaio, de acordo com as instru¢des do fabricante do kit comercial
(Coat-a-Count, Diagnostics Products, Los Angeles, CA, USA) e leitura em

contador gama (Kinectic Count 48, Vitek Systems, Missouri, USA).

2.7 Analise estatistica

Para variaveis avaliadas nos dois grupos, cuja tendéncia central foi
representada pela mediana, foi efetuado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney para comparagéo dos dois grupos, em cada momento. Para comparar
os momentos dentro de cada grupo foi aplicado o teste ndo paramétrico de
Friedman (CURI, 1998). Em todas as analises, as estatisticas foram

consideradas significativas quando p<0,05.

3 RESULTADOS

A maioria dos resultados ndo apresentou diferenga estatistica devido ao
numero reduzido de animais. Entretanto, os dados foram analisados
descritivamente devido ao significado metabdlico, baseados nos valores de

mediana.
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Os valores de vitamina E séricos foram sempre superiores no grupo
suplementado (Figura 1A). A concentragao sérica de MDA do grupo controle foi
superior em todos os momentos, apesar de nao apresentarem diferenca
significativa, e apresentaram diferenca estatistica entre os momentos somente
no grupo controle, em que aos 30min apds o exercicio foi significativamente
(p<0,0,5) maior que antes do exercicio, 24h e 48h pds-exercicio (Figura 1B).
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FIGURA 1 Medianas da concentragdo sérica de vitamina E (dl-a-tocoferol) (A) e MDA (B) de

eqliinos da raga Arabe, antes e apds exercicio progressivo em esteira nos grupos
controle (1) e suplementado com vitamina E (H).

A liberacdo de H,0; pelos polimorfonucleares isolados do grupo controle
foi menor no teste ndo estimulado (Figura 2). Os valores do teste estimulado
com PMA foram semelhantes entre os grupos. Houve diminui¢do da produgéo

de H,O, mais evidente 24h apds o exercicio.
12
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FIGURA 2 Medianas da liberagdo de H,O, por PMN isolados de eqiiinos da raga Arabe, antes e
apos exercicio progressivo em esteira nos grupos controle (GC) e suplementado com
vitamina E (GE) nos testes com e sem estimulo por PMA.
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A producédo in vitro de Oy por PMN equinos ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos controle e suplementado com vitamina E, tanto na
prova nao estimulada como na estimulada por PMA. Entretanto, todos os
momentos de ambos os grupos resultou em valores mais baixos no teste
estimulado por PMA (Figura 3).

Ocorreu aumento do cortisol sérico somente 30 minutos apds o fim do
exercicio, enquanto os outros momentos foram semelhantes aos iniciais
(Figura 4).
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FIGURA 3 Medianas da liberagdo de O, por PMN isolados de eqiiinos da raca Arabe, antes e apds
exercicio progressivo em esteira nos grupos controle (GC) e suplementado com vitamina
E (GE) nos testes com e sem estimulo por PMA.
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FIGURA 4 Medianas da concentracdo sérica de cortisol de eqiiinos da raga Arabe, antes e apds
exercicio progressivo em esteira nos grupos controle ([J) e suplementado com
vitamina E (H).
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4 DISCUSSAO

O MDA é o produto final da lipoperoxidacdo mais significante, que
aparece nos tecidos e no plasma, e €& aceito como indice da taxa de
lipoperoxidagcdo (AVELLINI et al., 1999). O aumento do MDA imediatamente
apos o exercicio (Figura 2), no grupo controle e suplementado, em ambas as
provas de exercicio, indica que houve maior producdo de ROS neste momento.
Todos os valores de MDA praticamente retornaram aos valores iniciais em 24h
ap6s o final do exercicio, sugerindo a capacidade antioxidante preservada
nestes animais. Os valores deste produto de lipoperoxidagdo sempre menores
no grupo suplementado indicam que a vitamina E atenuou o estresse oxidativo
(CHIARADIA, 1998; AVELLINI et al., 1999). A vitamina E impede a propagacao
da lipoperoxidacdo e nesta reacdo € oxidada formando o radical a-tocoferila
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

O aumento de cortisol logo apds o exercicio sugere que os equinos
podem ter sofrido algum tipo de estresse, além do estresse oxidativo. O cortisol
pode suprimir, induzir efeitos ndo discerniveis ou intensificar as fungdes dos
neutréfilos (WONG et al., 1992), que representaram cerca de 96% das células
polimorfonucleares isoladas do sangue periférico. Os resultados deste estudo
nao determinaram nenhuma correlacdo entre o cortisol e a alteragdo nas
fungdes dos neutrofilos durante os momentos acompanhados.

