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DIAS, D. C. R. INFLUENCIA DO EXERCICIO E DA SUPLEMENTACAO COM
VITAMINA E E SELENIO SOBRE O HEMOGRAMA, ATIVIDADE DE ENZIMAS
MARCADORAS DE LESAO MUSCULAR E iNDICE DE PEROXIDACAO DE
BIOMOLECULAS EM CAVALOS DE HIPISMO CLASSICO SUBMETIDOS A
PROVA DE SALTOS. Savador, Bahia, 2008. 101 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal nos Tropicos) - Escola de Medicina Veterindria, Universidade Federal da Bahia,
2008.

RESUMO

A atividade de hipismo cléssico € considerada extenuante para cavalos atletas, e entre os
mecani smos fisiopatoldgicos estdo incriminados 0 gparecimento de lesdes musculares,
que podem causar ateracfes dos congtituintes sangliineos e, consequentemente,
instalacdo de processos oxidativos. Como prevencéo e tratamento de tais condigoes,
suplementos contendo agentes oxidantes tem sido utilizados, e entre eles destaca-se a
vitamina E (tocoferol). O objetivo desse trabalho foi determinar a influéncia do
exercicio, bem como o efeito da suplementacdo ora a base de vitamina E e selénio,
como antioxidantes sobre o hemograma, as proteinas plasméticas totais (PPT), o
fibrinogénio (Fb), a atividade de enzimas envolvidas com lesdes musculares (CK, AST
e LDH), como também marcadores de estresse oxidativo, avaliado através da
concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS), em membrana
de hemécias de cavalos. Para atingir os objetivos propostos foram realizados dois
experimentos, onde, inicialmente, 20 cavalos da raga Brasileiro de Hipismo, treinados
paa a moddidade de salto (categoria de 1,00 metro de altura com tempo de
aquecimento, nimero de obstéculos e grau de dificuldade padronizados) e mantidos em
clube hipico foram submetidos a uma prova de hipismo tendo sido colhidas amostras de
sangue, nos momentos. antes do exercicio (Tg), imediatamente apos (To), € 6 (Tg), 12
(T12) e 24 horas (T24) go0s a realizacdo da prova hipica. Posteriormente esses animais
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos, onde em um dos grupos 10 equiinos
foram suplementados via oral por 45 dias com vitamina E e selénio na concentracdo de
2500 mg de Vitamina E e 300 mg de sdlénio (GT) e outro foi mantido como controle
(GC), e foram entd novamente submetidos a0 exercicio, seguindo-se 0 mesmo
protocolo para 0 esforgo e a colheita de material. Em ambos os experimentos o

exercicio influenciou sobre os congituintes sangliineos. No primeiro caracterizou-se
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pelo aumento significativo apds a redizagdo da prova: do nimero de hemécias, do
volume globular, da concentracdo de hemoglobing, do nimero total de leucdcitos,
marcado pelo aumento de neutréfilos e de linfocitos, das PPT e dos linfécios. A
atividade de CK e AST, aém da concentragcdo de TBARS também apresentaram valores
estatisticamente superiores gpds 0 exercicio, e todos os congtituintes sangliineos
retornaram aos valores basais entre 0 T1, €0 T2 NO segundo experimento os animais
do GT retornaram aos va ores basais da fase de repouso de alguns parametros, tais como
0 nimero de hemécias, a concentracdo de hemoglobina, 0 nimero tota de leucdcitos, e
as PPT, de forma mais precoce que os animais do GC. No entanto o retorno aos valores
do repouso dos dois grupos para a atividade de CK e o TBARS ocorreu no periodo de
24 horas. A atividade de salto induziu ao estresse oxidativo, e a suplementagdo com
vitamina E e selénio apresentou influéncia sobre o eritrograma, no entanto ndo
influenciou sobre os indicadores de avaliagdo de estresse oxidativo, nos cavalos da raca

Brasileiro de Hipismo, criados no Estado da Bahia.

Pdavras-chave: Cavalos. Vitamina E. Hematologia. Bioquimicaclinica. Estresse

oxidativo.
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DIAS, D. C. R. EFFECTS OF THE EXERCISE, AND ORAL VITAMIN E AND
SELENIUM SUPPLEMENTATION ON HEMATOLOGIC VALUES, SERIC
ACTIVITY OF MUSCULAR ENZYMES, AND PEROXIDATION OF
BIOMOLECULES IN ERYTROCYTES OF SHOW JUMPING HORSES.
Salvador, Bahia, 2008. 101 p. Dissertation (Master of Science in Tropical Animal
Science) — School of Veterinary Medicine, Federal University of Bahia, 2008.

SUMMARY

The physical exercise is one of the main causes of injuriesin horses. Injuries related with
hematological alterations and the development of oxidative stress are important, because
they might be involved in the pathology of diseases that lead to the loss of athletical
performance and other deleterious conditions. Vitamin E and selenium are the most
common substances used in equine athletes to prevent the injuries related with oxidative
stress. Show jumping is considered an exhaustive activity for athletic horses. The
objective of this research was to determine the influence of this kind of exercise in
hematological parameters, the serum activity of enzymes related with muscular injuries
(CK, AST and LDH) and the concentration of an oxidative stress marker (TBARS) in
horse erythrocyte membranes. For these purposes, 20 trained horses had been submitted
to a show jumping field test. Blood samples were colleted immediately before (Tg),
immediately after (To), 6 (Ts), 12 (T12) and 24 hours (T»4) after the ending of the
exercise. Later, these animals had been divided in two groups, one (GT) supplemented
orally per 45 days with vitamin E (2500 mg/day) and selenium (300 mg/day) and another
one (GC) was kept as control. After this period they were submitted to the same exercise
described aove. In both experiments, the exercise led to a significant increase of some
analyzed parameters as the activity of CK and AST, the number of erythrocytes, the
globular volume, total hemoglobin, total leucocytes, differential counting of neutrophils
and lymphocytes. TBARS concentration demonstrated the development of oxidative
stress. In general terms, the parameters returned to basal values between T, and To4. The
basal concentration of vitamin E in the GT was higher than the same value for GC in the
rest moment. Moreover, the values for seric vitamin E in GT after the supplementation
period were higher than the same values before this period. The supplementation had
significant effect in the moment of return to the basal values of total erythrocytes, total
leukocytes and total plasmatic proteins. In GT these parameters returned fast to rest
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values in comparison with GC. This fact can demonstrate beneficial effects on the
erythrocytic, lymphocytic, and plasmatic volume distribution dynamics. The
supplementation did not determine significant differences between the groups in the
biochemical parameters behavior, demonstrating that the supplementation did not exert

preventive effect on the sprouting of oxidative stress and activity of muscular enzymes.

Key words: Horses. Vitamin E. Selenium. Hematology, Clinical biochemistry, Oxidative
stress.



1. INTRODUCAO

Ha alguns anos o interesse pelo estudo da fisiologia do exercicio dos equiinos aumentou
significativamente em todas as partes do mundo. Este interesse foi, inicialmente, gerado
pelo papel do cavalo na agricultura e intensificado pela larga utilizag&o dos eqliinos no
lazer e no esporte (HODGSON e ROSE, 1994).

As exigéncias por niveis extremos de desempenho atlético crescem a cada dia, devido,
principdmente, & culturado esporte atrelada & valorizagdo econdmica de animais de ato
desempenho esportivo. Para alcangar tal desempenho os traba hos fisicos e técnicos aos
guais os cavalos atletas sGo submetidos estdo cada vez mais intensificados. Como
consequiéncia dessa intensa rotina de treinamentos e competicdes, esses animais equinos
estdo sujeitos ao aparecimento de lesdes relacionadas a sua utilizagdo nas diversas
modalidades do esporte, tais como: enduro, corrida, o hipismo cléssico, dentre outras.
Tais lesdes sd0 responsaveis pelo retirada desses animais das competicfes, gerando
assim comprometimento do desempenho atlético, desvalorizagdo monetéria dos

animais, entre outros prejuizos.

As principais lesdes associadas a0 aproveitamento atlético de eqliinos estéo relacionadas
aos tratos cérdio-respiratorio e musculo-esquelético, sendo que uma grande variedade
de entidades clinicas pode afetar a salde e a atuagdp desses animais, tornando
necessaria a utilizacdo de marcadores clinicos-laboratoriais na prevencdo e no

tratamento de tais lesdes.

Os processos de obtengdo, transporte e utilizac&o da energia pelo musculo em trabalho
s80 as bases da resposta fisioldgica ao exercicio. Diversas alteragBes na congituicéo e
distribuicdo sangliinea, com a finalidade especifica de aumento do aporte de oxigénio
aos musculos esquelético e cardiaco, para sustentacdo do aumento do metabolismo e
facilitag@o naretirada e excre¢do dos metabdlicos, ocorrem como consequéncias diretas
do esforgo fisico (GARCIA et al., 1999). Dessa forma, as alteracfes dos congtituintes
sanguineos induzidas pela atividade fisica sGo par@metros importantes na avaiacéo do
estado clinico, do desempenho e da recuperacdo de cavalos atletas (HODGSON e
ROSE, 1994).



Ultimamente tém-se dado muita atencdo as lesdes relacionadas com o metabolismo
oxidativo, ja que o processo de producéo de radicais livres tem sido incriminado na
fisiopatologia de diversas enfermidades dos equinos, principamente dos cavalos atletas.
As lesBes oxidativas podem ocorrer quando ha excesso de producdo de radicais livres
e/ou quando os sistemas antioxidantes celulares se tornam ineficazes no controle e
eliminagdo dessas substancias (SILVEIRA, 2005) Esse desequilibrio entre a producéo
de radicais livres e a defesa gerada pelos antioxidantes € conhecida como estresse
oxidativo (URSO e CLARKSON, 2003).

A membrana das células é uma camada lipidica dupla na forma de um mosaico liquido
com receptores e proteinas de transporte e, a propriedade de fluidez da membrana esta
relacionada com &cidos graxos poliinsaturados e a viabilidade da célula com esta
flexibilidade. Os radicais livres reagem com os lipidios das membranas celulares
induzindo a lipoperoxidagéo, causando perda da fluidez da membrana e aumento da
permesabilidade com liberagdo das proteinas e enzimas lisossomais do citoplasma, no
espago extracelular lesionando os tecidos (SJODIN et al., 1990).

Uma vez que a atividade fisica gera aumento no consumo de oxigénio molecular com
consegiente aumento da producgdo de radicais livres (KINUNNEN et al., 2005a), o
exercicio tem sido associado a0 aparecimento e desenvolvimento de enfermidades de
cavalos atletas relacionadas ao estresse oxidativo. Dentre essas enfermidades destacam-
se a obstrucéo recorrente das vias aéreas, hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio,
laminite, doenca do neurdnio motor, artrites (MOFFARTS et al, 2005a), enfermidades
reprodutivas (STRADAIOLI e MAGISTRINI, 2002), dém de miopatias e hemdlise
(CHIARADIA et a., 1998).