A liberagao de O, pelas células polimorfonucleares de ambos os grupos,
inexplicavelmente, foi menor quando estimuladas por PMA. Ao contrario de
alguns autores que encontraram diminuicdo da atividade de H,O, e O, em
neutroéfilos de individuos com vitamina E suplementar na dieta (HIDIROUGLOU
et al., 1997), neste experimento foram encontrados valores mais altos destes
ROS no grupo de animais suplementados. Isso indica a exacerbacédo desta
funcdo dos polimorfonucleares dos equinos pela vitamina E antes e apods a
prova de exercicio fisico em esteira de alta velocidade.

Durante a formagado dos radicais livres, a vitamina E pode reagir com a
hidroxila ( OH) e este ser convertido a agua (H20), que nao representa maiores
problemas. Entretanto, quando a vitamina E reage com o HOO', este radical
hidroperoxila € convertido a H2O,, que causa lesdo oxidativa, apesar de este

ser menos maléfico que o HOO'. A fracao substancial da vitamina E oxidada
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pode ser novamente reduzida para a vitamina E ativa e originar mais H,O,, que
pode atingir quantidade suficiente para provocar extensa lesdo oxidativa
(SETIADIA et al., 2003).

O sistema glutationa € o principal responsavel pela remogédo do H,O,,
mediada pela glutationa peroxidase na presenga de glutationa reduzida (GSH),
sendo transformada em H,O e a GSH é oxidada. Entretanto, a GSH também
atua na reciclagem da vitamina E oxidada para sua forma ativa e sua
concentragdo pode diminuir (SEN, 1997; JI, 1995), assim como a remogao da
H,O, acumulando no organismo, e a vitamina E seria responsabilizada pela
acao pro-oxidante (SETIADIA et al., 2003), ainda que realize a conversao de
uma forma altamente deletéria de radical livre para uma ROS menos nociva.

Espécies reativas de oxigénio produzidas pelos neutrofilos participam na
defesa do organismo contra bactérias, mas podem causar lesdes de tecidos e
desempenham um importante papel na patogénese de doengas quando os
neutréfilos sdo estimulados em excesso (BENBAREK, et al., 1999). O aumento
da morte intracelular de patégenos em neutrdéfilos bovinos suplementados com
vitamina E sem aumentar o indice de fagocitose encontrado por Hogan et al.
(1992), pode ser explicado pelo mecanismo de geragdao de H,O, e Oy por
intermédio da vitamina E, pois estes ROS sdo os maiores responsaveis pela
eliminacao das bactérias fagocitadas por neutrofilos.

O efeito proé-oxidante da vitamina E foi demonstrado por altas doses de
sua suplementacao (BURKITT e MILNE, 1995; MCANULTY et al.,, 2005).
Tornando necessario considerar ndo somente os aspectos nutricionais e
antioxidantes da vitamina E, mas também as propriedades toxicoldgicas, como
mediador da geracdo de ROS. A producédo de oxidantes pelos leucécitos foi
apontada como a provavel causa de lesdes inflamatérias e oxidativas dos
tecidos provocadas por exercicios fisicos, pois podem induzir uma infiltragao
leucocitaria, indicado pelo aumento dos marcadores sistémicos como o MDA
(LEEUWENBURGH e HEINECKE, 2001).

Concluimos que houve atenuacao da lesao oxidativa pela suplementagao
com vitamina E, apesar da maior liberacdao de H;O, e Oy pelos leucdcitos
polimorfonucleares, indicada pela menor quantidade de MDA sérica formada

nos animais suplementados. Provavelmente ocorreu a transformacéo de ROS
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mais nocivas em menos reativas nas células polimorfonucleares, entretanto, ha

necessidade de estudos complementares para constatacgao.
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1 CONSIDERAGOES FINAIS

O exercicio fisico proporciona inumeros beneficios ao organismo, porém,
o desenvolvimento de defesas antioxidantes pode ser superado por eventos
pré-oxidantes, com lesdes oxidativas como consequéncia. Este projeto de
pesquisa foi executado pela motivagdo na busca de uma alternativa para
atenuar os efeitos maléficos da geragcao de ROS.

Uma das opgbes para diminuir as lesdes oxidativas decorrentes do
aumento na produgdo de ROS é a suplementacdo de antioxidantes na dieta
(SACHECK et al., 2001). Comprovada por este experimento pelos resultados
encontrados.

A menor quantidade de MDA sérico detectado nos animais
suplementados indica que a lesdo oxidativa foi amenizada, ao mesmo tempo
em que preservou as fungdes dos mondcitos equinos quanto a geragao de Oy,
H,O,, NO e TNF-a e evitou a producao exacerbada das mesmas. Apesar da
maior liberacdo de H;O, e O; pelos leucécitos polimorfonucleares,
provavelmente devido a transformacdo de ROS mais nocivas em menos
reativas.

A relevancia da suplementacdo com a vitamina E para aumentar as
defesas antioxidantes do organismo foi demonstrada por este estudo,
entretanto, ha necessidade de pesquisas complementares para elucidar os

mecanismos desse incremento antioxidante.
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