A peroxidacdo de biomoléculas, principalmente a peroxidagéo de lipideos, resultante do
atague de radicais livres oriundos do estresse oxidativo, pode ser indiretamente
mensurada pelos niveis séricos de Malondialdeido (MDA) na forma de substéncias
reativas do acido tiobarbitirico (TBARS), uma vez que esta é uma das moléculas
geradas durante as reagdes entre as Egpécies Reativas de Oxigénio e as biomoléculas
presentes nos tecidos organicos (PORTER, 1984; DEATON e MARLIN, 2003). A
determinacdo do malondialdeido, como um produto final da lipoperoxidagéo, € umadas

metodologias que permitem a estimacéo dalesdo celular causada pelo estresse oxidativo



(DURFINOVA et al., 2007) Este marcador bioquimico tem sido utilizado largamente no
estudo do metabolismo oxidativo, especialmente em trabalhos ligados a medicina
esportiva, tanto em humanos (VAZQUEZ, 2002) quanto em cavalos aletas
(CHIARADIA et d., 1998, WHITE et al., 2001).

A relacdo entre 0 estresse oxidativo e as alteragdes hematol dgicas oriundas do exercicio
e conseglientes injUrias nos componentes sanguineos, tém sido alvo de estudo devido &
sua importancia no desenvolvimento de patologias que geram comprometimento da
higidez e do desempenho atlético em humanos (McBRITE et al., 1998; SENTURK et
al., 2005) e de eqgiinos (CHIARADIA et al., 1998; WHITE et a., 2001; KINUNEN et
al., 20053).

Segundo Harris e Mayhew (1998) entre as lesdes relacionadas com a atividade fisicae o
estresse oxidativo estdo aguelas que envolvem o tecido muscular esquelético, e a
utilizagdo de marcadores da lesdo muscular, tais como as enzimas, creatina quinase
(CK), aspartato amino transferase (AST) e lactato desidrogenase (LDH). Estas enzimas
tém sido largamente utilizadas como marcadores das lesbes musculares em vérios
experimentos relacionados com a medicina esportiva em cavalos (ART et al.,1990;
LEKEUX et d., 1991; GOMEZ et al., 2004).

A Vitamina E (a-tocoferol) é o principa antioxidante do sistema néo-enzimético. O
envolvimento desta substéncia na prevencdo das lesbes relacionadas ao metabolismo
oxidativo vem sendo estudado. Da mesma forma o Seénio, um dos principais
micronutrientes, tem importancia nas defesas antioxidantes enziméticas, pois €
constituinte do sistema Glutationa Oxidase / Redutase, um importante sistema
enzimatico envolvido com o equilibrio do metabolismo oxidativo (PETTERSON et d.,
1991).

A vitamina E reduz os efeitos da lipoperoxidagdo sobre as edtruturas celulares,
capturando os radicais livres e diminuindo os peréxidos lipidicos que sdo toxicos e
destroem os eritrécitos, neutréfilos e macréfagos. O exercicio esta associado a0 estresse
oxidativo e nestes casos pode-se observar o aumento no consumo de vitamina E
(SILVEIRA, 2005).



O rebanho eqliino do Bras| é congtituido de aproximadamente seis milhdes de cabegas,
sendo que 1,4 milhdes deste total encontram-se na regido nordeste. A Bahia possui a
maior populacdo de cavalos desta regido, com aproximadamente 600 mil cabegas
(IBGE, 2003), e a eguinocultura, atualmente, representa uma importante atividade
socio-econdmica neste estado. Desses animais, cerca de duas centenas estéo ligadas a
atividades do Hipismo Cléssico praticada nas entidades hipicas da regido metropolitana
de Salvador (Fonte: Federacdo HipicadaBahia).

O objetivo desta pesquisa foi estudar ainfluéncia do exercicio e da suplementacdo com
vitamina E e selénio, como antioxidante, sobre o quadro hematolégico, a atividade de
enzimas marcadoras de lesdo muscular (Aspartato aminotransferase - AST,
Creatinaquinase - CK e Lactato desidrogenase - LDH) e a concentragéo de substéncias
reativas a0 &cido tiobarbirdtico (TBARS), como marcador bioquimico de estresse
oxidativo, em membranas de eritrocitos de cavalos atletas, mantidos na Regido
Metropolitana de Salvador — BA, submetidos & prova de Hipismo Classico, na

modalidade salto, sob condi¢des naturais de competicéo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hematologia e fisiologia do exercicio.

A fisologia das hemécias dos eqliinos apresenta algumas especificidades quando
comparadas a de outras espécies de mamiferos com relago a resposta eritropoiética
Nesta espécie, as hemacias sdo liberadas na corrente sangiiinea somente na sua forma
madura, sendo que a reticulocitose (presenca de hemécias imaturas na circulagéo) e a
policromasia (alteracdo na coloragdo das hemécias) é extremamente rara em condigdes
de homeostase e anemias moderadas, e somente com a utilizagdo de técnicas especiais

foram detectadas nas anemias severas (JAIN, 1993).

A vida de um eritrocito equiino dura em torno de 120 a 150 dias, sendo ent&o removido
peo sistema reticuloendotelial (CARLSON, 1987). Além disso, como em outras
espécies, no cavalo o bago atua como um grande reservatorio de eritrécitos durante o
repouso, sendo que essa reserva pode ser mobilizada para a circulagéo ativa quando as
necessidades por transporte de oxigénio aumentam. Esse fendmeno é mediado por uma
contragdo esplénica induzida por adrenérgicos e ocorrem em casos de hemorragias,
excitacdo e exercicios (PERSSON, 1983).

Segundo Baskurt e Meiseilman (1999), os eritrocitos de cavalos possuem tendéncia para
se agregarem, possivelmente devido a grande deformidade e essa propriedade leva a
separaco das células do plasma em poucos minutos. E também comum a formagzo de
células crenadas, além de outros mecanismos como a desidratacdo mediada por perdas
de eletrdlitos, onde a lesdo oxidativa pode estar incriminada. Dessa forma, as amostras
sanglineas dessa espécie devem ser bem homogeneizadas para a realizacdo de exames
(JAIN, 1993).

A importéncia da hematologia como meio semioldgico é reconhecida mundiamente,
ndo somente para o estudo dos vaores de referéncia de animais sadios, como também
para avaliar alteracOes fisioldgicas determinadas por fatores de variabilidade tais como:
raca, idade, sexo, influéncias ambientais e ateracOes decorrentes da utilizacéo dos
animais, e no caso do eqiiino, principalmente para o esporte (DOMINGUES JUNIOR et
al., 2004).



Os valores de referéncia dos paréametros hematolégicos em cavalos € um assunto
controverso. Valores de referéncia sdo agueles observados em um individuo, ou grupo
de individuos, num determinado estado de salide. Vé&rios fatores podem influenciar os
valores sangliineos normais, ou de referéncia, nas varias espécies. Diferencas nesses
valores também podem ser determinadas por excitacdo, atividade muscular, tempo de
colheita, temperatura ambiente, hidratagdo, altitude local, variagdo sazonal e diurna,
além de préticas de contencdo (LUMSDEN et al., 1980).

Hodgson e Rose (1994) reportaram os valores de referéncias do hemograma de cavalos
adultos, obtidos por alguns autores, os quais estdo agpresentados na Tabela 1. As
diferencas encontradas foram influenciadas principalmente pelo fator racial e o estado
de condicionamento fisico. Jain (1993) apresentou os valores de referéncia para cavalos,
classificando-os segundo as ragas em “sangue frio” e “sangue quente”’, sendo que para
esta Ultima classificag@o observou maiores valores para os pardmetros do eritrograma e
menor relacdo neutrofiloglinfocitos. Em cavalos de corrida e naqueles que praticam
enduro, os valores dos componentes do eritrograma, bem como do nimero total de
leucdcitos apresentam diferencas, sendo estas atribuidas ao volume plasmético. Portanto
o0 hemograma de amostras colhidas durante o repouso € utilizado para a deteccéo de

anormalidades que ndo sdo perceptiveis no exame clinico (HODGSON e ROSE, 1994).

2.1.1 Influéncia do exer cicio sobre os constituintes sangliineos

Alguns estudos tentaram correlacionar o desempenho atlético com os resultados do
hemograma de repouso. Desta forma, Hodgson e Rose (1994) reportaram a influéncia
significativa dos valores hematol gicos sobre 0 desempenho de cavalos de corrida, onde
animais com valores inferiores aos de referéncia apresentaram menor desempenho em

pista.

Blackmore (1983), a0 estuda a relagdo entre as concentragbes de componentes
hematoldgicos e bioguimicos do sangue com a atuagdo de cavalos de corrida no
treinamento e durante as provas, observou uma aparente relacdo entre a concentragdo
sérica de sodio, juntamente com o ndmero de eritrécitos durante 0 repouso, e o

desempenho atlético. O autor afirmou que uma avaliagdo isolada ndo é suficiente para



demonstrar o potencial de um animal individuamente e indicou a realizagdo de

hemogramas a cada sete ou 15 dias em caval os submetidos a treinamento intenso.

Um dos fatores limitantes para o condicionamento atlético é a capacidade de transporte
de oxigénio pelo sangue. Essa caracteristica € otimizada pelo aumento total da massa
eritrocitaria, havendo uma relacdo bem definida entre o estado atléico e o volume total
de eritrécitos em humanos e eqliinos, sendo que o treinamento fisico gera adaptacdes
paa o aumento da demanda metabdlica em vérios agpectos (PERSSON, 1983;
HODGSON e ROSE, 1994). O treinamento fisico aumenta o volume sangtiineo total e
eleva a concentragdo de hemoglobina, além de outros par&metros hematolégicos (JAIN,
1993).

Desde a década de 1920 é reportada a observacddo de que o nimero de hemécias
circulantes em cavalos de corrida € superior aos animais que ndo se exercitam. Outros
constituintes hematolgicos como o nimero de leucdcitos, o volume globular e a taxa
de hemoglobina, nos animais de corrida se mostraram significativamente maiores do
que em outras ragas (DOMINGUES JUNIOR et al., 2004).

Art et al. (1990), avaliando a influéncia do exercicio sobre os constituintes sangiliineos
em cavalos de sdto observaram aumento do VG e das PPT ap6s a realizacdo do
exercicio. Os autores afirmaram que este achado foi menor do que o encontrado em
outras modalidades de exercicio maximo, sendo esse fato explicado pela incompleta
contragdo esplénica associada a menor atividade smpética. Resultados semel hantes
foram também obtidos por Lekeux et al. (1991).



Tabela 1. Vaores de referéncia do hemograma de equiinos, segundo alguns autores.

Parametros do hemograma Jain Hodgson e Rose Kramer
(1986) (1994) (2000)

Eritrécitos Totais (x10%uL) 8,41+ 1,20 7,0-11,0 6,8—-129
Volume Globular (%) 39,3+5,00 32 -46 32 -53
Hemolobina (g/dL) 138+21 11,0-17,0 11,0-19,0
VGM (fL) 469+19 42,0-47,0 37,0-58,0
HGM (pg) 16,04 + 0,9 14,0-17,0 10,0-20,0
CHGM (g/dL) 349+10 33,0-38,0 31,0-36,0
Leucdcitos Totais (/L) 9500 + 2300 6000 — 11000 5400 - 14300
Neutrofilos Segmentados 4700 + 1500 2500 - 6500 2260 - 8580
Linfocitos 4000 + 1300 2000 - 5000 1500 - 7700
Mondcitos 421 £ 151 200 - 800 0 - 1000
Eosindfilos 266 + 113 100 - 400 0- 1000
Basofilos 67 £ 63 0-300 0-290
Leucdcitos (%)
Neutréfilos Segmentados 493+7.2 - 22-72
Linfocitos 4119+ 7.2 - 17 - 68
Mondcitos 47+18 - 0-14
Eosindfilos 32+16 - 0-10
Bastfilos 0,7+0,7 - 0-14
Proteinas Totais (g/dL) 7,00+ 04 - 58-8,7
Fibringénio (mg/dL) 200 =100 <400 100 - 400




Em estudo utilizando cavalos de salto, o treinamento produziu adaptacdes fisiol 6gicas
traduzidas por diminuicdo da frequéncia cardiaca e respiratoria, dém de aumento do
volume globular e da concentragdo de hemoglobina pés-exercicio, apds um periodo de
60 dias de prética dessa atividade. Por outro lado, as proteinas plasméticas ndo
aumentaram significativamente apos o exercicio durante todo o periodo do treinamento
(GOMEZ et al., 2004.) Esses autores consideraram a hipétese de que o treinamento
pode gerar um estimulo hematopoiético como resposta adaptativa para aumentar a
capacidade de transporte de oxigénio. Entretanto, Garcia et al.(1999) avaliando o
treinamento tradicional de cavalos Criolo Chileno, demonstraram um aumento
significativo nos valores do volume globular, concentragdo de hemoglobina e proteinas

plasméticas totais, pos-exercicio.

O hemograma realizado gp0s 0 exercicio pode gudar na interpretacdo do hemogramade
repouso, uma vez que o exercicio causa ateragdes no volume globular, principamente
devido a liberagdo de eritrocitos do bago na circulagdo, sendo o nimero de células
liberadas relacionado com o aumento da atividade simpatica que é proporciona a
velocidade, intensidade e duragdo do exercicio (SNOW, 1983), como também pela
influéncia direta da populagdo eritrocité&ria a as concentragbes de catecolaminas
(HODGSON e ROSE, 1994). Carlson (1987) considera que o volume globular, a
contagem total de eritrdcitos e a concentragdo de hemoglobina aumentam entre um e
dois minutos gpos o inicio do exercicio, no entanto essa respogta é diferente entre
exercicios intensos, de curta duragéo e o enduro. Ha ainda um aumento concomitante

das proteinas plasméticas totais, o que reflete alteracdes do volume do plasma.

A reserva esplénica é significativa uma vez que o bago pode conter até 50% do volume
total de células vermelhas, sendo que a mobilizacdo dessa reserva de eritrécitos gera
uma “autotransfusdo” que exerce um papel importante no aumento da capacidade de
carreamento do oxigénio para satisfazer a demanda ocasionada pelo exercicio
(CARLSON, 1987). Estudos demonstraram que cavalos esplenectomizados tiveram
diminuicdo da capacidade atlética e que 0 bago atua como uma reserva cardiovascular
para a manutencdo do preenchimento ventricular em situactes de fregiiéncia cardiaca
alta (HODGSON e ROSE, 1994).
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Utilizando o exercicio com velocidade constante e diferentes graus de inclinagdo de
esteira ergométrica, Smith et al.(1989) observaram aumento significativo pos-exercicio
do volume globular, contagem total de eritrécitos, hemoglobina total, PPT, contagem

total de leucdcitos e contagem de linfécitos.

Com relagdo aos indices hematimétricos, o volume globular médio (VGM), a
hemoglobina globular média (HGM) e a concentraco de hemoglobina globular média
(CHGM) ndo parecem ser afetados pelo exercicio (DOMINGUES JUNIOR et al.,
2004). Hodgson e Rose (1994) afirmaram que o exercicio pode levar a peguenas

diminuigdes do volume globular médio e aumento da hemoglobina globular média.

Aliada ao eritrograma, o leucograma de cavalos atletas em repouso recebeu énfase na
avaliacdo do condicionamento fisico, especiamente a relacdo neutrdfilog/linfocitos.
Uma relagdo neutrofilo:linfocito de 1,5:1 (60% de neutréfilos para 40% de linfocitos)
foi considerada ideal, sendo indicada a utilizacdo da relacdo neutrdéfilo/linfocito do
hemograma de repouso como marcador hematoldgico de excesso de treinamento, uma
vez que ateractes nessa relacdo sdo ligadas a liberacdo de cortisol devido ao estresse
fisico (HODGSON e ROSE, 1994).

Korhonen et a.(2000) afirmaram que em caval os treinados, arelacéo entre neutrdéfilos e
linfocitos pode ser um indicador sensivel de estresse de curta durag&o, sendo que uma
baixa relacdo entre os valores dessas células sangliineas pode ser indicativa de

adaptacao ao exercicio.

Por outro lado, de acordo com Hodgson e Rose (1994), o treinamento de cavalos para
enduro ndo determina alteracbes na proporcdo de neutrdfilos, linfocitos e mondcitos e as
alteragdes leucocitéarias indicam pouco sobre o estado de condicionamento fisico, uma
vez que proporcdo das ateracOes leucocitérias esta associada com a intensidade e
duracéo do exercicio, assim como a0 grau de estresse ao qual 0 animal esta sujeito. A
contagem total de leucdcitos pode aumentar de 10 a 30%, ndo sendo esse aumento t&o

EXPressivo como nos parmetros eritrocitarios.
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Leucocitose moderada é induzida pelo exercicio intenso, e na maioria das espécies o
exercicio levaa uma“leucocitose fisiologica’ pelo aumento na circulacgo da populagdo
margina de neutrdéfilos produzindo uma marcante neutrofilia. No cavalo a leucocitose
associada ao exercicio se deve a0 aumento dos linfdcitos e contagem variavel de
neutrofilos (CARLSON, 1987).

O exercicio submé&ximo e de longa duragdo produz leucocitose com neutrofilia e
linfopenia devido a0 aumento plasmético de cortisol, podendo haver desde um grande
aumento na relacéo neutrofilo/linfdcito, até o aparecimento de neutréfilos jovens na
circulagdo devido a condigBes méximas de estresse em provas arduas de enduro, sendo
que essas ateragdes podem perdurar por mais de 48 horas. Por outro lado, o exercicio
mé&ximo de curta duragd determina um influxo leucocité&rio oriundo da reserva
esplénica que determina uma leucocitose moderada e diminuicdo da relagdo
neutrofilo/linfocito. 1sso ocorre porque a mobilizagdo de leucdcitos € mascarada pelo
aumento concomitante da mobilizag&o eritrocitéria (SNOW, 1983). Essas dteractes sdo
transitorias, durando cerca de algumas horas. A seguir o nimero de linfdcitos volta a
baixar determinando assim o aumento da relacdo neutrdéfilo/leucdcito coincidindo com o
aumento do cortisol pos-exercicio (HODGSON e ROSE, 1994).

Durante o exercicio fisico extenuante 0 nimero de leucdcitos circulantes aumenta de
forma substancial. Ocasionalmente, esse aumento ocorre em duas fases, com um
aumento instantaneo do nimero tanto de neutrdfilos e linfécitos, seguido por outro
momento de leucocitose tardia que pode durar por algumas horas, quando 0 nimero de
neutréfilos aumenta e o nimero de linfécitos cai. Acredita-se que o primeiro pico é
devido & demarginagdo de neutréfilos aderidos ao endotélio induzida pela acdo de
catecolaminas, sendo a segunda fase oriunda da mobilizagdo de neutrdfilos maduros da
medula 6ssea induzida pelo cortisol (KORHONEN et al., 2000).

Korhonen et al.(2000) ao submeter cavalos a duas corridas distintas com intervao de
trés dias, observaram leucocitose e aumento da relacdo neutrdfilo:linfécitos, além de
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) no sangue ao término das
duas provas. Essa leucocitose foi devido a uma neutrofilia que perdurou por seis horas.
Os autores afirmaram que em cavalos treinados, a relagdo entre neutrdéfilos e linfocitos

pode ser um indicador sensivel de estresse de curta duragdo, sendo que uma baixa
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relacéo entre os valores dessas células sangliineas pode ser indicativa de adaptacéo ao

exercicio.

A avdiacdo dos niveis de proteinas plaméticas totais (PPT) deve ser redlizada
juntamente com os indices eritrocitérios e leucocitarios, uma vez que este parametro
serve como informagdo adicional na interpretacdo do hemograma através da sua
comparacd com o volume globular, auxiliando assim no diagnéstico diferencial de
condigdes como a desidratagcdo, contracdo esplénica (especialmente em equinos),
policitemias, entre outras (MEYER et al., 1995). Juntamente com 0 aumento do volume
globular, ha o aumento das proteinas plasméticas totais, o que reflete influxo de
proteinas e alteracdo na distribuicdo do volume plasmaético, através da saida de liquidos
para 0 espaco extravascular como resposta ao exercicio, colaborando assm para a
hemoconcentracéo (CARLSON, 1987).

Em cavalos de corrida, ndo foram determinadas diferencas significativas nos parametros
hematol 6gicos associadas com 0 desempenho destes animais como uma resposta a0
exercicio durante o treinamento (REVINGTON, 1983; TYLER-MCGOWAN et
al.,1999).

Segundo Garcia et al. (1999), a avaliacd dos congtituintes sangliineos permite
determinar as modificacOes fisioldgicas e bioquimicas que ocorrem como resposta a0
exercicio e ao treinamento ao qual os cavalos sdo submetidos. Os autores reafirmaram
gue a fregluiéncia cardiaca, a concentragdo de lactato sangiiineo, o volume total de
eritrocitos e a concentragdo de hemoglobina podem ser indicadores confidveis para

avaliar aaptiddo fisica e o nivel de treinamento de um cavalo.
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2.2 Marcadores bioquimicos de lesdo muscular (Creatinina quinase, Aspartato

aminotransferase e Lactato desidrogenase).

O maior desafio a0 se destinar um cavalo para a vida atléica é manté-lo livre de lesbes
(HODGSON e ROSE, 1994), sendo que em cavalos utilizados para corrida a causa mais
comum de maus resultados em provas € a injuria misculo-esquel éica, estando esse fato
relacionado com a queda do desempenho muscular (KINNUNEN et al., 20053).

Dentre as principas estratégias para a deteccdo e acompanhamento clinico de lesbes
musculares, destaca-se a avaliacdo da atividade de enzimas marcadoras de injuria
muscular no soro ou no plasma. Uma mudanca na atividade dessas enzimas no plasma
pode ocorrer por vérias razdes, incluindo-se alteragdes na permeabilidade da membrana
celular, necrose celular, bloqueio ou diminuigdo na excrecéo da enzima, aumento da
sintese, assm como diminuigdo da sua producdo. Na maioria das situagbes ndo hé
diminuicdo na taxa de eliminacdo de tais substancias, ocorrendo, porém, o aumento do
influxo para o plasma que causa alteragdes detectéveis. Essas ateraces oriundas de
uma lesdo parcia ou completa na célula, ou devido a aumentos trnsitérios na
permesgbilidade da membrana celular, comumente, ocorrem devido a defeitos na
integridade da membrana que contém a enzima, sendo que na maioria delas podem ser
detectadas em maiores concentracbes no sangue e nos variados tipos de injdrias
musculares sdo enzimas sarcoplasmaticas. A intensificacdo da funcéo celular, que pode
ocorrer durante o exercicio ou como resposta a lesdes, pode levar a0 aumento da
permesabilidade da membrana celular. Por iss0, na maioria das vezes é dificil distinguir
entre aumento de atividade por problemas patologicos de um aumento fisioldgico, na
atividade dessas enzimas (HARRIS e MAYHEW, 1998).

As enzimas mais comumente utilizadas para indicagéo de dano muscular sdo: Agpartato
aminotransferase (AST), Creatinaquinase (CK) e Lactato desidrogenase (LDH), embora
esta Ultima seja menos especifica para avaliagdo de alteragbes do tecido muscular
(HODGSON e ROSE, 1994).

A Creatinafosfoquinase (CPK), também conhecida como Creatinaquinase (CK), € a
enzima mais sensivel para indicago de lesdo muscular (KANEKO et a., 1997). Essa
enzima catalisa a fosforilagdo da adenosina difosfato (ADP) do fosfato de creatina,
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tornando a adenosina trifosfato (ATP) disponivel para a contracdo muscular (SILVA, et
al., 2007). As mudangas séricas da CK ocorrem mais rapidamente do que as da AST,
onde 0 aumento pode durar por semanas em caso de doengca muscular ou exercicio,
enquanto que os niveis de CK podem diminuir em cerca de seis a 48 horas (HODGSON
e ROSE, 1994). No cavalo, a CK é encontrada predominantemente no musculo
esqueléico, no miocardio e no cérebro. Como ndo h& uma troca dgnificativa dessa
enzima entre o fluido cerebroespinhal e o sangue, os aumentos sgnificativos na
atividade plasmatica total da CK se devem a injaria muscular esquelética ou cardiaca
(HARRIS e MAYHEW, 1998).

A magnitude do aumento da CK sérica € considerada como um marcador quantitativo
da lesdo muscular, reversivel ou irreversivel, causada pelo exercicio ou ainda pela
injecdo intramuscular, uma vez que 0 aumento nos hiveis séricos da CK € diretamente
proporcional a injuria muscular. Essa enzima ndo entra na corrente sanguinea
diretamente ap0s ser liberada da célula muscular, sendo transportada pela linfa via
liquido intersticial (KANEKO et al., 1997).

A Aspartato amino transferase (AST), que catalisa a transaminagdo de L-aspartato e
afacetoglutarato em oxalacetato e glutamato, é encontrada em quase todos os tecidos,
logo, a atividade séricade AST ndo é especifica para nenhum tecido, mas o misculo eo
figado podem ser considerados as maiores fontes (SILVA, et al., 2007). A razéo entre a
AST citoplasmética e mitocondrial no soro de cavalos € significativamente maior do
que a encontrada em outras espécies, sendo que no equino parece ndo haver
especificidade de isoformas dessa enzima por diferentes tecidos (HARRIS e
MAYHEW, 1998).

A LDH catalisa areaco reversivel de L-lactato para piruvato em todos os tecidos. Esta
enzima esi presente em grandes quantidades na musculatura esquelética, mas o
aumento da atividade sérica desta enzima no € especifico para lesdio muscular (SILVA
et a., 2007). Essa enzima é formada por um conjunto de peptideos que geram cinco
isoenzimas, e assm como a AST, é encontrada na maioria dos tecidos, ndo sendo
especifica para nenhum deles. Entretanto, diferentes tecidos contém concentragdes
variadas de isoenzimas de LDH, o que permite a separagdo por eletroforese para a

caracterizacdo de cada tecido e identificacdo de lesdes, sendo que o treinamento fisico
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pode afetar a propor¢éo de isoenzimas de LDH na musculatura esquelética (HARRIS e
MAYHEW, 1998).

Embora a CK sgja mais especifica como indicativo de necrose muscular do que a AST,
a determinacéo simulténea de AST e CK em equinos representa valioso potencial
diagnostico e prognéstico, em razéo das diferentes taxas de retorno a niveis basais de
suas atividades no soro ou no plasma. O aumento da atividade sérica da CK indica se a
necrose muscular é ativa ou se ocorreu recentemente; o persistente aumento de CK
indica que a necrose muscular continua ativa A CK tem meia-vida de menos de 24
horas, enquanto a AST tem meia-vida de sete aoito dias (SILVA et al, 2007).

Valores elevados nas atividades de CK e AST indicam lesdes musculares, pois tém sido
observados em enfermidades como a rabdomidlise (HODGSON e ROSE, 1994). Véias
miopatias estdo associadas ao esforco fisico, assim como as miosities provocadas pelo
decubito prolongado sdo importantes nos equiinos, estando esta Gltima relacionada com
a necrose tecidual por isguemia e também ao processo de isquemialreperfusio e
conseguente producd de EROs. Além disso, estudos demonstraram aumento
significativo da atividade da CK, AST e LDH em cavalos submetidos & orquiectomia
em decubito (LEAL et al., 2006).

O aumento fisiologico da atividade da CK apds o exercicio com envolvimento da
mudanca na permeabilidade da membrana, possivelmente ocorre em razéo da hipoxia,
além de outros fatores. A hipdxia pode ocorrer durante exercicios leves em animais mal
condicionados, sendo entdo esperada elevagdo mais significativa na atividade dessa
enzima em relagdo a um animal bem condicionado fisicamente. Apesar de ser uma
afirmativa controversa, € possivel que a magnitude do aumento da atividade das
enzimas musculares diminua com o treinamento. A aividade da AST pode estar
aumentada no inicio de um programa de condicionamento fisico e tende a diminuir com
0 progresso do treinamento (HARRIS e MAYHEW, 1998).

Silva et al.(2007) reportaram que um programa de treinamento adequado, devidamente
austado a0 condicionamento fisico do equino, ndo leva a0 aumento acentuado da

atividade das enzimas de fungéo muscular.
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2.2.1 Influéncia do exercicio sobre a atividade das enzimas Creatinaquinase,

Aspartato aminotransferase e Lactato desidrogenase

Anderson (1975) submeteu um grupo de cavalos a exercicios com intensidade
controlada e verificou uma elevacdo na atividade da LDH e CK pds-exercicio, mas que
retornaram aos valores basais em 72 horas. Essa ocorréncia foi reduzindo com a

repeticdo das segdes de exercicio, especialmente no que se referiu aacéo daCK.

Em cavalos de hipismo, Art et al. (1990) investigaram algumas respostas fisiologicas
em cavalos durante uma prova de saltos, observando aumentos significativos na
atividade da CK, AST e LDH. Os autores afirmaram que, apesar da atividade de
hipismo ser readlizado sob condigbes de baixa duragdo e velocidade, esse tipo de
exercicio representa grande esforco, que requer do metabolismo anaerdbico um

treinamento especifico.

Do mesmo modo, Lekeux et al.(1991) estudando os efeitos do exercicio em concurso de
saltos (hipismo classico) sobre a regposta de marcadores bioquimicos de lesdo musculo-
esquelética, observaram aumentos significativos nas atividades de CK, AST e LDH

apbs o exercicio, em comparagdo aos valores obtidos em repouso.

Entretanto, em cavalos submetidos a um programa de treinamento que ndo incluiu
sessbes de salto, ndo foram observadas alteragdes significativas da AST pds-exercicio,
havendo, porém, aumento sgnificativo da CK no inicio do periodo de treinamento,
sendo que apds esse periodo ndo foi mais detectada essa alteracio (GOMEZ et dl.,
2004). Fato semelhante foi obtido na pesquisa realizada por Toledo et a. (2001) que
ndo observaram aumentos significativos da atividade da AST e LDH em cavalos Puro
Sangue Inglés de corrida, submetidos a exercicios leves (passo), moderados (trote) e
intensos (galope). Garcia et al. (1999) ndo observaram aumento significativo na
atividade das enzimas CK, AST e LDH em cavalos da raga Criolo Chileno submetidos a

exercicios.

O aumento na atividade das enzimas musculares em resposta ao exercicio pode ser
utilizado como indice da aptid&o atlética dos animais, onde aqueles menos fisicamente

condicionados, ou inaptos atleticamente, deveriam apresentar maiores incrementos na
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atividade dessas enzimas em relagdo aqueles que apresentam melhor condicéo fisica
(GARCIA et al., 1999). Do mesmo modo, Gémez et al.(2004) observaram que a
adaptacao ao exercicio pode ser medida de acordo com o dano muscular que os cavalos

sofrem apds realizar um determinado exercicio.

Harris e Mayhew (1998) afirmaram que ndo é possivel determinar se cavalo pode
apresentar melhor desempenho atlético se possuirem menor atividade das enzimas
musculares, e propuseram um teste de resposta ao exercicio subméximo para cavalos
utilizando a atividade da CK e AST como critérios de avaliacdo. Assim estabeleceram
para a atividade da CK em repouso vaores entre zero e 49 UI/L, e para AST valores
entre 150 e 230 UI/L. Nesse teste s8o considerados normais no periodo pds-exercicio,
aumentos que perdurem entre 2 a4 horas, ndo superiores ao dobro do valor de repouso
para CK, com retorno aos niveis basais em 24 horas, e aumento de no maximo 50% do
valor basal de AST sem sinais clinicos de rigidez muscular. Os valores de referéncia
para a atividade plasmatica ou sérica das enzimas CK e AST em eqliinos estéo
demonstrados na tabela 2.

Silva et al.(2007) estudaram a atividade da CK, AST e LDH em cavalos destinados a
trés tipos de atividade: atletas, tracdo e reproducéo, mantidos na regido nordeste do
Brasil. Os resultados obtidos estdo demonstrados na tabela 3. As diferengas encontradas
foram atribuidas a adaptagdes bioquimicas na musculatura, promovidas pelos diferentes
graus de condicionamento fisico em cada tipo de atividade. Dessa forma, os autores
concluiram que os valores de funcdo bioquimica muscular nos equinos variaram
segundo o tipo de atividade fisica & qual eram submetidos, e que por isso deve-se levar
em consideracdo o nivel de atividade que o animal esteja submetido para melhor

interpretacdo dos resultados das atividades séricas de CK e AST.
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Tabela 2. Valores de referéncia das atividades sérica das enzimas creatina quinase (CK)

e aspartato amino transferase (AST) de equiinos, segundo alguns autores.

Autores Raca CK (UI/L) AST (UI/L)
Anderson (1975) PSI 42 - 170 231 -358
Lumsden et al.(1980) PSI 38,7 £ 40 217 £ 140
Hodgson e Rose (1994) N.D.R 100 - 300 150 - 400
Fernandes (1994) Arabe 84,3+ 20,8 132+8,38
Kaneko et al.(1997) N.D.R 24-234 226 — 366
Harris e Mayhew (1998) N.D.R 0-49 150 - 230

103 — 467 120 - 309
(vidalivre) (vidalivre)
Franciscato et al.(2006) Crioula
77-311 99 -382

(em treinamento)

(em treinamento)
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Tabela 3. Vaores de média e desvios padréo da atividade sérica das enzimas creatina
quinase (CK), aspartato amino transferase (AST) e lactato desidrogenase (LDH) em
diferentes grupos de equiinos, segundo SILVA et al.(2007).

Grupo CK (UI/L) LDH (UI/L) AST (UI/L)
Atletas (n = 20) 80, 2%+ 10,7 102,5 + 30,00 56,82+ 20,9
Reproducao (n = 20) 83,97+ 139 98,6 + 34,4 33,0°+13,01
Tragso (n = 18) 94.4°+ 16,0 112,8+ 32,3 50,1%+ 19,2

Em colunas, letras dif erentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre si (p > 0,05; teste Duncan).

2.3 Estresse oxidativo e o exercicio.

O oxigénio molecular (O,) € o aceptor universal de eétrons que possibilitou aos
organismos aerdbicos utilizarem a energia contida nos nutrientes. Mesmo sendo
vantajosa em termos energeticos, a utilizagdo do oxigénio molecular no processo de
respiragdo aerdbica leva a producdo de compostos nocivos aos sistemas biolégicos
denominados radicais livres (JI, 1999).

A maioria dos radicais livres € extremamente reativa, altamente toxica e capaz de reagir
com diversas moléculas organicas como lipideos, proteinas, além de acidos nucleicos
(JMENEZ et al., 2005).

Cerca de 5 % do oxigénio utilizado pelas células sdo reduzidos univalentemente em
metabdlitos denominados de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). Esses compostos
muitas vezes s80 de extrema utilidade para a homeostase do organismo (JI, 1999).

Entre as principais EROs produzidas neste processo estéo o radica superdxido (O;7), o
peroxido de hidrogénio (H20,) e o radicd hidroxil (OH), que é adtamente reativo. Este
altimo radical € especialmente nocivo, pois ndo ha contra ele sistemas enzimaticos
capazes de neutraliz&lo (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).
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O principa sistema de defesa antioxidante biologico € composto por enzimas como a
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx)
(ARAUJO et a., 2006). Ja o sistema ndo-enzimético de defesas antioxidantes inclui
compostos sintetizados pelo préprio organismo, dém de substancias oriundas da dieta
regular ou suplementacdo alimentar, sendo que a vitamina E é considerada como o
antioxidante dietético principal na quebra dareagd em cadeia lipooxidativa (DEATON
e MARLIN, 2003).

As EROs normamente ndo representam problema no organismo em repouso uma vez
gue o sistema de defesa antioxidante estd a postos para neutralizar a sua produgdo
(WILLIAMS, 2004). Porém, quaisguer condicdes que levem ao aumento da producdo
deradicais livres, ou a diminuicdo das defesas antioxidantes, podem gerar uma condicdo
denominada estresse oxidativo, que € definido por um desequilibrio entre a producdo de
radicais livres e os sistemas de defesa antioxidantes. (JMENEZ et al., 2005). Algumas
enfermidades de equiinos sdo associadas a0 estresse oxidativo, incluindo as miopatias e
hemélise (CHIARADIA et al., 1998).

Segundo Araljo et a. (2006) o exercicio fisico € uma condi¢do que exerce influéncia
sobre o balanco entre ataque oxidativo e os mecanismos de defesa antioxidante. Durante

o exercicio fisico ocorrem vérias reagdes que levam aformagdo das EROs.

Os mecanismos pelas quais as lesdes musculares oriundas do exercicio ocorrem sdo
pouco elucidadas, apesar de varios trabalhos sugerirem que o aumento da produgéo de
radicais livres possui um papel importante nesse processo (McARDLE et al., 2002;
KINNUNEN et al., 20058). Segundo Avellini et al. (1995), o aumento do metabolismo
do oxigénio leva a formagdo de radicais livres derivados do oxigénio, sendo que a
patogénese das miopatias induzidas pelo exercicio em equinos pode estar relacionada a

alteragbes na peroxidacdo lipidica causada pelos radicais livres.

De acordo com Mills et al.(1997), a musculatura esquelética € particularmente sensivel
a injuria oxidativa devida a alta exposicdo ap oxigénio e a dta proporcéo de &cidos
graxos insaturados em suas bio-membranas, podendo esse processo ser responsavel pelo
aumento de CK e AST comumente utilizados como meio diagnéstico de lesdo muscular

ap0s exercicios intensos.
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McBride e Kraemer (1999) observaram uma correlagdo positiva entre a atividade
plasméticada AST e CK com varias mensuragdes do estado antioxidante, especiamente
os hidroperdxidos lipidicos. Esses autores afirmaram que esse fato é consistente com a
hipétese de que os radicais livres produzidos durante o exercicio adteram a
permesabilidade da membrana das células muscul ares.

McArdLe et a. (2002) afirmaram que o misculo esquelético é capaz de modificar a
taxa respiratéria rapidamente durante o exercicio e sendo assim, a producéo de EROs
aumenta consideravelmente quando o fluxo de oxigénio através da mitocdndria esta

aumentado.

A atividade de hipismo (concurso de sdtos), apesar da relativa baixa velocidade, é
bastante extenuante. O metabolismo anaerdbico contribui significativamente para a
demanda energética, sendo que a resposta fisioldgica a esse tipo de exercicio reflete o
esforco intenso necess&rio para a execugdo de saltos a cada cinco segundos
aproximadamente (CLAY TON, 1994).

Lekeux et al.(1991) eap estudarem a resposta fisologica a0 exercicio de saltos em
cavalos, consideraram que a atividade de hipismo apesar de ser realizada em baixas
velocidades e ter duragdo curta, requer energia ndo somente gerada por pProcessos

oxidativos, mas também pelo metabolismo anaerdbico.

Urso e Clarkson (2003) consideraram a importancia da elevagdo moderada na produgéo
de radicais livres oriundos do exercicio, como processo fundamental para a adaptacéo e
condicionamento da musculatura durante o treinamento, pois os radicais livres podem

agir como sinalizadores para essa adaptacéo.

Do mesmo modo, Kinnunen et al.(2005a) afirmaram que o exercicio crbnico de
intensidade moderada dtera postivamente a homeostase oxidativa de células
aumentando a resisténcia a0 estresse oxidativo, uma vez que ha adaptacdes na
capacidade antioxidante que protegem as células dos efeitos deletérios do estresse

oxidativo.
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2.3.1 Influéncia do estresse oxidativo sobr e 0s constituintes sanguiineos

Os eritrécitos sao locais comuns e abundantes para a geracao e reacdo de radicais livres
e grandes suprimentos de oxigénio, sendo preenchidos por residuos de hemoglobina
com atividade redox (IGLESIAS e CATALA, 2005).

Em 2001, Sentirk et al., afirmaram que o aumento da temperatura corporal, a
desidratacdo, a hemoconcentragdo e o trauma mecénico, aliados & maior produgéo de

EROs sio eventos relacionados com a hemolise durante o exercicio.

Senturk et al.(2005) consideraram os efeitos imediatos que o exercicio fisico intenso
produzem sobre as variaveis hematologicas e propriedades fisicas dos eritrécitos em
humanos, incluindo o aumento do volume globular, da contagem totd de eritrdcitos e
leucdcitos, aumento da propor¢do de granulécitos, além de alteragBes na viscosidade
sangliinea, na composi¢cdo plasméatica e nas propriedades mecénicas dos eritrécitos,
caracterizadas por perda de fluidez do sangue e interferéncias na microcirculagdo
sanguinea. Essas alteragbes hemodin@micas relacionadas com o exercicio podem ser
deletérias para a perfusdo de alguns 6rgdos gerando assm lesdes teciduais, sendo que
esses eventos podem estar relacionados com a mortalidade durante o exercicio. Os
autores sugeriram que efeitos benéficos da suplementacdo com antioxidantes sobre
essas |lesdes podem incriminar 0s processos oxidativos, uma vez que ha uma relacéo
entre o aparecimento de tais lesdes induzidas pelo exercicio e o desenvolvimento de
estresse oxidativo, que foi reportado como causa de deterioragdo mecanica dos
eritrocitos. Nesse mesmo trabalho, os autores afirmaram que o exercicio aerdbico
exaustivo foi capaz de induzir uma resposta semelhante & inflamat6ria como indicado
pelo aumento da contagem de leucdcitos e da porcentagem de granuldcitos. Além disso,
foi demonstrado o aumento da peroxidacdo lipidica nos eritrécitos de individuos
treinados e sedentérios, que ocorreu apds a resposta leucocitaria estabelecendo assim
uma relagdo causal entre esses processos, sendo que as alteragdes na deformidade dos
eritrocitos acompanharam as ateracOes leucocitarias. O estresse oxidativo que
ocasionou as dteragdes mecanicas sobre os eritrocitos pode ter sido induzido pela
ativagdo de neutrofilos adjacentes e a suplementacdo multi-vitaminica foi capaz de
prevenir alteragdes mecanicas, assim como a peroxidacdo lipidica, nos eritrdcitos,

mensurada pelos niveis de substancias reativas do écido tiobarbitirico (TBARS).
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2.3.2 Malondialdeido (M DA) como mar cador de estresse oxidativo

A presenca abundante de membranas fosfolipidicas nos locais onde as EROs sdo
geradas, transformam essas estruturas em avos enddgenos e rapidamente afetados pelos
radicais livres, especialmente 0s &cidos graxos poliinsaturados (ZWART et d., 1999).

A peroxidag@o lipidica € um processo em cadeia, complexo, onde lipideos insaturados
reagem com o oxigénio molecular gerando hidroperéxidos lipidicos. Sob condigdes que
envolvem amostras bioldgicas, os lipidios sdo degradados em vérios produtos incluindo
alcanos, alcenos, hidroxialcenos, cetonas, entre outros (SLATER, 1984). A
identificagd e mensuragdo desses compostos sd0 importantes como indices de
peroxidacdo lipidica (ESTERBAUER e CHEESEMAN, 1990). Um dos resultados dessa
reacdo € a producdo de malondialdeido (MDA) em tecidos submetidos a peroxidagdo
dos é&cidos graxos poliinsaturados dentro das membranas fosfolipidicas (SJODIN et al.,
1990).

A deformidade das membranas celulares esta relacionada com a integridade dos écidos
graxos poliinsaturados e a viabilidade da c8lula com a flexibilidade dessa membrana. As
EROs a0 reagirem com os lipidios das membranas celulares causam perda da fluidez da
membrana e aumento da permeabilidade com liberacdo das proteinas e enzimas
lisossomais do citoplasma no espago extracelular lesionando os tecidos. Os compostos
formados podem se decompor em numerosos produtos adeidos de diferentes
comprimentos de cadeias, reativos ao &cido tiobarbitdrico (TBA) (Figura 1) (SJODIN et
al., 1990).
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Figura 1: Peroxidac&o lipidica e formagio de MDA em membranas celulares (SJODIN,
1990)

A avaliacdo bioguimica do edtresse oxidativo normamente é realizada utilizando-se
marcadores indiretos (MOFFARTS et al., 2007). O MDA é o adeido individuamente
mais abundante resultante da peroxidagdo lipidica, sendo que sua determinagdo pela
reacdo do TBA é uma das metodologias mais comuns para 0 estudo da peroxidacdo
lipidica (ESTERBAUER e CHEESEMAN, 1990). A figura 2 mosgtra a representagdo
quimicado MDA (ZWART et al.,1999).

U

MDA

Figura 2: Representacdo quimicado MDA (ZWART et al., 1999)

Na sua forma livre 0 MDA pode ser mensurado por absorbansiometria ultravioleta,
polarografia ou por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) (BIRD e
DRAPER, 1984). Porém, aandise do MDA através do teste do TBA é o padrdo parao
estudo da peroxidacgéo lipidica e utilizado por autores em testes de campo (PORTER,
1984), sendo ja usada em estudos na espécie equina (CHIARADIA et al., 1998; WHITE
et al., 2001; DEATON et a., 2002; MARLIN et al., 2002).

Neste teste uma molécula de MDA reage com duas de TBA com a producdo de um

pigmento réseo que possui absorbancia méxima num comprimento de onda entre 532 —
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535 nm. Essa reacdo deve ser realizadaem um pH entre 2 — 3 e a90 — 100°C durante 10
a 15 minutos. Apds o resfriamento a absorbancia é aferida e a concentracéo do MDA é
calculada (ESTERBAUER e CHEESEMAN, 1990).

Segundo Esterbauer e Cheeseman (1990), o MDA participa de reagbes com outras
moléculas além do TBA. Além disso, o teste do TBA ndo € especifico para 0 MDA,
pois uma grande variedade de substancias, tais como aglicares e aminoécidos oxidados,
sob condicdes apropriadas também forma pigmentos réseos em meio aguecido ao reagir
com o TBA. Uma vez que o teste do TBA é intrinsicamente inespecifico parao MDA,
(JANERO, 1990), o indice de peroxidagdo lipidica deve ser expresso como substéncias
reativas do &cido tiobarbitdrico (TBARS) (ZWART et a., 1999).

A quantidade de TBARS formados deve ser caculada através da absorbancia em
comprimento de onda de 532 nm, usando-se o co€ficiente de extingdo molar (€) de 1,56
X 10°> Mt em™ sendo expressa em nmol de TBARS/mg de proteina, utilizando-se a
albumina sérica bovina (BSA) como padrdo (MIURA et al., 1998).

A metodologia tradicional empregada para detecgdo das substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS) é redlizada por meio da mensuracdo espectrofotométrica da
absorbéncia ou ainda a florescéncia. Mais atualmente a metodologia utiliza o aparelho
de cromatografia liquida de ata eficiéncia (HPLC) com maior precisdo e sensibilidade
na separagdo dos componentes aldeidos, obtendo-se 0 MDA livre (DRAPER et al.,
1993).

Durfinové et al.(2007) realizaram comparagdo entre o teste espectrofotométrico do TBA
e 0 HPLC paa andlise do conteido do MDA utilizando como amostra um
homogeneizado de tecido cerebral de ratos. O contelido de TBARS determinados
espectrofotometricamente assim como as de complexo TBA-MDA estimado por HPLC
foram similares. Os autores ndo encontraram diferenca significativa entre o contetido de
TBARS e suas quantidades deduzidas através da andlise do complexo MDA-TBA por
HPLC. Os resultados sugerem que os produtos da lipoperoxidagcdo podem ser

determinados sem interferéncia pelo teste do TBA.
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2.4 Influéncia da utilizagdo de antioxidantes em equinos atletas

Apesar de haver grandes evidéncias de que os caval os atletas estéo expostos a alteracoes
no balanco oxidativo e dessa forma a suplementagdo com antioxidantes ser
freqUientemente recomendada, ndo € bem conhecido em que situacGes ha uma rea
necessidade por antioxidantes levando-se em conta o nivel de condicionamento fisico, a
raca, sexo eidade desses animais (KIRSCHVINK et a., 2006).

Métodos artificias que objetivam a reducdo das lesdes oxidativas durante o exercicio
incluem a administracdo de fontes exdgenas de antioxidantes naturais, tal como a
vitamina E (JMENEZ et al., 2005).

Em 1992, Singh et al., propuseram a utilizagdo de sais inorganicos de manganés como
drogas antioxidantes em cavalos, uma vez gque esses compostos mostram ter atividade

similar & enzima superéxido-dimutase (SOD).

O dopurinol, um analogo estrutural da hipoxantina e potente inibidor da xantina
desidrogenase e da xantina oxigenase (XO), e tem sido administrado em cavalos com o
intuito de se determinar a contribuicdo da atividade da XO na formagdo de EROs
durante o exercicio intenso. Os autores concluiram que ainibicéo da X O pelo aopurinol
levou a diminuicdo da producdo das EROs durante o exercicio e, consequientemente, do
estresse oxidativo (MILLS et d., 1997).

A suplementacdo com a L-carnitina, também foi estudada em animais de ragas
trotadoras submetidos a um protocolo de exercicios e os resultados demonstraram sua
influéncia sobre a concentragdo de metabdlitos de EROs e atividade da SOD, levando a
reducédo do estresse oxidativo nos animais suplementados (TROMBETTA e
FALASCHINI, 2003).

Em um experimento realizado, um grupo de equinos suplementados com vitamina E e
outro com restricdo desta vitamina, a concentragd de TBARS na musculatura, ndo
apresentou alteracdo gpos a reaizagdo do exercicio entre 0s grupos experimentais. Este

estudo demonstrou que cavalos podem tolerar baixos niveis de vitamina E e que os
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niveis plasméticos dessa substéncia ndo refletem os teores na musculatura
(PETERSSON et d., 1991).

Siciliano et al. (1997) investigaram os efeitos da suplementagdo com vitamina E sobre
0s marcadores da integridade muscular em cavalos submetidos ao exercicio,
distribuindo-os em trés grupos: sem suplementagdo, suplementados com 80 Ul/kg
(grupo 80) e suplementados com 300 Ul/kg (grupo 300) de vitamina E. Todos 0s
animais foram submetidos a um teste de exercicio submaximo ao final do periodo de 90
dias de suplementagdo e foi demonstrado que a concentragéo de a-tocoferol dos animais
ndo suplementados cairam de forma significativa. No grupo suplementado com 300
Ul/kg, ocorreu uma elevacdo tanto no plasma quanto no muasculo, quando comparado
com o grupo ndo suplementado e o grupo 80. No final do experimento ndo se observou
ateracdo entre os grupos com relacdo a atividade das enzimas AST e CK e na

concentracdo dos TBARS, nas amostras de tecido muscular.

Em estudo realizado com a suplementagdo de vitamina E em cavalos foi observado
aumento significativo nos niveis de TBARS como marcadores de estresse oxidativo,
sobretudo no periodo de baixos niveis de vitamina E (McCMENIMAN e HINTZ, 1992).
Esses autores concluiram que os cavaos estdo normamente expostos a um grau de
peroxidacdo lipidica, como indicam os valores de TBARS no plasma e na musculatura

encontrados Nesses animais em repouso.

Chiaradia et a. (1998) buscaram uma relag@o entre a peroxidacdo lipidica e a lesdo da
fibra muscular, utilizando um grupo de garanhdes submetidos, durante um periodo de
treinamento de trés meses, a uma série de exercicios fisicos de intensidade progressiva,
e avaliou a atividade das isoenzimas creatinaquinase (CK), lactatodesidrogenase (LDH),
e glutationa (GSH). Foram observados atos niveis de MDA (0,11nmol/L) nos animais
apls exercicio intenso e até 18 horas apos o0 exercicio. Houve aumento da atividade de
isoenzimas da LDH, enquanto que a atividade da CK ndo se alterou. Os achados em
relagdo ao MDA e GSH confirmaram que o exercicio foi capaz de gerar radicaislivrese
peroxidacdo lipidica, que essa geracdo depende da intensidade da atividade e que a

eliminag&o dos produtos da peroxidaco lipidica é um processo vagaroso.
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Baskurt e Meiselman (1999) ao estudar a susceptibilidade dos eritrdcitos de eqliinos a
alteragbes mecénicas induzidas por lesbes oxidativas, concluiram que comparado ao
eritrécito humano o eritrécito eqliino € mais sensivel a injaria oxidativa, pois foram
encontrados maiores niveis de formacdo de meta-hemoglobina, tendéncia a formacdo de
equindcitos, ateraces na agregagdo e reducdo da deformidade das células, em resposta

ao desafio oxidante.

Estudando as alteracdes induzidas pelo exercicio em alguns marcadores bioquimicos e
oxidativos no plasma e nos eritrdcitos de caval os destinados a prética da modalidade de
pentlato, Balogh et al. (2001) colheram amostras antes, logo gpés e 24 horas depois de
uma competicdo e observou aumentos significativos na atividade da CK e LDH
imediatamente apGs o exercicio, 0s quais retornaram aos valores basais em 24 horas. Os
niveis de TBARS e glutationa reduzida ndo se ateraram nos eritrocitos, mas se

mostraram menores 24 gpOs 0 exercicio.

Na atividade de enduro equestre Marlin et a.(2002) observaram um aumento
significativo da concentracé de TBARS, da atividade das enzimas CK e AST no
plasma logo apos, e até 16 horas depois do exercicio, quando comparados a fase do
repouso, enquanto gque os niveis de vitamina E mostraram-se inalterados. Apesar disso,
os autores afirmaram que esses achados ndo foram suficientes para demonstrar o
estresse oxidativo classico, uma vez que os antioxidantes e os marcadores bioquimicos
de estresse oxidativo da circulagdo podem néo refletir o estado muscular, que é o local

de maior producéo de EROs durante o exercicio.

Adicionando 200 gramas de 6leo rico em &cidos graxos polinsaturados para um grupo
de cavalos (grupo O) e para outro grupo (grupo O + E), a mesma dieta anterior
acrescida de 5 gramas de a-tocoferol, Bergero et d., (2004) ndo obtiveram diferencas
estatisticamente significativas nos valores plasméticos da concentragéo de TBARS entre

0S grupos.

Com o0 objetivo de ducidar os mecanismos de protecdo antioxidante em eqlinos
treinados, Kinnunen et al. (2005b) avaliaram a capacidade antioxidante desses animais
em relagdo a capacidade de absor¢do de EROs e outros marcadores de estresse

oxidativo, apds uma sessdo Unica de exercicio moderado. Os resultados demonstraram
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que as alteragdes no estresse oxidativo, traduzidos pelo aumento significativo nos niveis
de hidroperdxidos lipidicos e no estado antioxidante, oriundas do exercicio agudo s&o
mais pronunciadas durante o periodo de recuperagd do que imediatamente ao

exercicio.

Estudando os efeitos do exercicio prolongado (80 quilémetros de enduro eqliestre) sobre
0s marcadores de estresse oxidativo em eritrocitos e a defesa antioxidante plasmética
em cavalos da raca Arabe, Kinnunen et al.(2005¢) demonstraram que a capacidade
antioxidante plasmatica total ndo sofreu alteractes devido a esse tipo de exercicio, uma
vez que ndo houve diferencas significativas tanto nos indices de peroxidagéo lipidica,
mensuradas pelos niveis de hidroperdxidos lipidicos, quanto em outros marcadores de
estresse oxidativo. Do mesmo modo, ndo houve aumento significativo da atividade das

enzimas musculares CK e AST.

Mufioz-Escass et al. (2006) investigaram as alteragdes sobre a concentragdo de
peroxidos lipidicos e a glutationa peroxidase no plasma de cavalos de hipismo e de
adestramento, demonstrando que houve aumento significativo das concentragbes de

peréxidos lipidicos tanto no momento de aguecimento quanto apds a prova de hipismo.

Onze cavalos foram selecionados para um estudo com o objetivo de verificar se 0
treinamento controlado e a suplementag&o dietética a base de 40 mg/kg de vitamina E e
20pg/kg de selénio por 70 dias seriam capazes de aumentar a habilidade neutralizadora
contra o edresse oxidativo nos tecidos. O MDA plasmético em repouso e depois do
exercicio foi significativamente maior antes do que depois do programa de treinamento
e da suplementacdo. Em ambos os momentos houve aumentos significativos do MDA
pos-exercicio, sendo que no teste realizado ap6s os 70 dias de treinamento e
suplementacdo, o MDA foi significativamente menor do que no primeiro momento. Os
valores de MDA e vitamina E apresentaram correlagdo sgnificativamente inversa, o que
demonstra que o treinamento e a suplementagéo foram capazes de melhorar o sistema
neutralizante de radicais livres através do consumo da vitamina E, para conter a
peroxidacdo lipidica oriunda do exercicio. O aumento de MDA na primeira prova fisica
sugeriu grande producdo de radicais livres induzidos pelo exercicio. Na segunda prova,
os valores de MDA diminuiram, demonstrando que a suplementagdo favoreceu a

capacidade do organismo de combater os radicais livres. Por outro lado, os valores de
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vitamina E apresentaram-se diminuidos indicando aumento no consumo em fungdo do
aumento dalipoperoxidacéo (AVELLINI et al., 1999).

Moffarts et al. (2004) demonstraram que o 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 aintensidade do exercicio.

Silveira (2005) utilizou dez eqiiinos adultos da raga Arabe, submetendo-os a um
protocolo de exercicio com velocidades crescentes, em esteira com posi¢éo horizontal.
Foram aferidas a freguiéncia respiratéria, a temperatura reta, a temperatura ambiente e
umidade relativa do ar antes e apds o exercicio e a frequéncia cardiaca antes, durante e
apbs o exercicio. Os protocolos de exercicios foram realizados seis dias por semana,
durante quatro semanas em esteira de ata velocidade, sendo que nesta etapa ndo foram
colhidas amostras de sangue dos animais. ApOs 0 treinamento os animais foram
submetidos a um teste padrdo de exercicio progressivo com esteira inclinada, que
consistiu em desafiar 0s eqiinos com velocidades crescentes até a exaust@o, colhendo-se
entd amostras de sangue para: hemograma, contagem do nimero de plaquetas, proteina
total plasmética, fibrinogénio, atividade enzim&ica sérica da CK, AST e LDH,
hemogasometria, dosagem sérica do MDA, concentracdo de vitamina E, cortisol, e
lactato sanguineo. Amostras de sangue foram colhidas antes do inicio do exercicio, em
repouso, durante o exercicio em diferentes velocidades crescentes, 1 minuto depois do
exercicio, 3 minutos, 5 minutos, 30 minutos, 60 minutos e nos momentos subsequientes:
3 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 3 dias e 5 dias. Os resultados demonstraram que
exercicio progressivo induziu o estresse oxidativo e lipoperoxidagdo em eqiiinos daraca
Arabe por meio da produco de MDA sérico, apds 30 minutos. O autor sugeriu que
apesar da deteccdo de nivels basais de vitamina E, esta €ou outras substancias
antioxidantes naturais foram eficientes na protegdo das membranas celulares evitando a
propagacdo da lipoperoxidacdo. Além disso, foram verificadas alteracbes no
hemograma, contagem total de leucdcitos, contagem diferencial (nos neutrdfilos
segmentados e linfécitos), onde foi sugerida agdo do cortisol sobre estes pardmetros,
permitindo concluir que o exercicio progressivo e 0 estresse oxidativo foram os
possiveis responsaveis em promover dteragdes na membrana das células musculares

aumentando os valores séricos das enzimas CK, AST e LDH.
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Em um estudo sobre o efeito da suplementacdo oral com antioxidantes por um periodo
de trés meses, em cavalos de corrida treinados, foi demonstrado que esses animais
apresentaram ateracbes significativas em marcadores bioquimicos da atividade
antioxidante no sangue durante esse periodo. A suplementacdo foi capaz de
contrabalancar esse desequilibrio, principalmente pela elevagdo do a-tocoferol, selénio e
da atividade da glutationa peroxidase nos eritrécitos (MOFFARTS et al.,2005b).

Moffarts et al.(2006) redizaram um experimento com o objetivo de comparar 0 impacto
de exercicios realizados em esteira e em pista de corrida, sobre o equilibrio oxidativo de
cavaos atletas, para avaliar s os resultados obtidos em condigdes laboratoriais
poderiam ser parémetros para 0 exercicio realizado a campo. Ao final do experimento
observaram que o exercicio realizado em esteira induziu maiores ateragdes no lactato
sanguineo e nos marcadores do equilibrio entre oxidantes e antioxidantes, em relacéo ao

exercicio realizado na pista

Utilizando um grupo de 493 cavalos, Kirschvink et a.(2006) realizaram um estudo com
0 objetivo de avaliar se a influéncia da raga, do sexo, e da idade em relagdo aos
marcadores do equilibrio oxidativo em cavalos atletas, observaram diferencas
significativas nos parametros analisados. Foi concluido que o equilibrio oxidativo do
sangue € influenciado pela raca, sexo e idade e que ha uma relacdo positiva entre os
niveis de glutationa peroxidase, vitamina E e saénio, enquanto que ha uma relagdo
negativa entre o volume globular, atividade de CPK e LDH. Os autores propuseram que
esses resultados podem auxiliar na determinacdo das necessidades especificas por

antioxidantes e vitaminas, em grupos distintos de cavalos étletas.

Ao comparar o conteido de vitamina E na dieta total de cavalos competindo em prova
de enduro de 80 quilémetros com os indices de estresse oxidativo, Williams et al.(2003)
observaram a existéncia de relacéo positiva entre os resultados de niveis plasméticos de
a — tocoferol para os animais que receberam suplemento de vitamina E. Houve uma
correlacdo negativa entre o consumo de vitamina E e a atividade séricada CK e de AST
e por isto consideraram que o ato consumo de vitamina E estd associado a um menor
grau de lesdo muscular e estresse oxidativo, assm como é elevado o estado antioxidante

de egiinos, durante a prova de enduro. Diante desses resultados, os autores concluiram
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que equinos submetidos a exercicios intensos podem ter seu bem-estar e desempenho

mel horados se forem suplementados com altos niveis de vitamina E.

Williams et al.(2004a), estudaram o efeito da suplementagcéo antioxidante sobre o
desenvolvimento de estresse oxidativo em cavalos submetidos a uma prova de enduro
equestre de 80 quildmetros. Um grupo recebeu uma suplementacdo oral diédria
formulada com 5000 Ul de vitamina E, por trés semanas. Outro grupo foi suplementado
com a mesma dose de vitamina E, adicionada de 7 gramas de vitamina C. Foram
analisados apds a prova os niveis de hidroperéxidos lipidicos, a-tocoferol, ascorbato,
albumina, atividade de CK e AST no plasma, aém da atividade eritrocitaria de
glutationa peroxidase. Além do ascorbato, nenhum dos pardmetros foi afetado
comparando-se as suplementagBes. Por outro lado, os indices de hidroperoxidos
lipidicos, CK e AST aumentaram significativamente ap0s a prova, enquanto que a
atividade de glutationa peroxidase e o tota de glutationa nas células sangiiineas foram
reduzidos. Além disso, houve correlacdo positiva entre o aumento de hidroperoxidos
lipidicos e a atividade da CK e AST. Os autores concluiram que existiu uma associagao

entre alesdo muscular e os indices de estresse oxidativo.

Williams et al. (2004b) conseguiram demonstrar que a suplementacdo com vitaminaE e
&cido lipdlico, outra molécula considerada como antioxidante, foi capaz de prevenir o
desenvolvimento de estresse oxidativo, caracterizado por menores niveis de marcadores
bioquimicos, assim como observaram diminuicdo do grau de liberacdo de enzimas

marcadoras de lesdo muscular e da atividade de apoptose celular, em cavalos de enduro.

Ao comparar os marcadores de estresse oxidativo de cavalos atletas em trés provas
distintas de enduro equestre, Williams et al.(2005) encontraram valores
significativamente maiores para a atividade das enzimas CK e AST nos animais que ndo
conseguiram finalizar 0s percursos em comparagao aos outros animais antes, durante e
apls as provas, apesar de outros marcadores ndo mostrarem essa diferenca. Os autores
concluiram que considerando as diferengas entre as condi¢des e resultados das trés
provas, h4 grande importancia no condicionamento fisico, no tipo de terreno, nas
condigdes ambientais e distancia do percurso para a interpretacdo dos resultados de

marcadores de estresse oxidativo e enzimas musculares.
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Com o objetivo de determinar os niveis de suplementacdo com vitamina E necessérios
para minimizar os efeitos do exercicio exaustivo em éguas de raca de trote, em uma
esteira de altavelocidade, Williams e Carlucci (2006) avaliaram o efeito da
suplementacdo com vitamina E sobre o estresse oxidativo. Um grupo permaneceu como
controle e ndo recebeu suplementagdo alguma, um grupo teste recebeu 5000 Ul e em
outro foi administrado 10000 Ul por dia de vitamina E. Os autores observaram que a
suplementacdo acima dos nivels recomendados ndo parece ser benéfica para o controle
do estresse oxidativo e do baango oxidativo em cavalos submetidos a exercicios
intensos, e que niveis até dez vezes acima dos recomendados pelo NRC poderiam ser

nocivos para 0 metabolismo do beta-caroteno, e assim, serem contra-indicados.

O metabolismo oxidativo eritrocitéario foi estudado em eqiiinos da raca Arabe,
submetidos a exercicio progressivo em esteira de dta velocidade através da avaliagéo do
efeito da suplementagdo com vitamina E (1000Ul/animal/dia) sobre os constituintes
sanguineos. Como resultado observou-se ap6s o exercicio diferencas significativas no
eritrograma, com aumento do nimero de hemécias, do volume globular e da
concentracdo de hemoglobina, como também das PPT. A suplementagdo com vitamina
E atenuou o estresse oxidativo, caracterizado pelo menor valor do MDA no grupo
suplementado, entretanto, verificou-se um aumento da atividade da AST, CK
(MACHADO, 2006).

2.5 Importancia da vitamina E e selénio na dieta de eglinos.

A concentracdo natura de vitamina E, assim como sua dividade, varia
consideravelmente na dieta usuamente oferecida a eqlinos. Forrageiras frescas e
colhidas em estado imaturo, geradmente contém maiores niveis de vitamina E (30 — 100
Ul/kg), enquanto os gréos tendem a possuir concentragdes menores. O processo e 0
tempo de estocagem reduzem progressivamente a concentragdo natural de vitamina E
(SICILIANO, 2004).

A absorcdo da vitamina E esté relacionada com a digestdo de gorduras, e é facilitada
pelafuncdo pancredtica, secrecdo biliar, formacdo de micelas e penetracdo através das
membranas intestinais. A maior parte da vitamina E € absorvida como acool, sendo

transportada para a circulagéo geral através da circulagdo linfética, sendo entéo estocada
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em todos os tecidos corporeos, especialmente no figado e tecido adiposo e excretada
principdmente pela bilis. O tocoferol € oxidado nos tecidos dos animais, produzindo o
afa-tocoferilquinona, que é o principal produto formado a partir da peroxidagéo de
lipideos. Este composto se transforma em afa-tocoferil-hidroquinona que pode ser
acumulado no figado e excretado em forma conjugada nas fezes, bilis, ou pode ainda
sofrer beta-oxidacdo nos rins, formando o &cido dfatocoferbnico, que é convertido a
alfa-tocoferona-lactona e excretado pela urina (COSTA, 2000).

A vitamina E se locdiza primariamente nas partes lipofilicas das células, tais como as
membranas celulares, que contém vitamina E na concentragdo de aproximadamente 1,0

mg para cada 5 a 10 gramas de membrana lipidica (CHEW, 1996).

Baalsrud e Overnes (1986) propuseram que a vitamina E, sozinha ou associada com o
selénio, pode ser essencial para o desenvolvimento de resisténcia contra doengas tais
como a gripe por virus influenza e o téano em cavalos, sendo que a atividade
antioxidante da vitamina E na prevencéo da peroxidagdo lipidica € um dos mecanismos
possiveis para auxiliar a resposta imune. Baixas concentragbes de vitamina E nas
membranas estdo rel acionadas com a desestabilizacdo de cdlulas do sistema imune, com
a diminuicdo da hipersensibilidade retardada, diminuicdo da resposta imune celular,
diminuicdo da producéo de imunoglobulinas e de interleucina-2. Além disso, a vitamina

E provocadiminuicio na producéo de prostaglandinas (FERNANDEZ et al., 2002).

A necessidade de vitamina E em cavalos € um assunto controverso. Varios estudos
estabeleceram valores discrepantes tanto em relacdo aos valores, como aos varios niveis
e tipos de atividade. A maior parte da vitamina E ingerida pelos animais é oriunda da
dieta basica formada por forrageiras ricas em tocoferol. Além disso, a ingestéo pode
variar muito dependendo da dieta oferecida ao cavalo. Muitas ragdes comerciais
contribuem para essa variagéo por serem formuladas com suplementagdo de vitamina E
(SICILIANO, 2004). Dessa forma, a necessidade de suplementagdo para animais pode
estar fundamentada em estados carenciais ou em aumento das necessidades basais
decorrentes do aumento da atividade metabdlica. O NRC (1989) estabeleceu as
concentragoes de vitamina E nas dietas de 50 Ul/kg para cavalos em manutencéo e 80
Ul/kg para éguas gedtantes, potros em crescimento e cavalos em trabaho, sendo
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tolerados niveis maximos de 1000 Ul/kg de dimento. Estes valores foram reportados
por Lawrence (2000) e Hintz (2000).

Apesar das recomendagfes do NRC serem provavelmente adequadas na maioria das
circunsténcias, foi reportado que as necessdades podem ser maiores do que o
recomendado, nos casos de potros em crescimento e éguas em reproducdo (HINTZ,
2000). Roneus et a. (1986) recomendaram para cavalos de corrida adultos, a
suplementacdo didria de 1,1 a 4,4 mg/kg P.V. de vitamina E, para animais com dietas
pobres nesse nutriente como idedl.

Outro fator que pode influenciar a oferta de vitamina E é eficiéncia na sua utilizacdo
pelo organismo,sendo que variaveis como a forma quimica da vitamina E e o nivel de
&cidos graxos insaturados na dieta podem afetar a utilizagdo do tocoferol. Além disso,
sinais de intoxicag&o por excesso de vitamina E n&o foram reportados em cavalos. Por
outro lado, a deficiéncia de vitamina E, conjuntamente com a de selénio, pode estar
envolvida na patogenia de miodegeneraces, doenca do musculo branco, além da

mieloencefalopatia degenerativa e doenga do neurdnio motor (HINTZ, 2000).

As exigéncias de selénio nos equiinos sdo estimadas em cerca de 0,1 mg/kg de matéria
seca (NRC, 1989). Snow et d. (1986) consideraram que as exigéncias de selénio em
cavalos de corrida podem ser menores do que as recomendadas. Por outro lado, o
aumento do metabolismo durante o exercicio, gerando quantidades maiores de EROs
leva a0 aumento das necessidades de selénio para maior atividade de glutationa
peroxidase, necesséria para a remogdo dessas substancias oxidativas. Foi sugerida que a
concentracdo de 0,3 mg/kg poderia ser mais apropriada na dieta total de cavalos
(HINTZ, 2000).

A deficiéncia e 0 excesso de selénio estdo incriminados em algumas patologias, tais
como: problemas musculares em vérias espécies, inclusive em cavalos, doenca do
musculo branco em potros, miodegeneracdo distrofica e polimiosite em animais adultos
(HARRIS e MAYHEW, 1998), sendo que a intoxicagdo cronica por selénio foi
incriminada na perda de pélos, colapso do casco, erosdo articular, claudicagdo, dém de

cegueiraassociada a ataxia e insuficiéncia respiratoria (HINTZ, 2000).
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3. ARTIGOS CIENTIFICOS

3.1 INFLUENCIA DO EXERCICIO SOBRE O HEMOGRAMA, ENZIMAS
MARCADORAS DE LESAO MUSCULAR E INDICE DE PEROXIDAGCAO DE
BIOMOLECULAS, EM EQUINOS SUBMETIDOSA ATIVIDADE DE SALTO.

RESUMO

A atividade de hipismo cléssico € considerada extenuante para cavalos atletas, e o exercicio
fisico causalesdes relacionadas com ateragBes hematoldgicas e com 0 estresse oxidativo que
estéo envolvidas na fisiopatol ogia de enfermidades nesses animais. O objetivo desse trabalho
foi determinar a influéncia do exercicio sobre os parametros do hemograma, das proteinas
plasméticas totais, do fibrinogénio, da atividade de enzimas envolvidas com lesbes
musculares (CK, AST e LDH), como também de marcador de estresse oxidativo, avaliado
através da concentracdo de substancias reativas ao éacido tiobarbitdrico (TBARS), em
membrana de hemécias de cavalos. Para tanto, 20 cavalos treinados foram submetidos a uma
prova de hipismo tendo sido colhidas amosiras de sangue, nos momentos imediatamente,
antes (Tr), imediatamente ap6s (To), 6 (Te), 12 (T12) € 24 horas (T24) apds a redizacéo do
exercicio. O exercicio influenciou sobre alguns pardmetros analisados, tais como: nimero de
hemécias, volume globular, concentracdo de hemoglobina, nimero total de leucdcitos,
contagem diferencial de neutrdfilos e linfécitos em valores absolutos, atividade das enzimas
CK e AST, e a concentragéo de TBARS, demonstrando assm o desenvolvimento de estresse
oxidativo, uma vez que, levando-se em consideracdo a andlise edtatigtica, 0s maiores valores
foram observados apds a reaizacdo do exercicio. Todos os parémetros avaliados retornaram
aos valores basais 24 horas apés a redlizac8o da prova. Esses resultados demonstraram a
relevancia da utilizacdo de tais par@metros para o monitoramento do estado clinico de
cavalos de uso na prética de esporte, em especial para avaliagdo do condicionamento fisico e
da adaptacéo dos animais ao tipo de atividade aos quais séo submetidos.

Palvras-chave: Equinos, Fisiologia do exercicio, Hematologia, Bioguimica clinica,

Estresse oxidativo.
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SUMMARY

The physical exercise cause injuries in horses related to hematological alterations and
oxidative stress that are involved in the physiopathology of some diseases. The activity
of show jumping is considered extenuate for athletic horses. The objective of this
research was to determine the influence of this kind of exercise on the hematological
parameters, the activity of enzymes related with muscular injuries (CK, AST and LDH),
and the concentration of thiobarbituric acid reactive substance (TBARS), a marker of
oxidative stress, in erythrocyte membranes of horses. For this purpose, 20 trained horses
had been submitted to a show jumping session. Blood samples were colleted
immediately before (Tgr), immediately after (To), 6 (Te), 12 (T12) and 24 hours (T24)
after the exercise. The exercise influenced some analyzed parameters: the number of
erythrocytes, the globular volume, the concentration of hemoglobin, total number of
leukocytes, differential counting of neutrophils and lymphocytes in absolute numbers,
the activity of enzymes CK and AST. The concentration of TBARS demonstrated the
development of oxidative stress. The values obtained before the exercise were lesser
and statistically significant than those obtained after the accomplishment of the exercise.
In a general way, all parameters returned to basal values 24 hours after the end of the
exercise session. These results demonstrated the relevance of the analysis of such
parameters for the follow up of the clinical state of athletic horses, in specia for the
evaluation of the physical conditioning and the adaptation of these animals to the kind
of exercise to which they are submitted.

Key-words: Equine, Exercise physiology, Hematology, Clinical biochemistry,
Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

A avdiagd do hemograma e da bioguimica sérica tem sido utilizada para o
monitoramento do cavao atleta, permitindo o acesso a funcdo de véios sistemas
organicos, sendo assim ferramentas fundamentais no acompanhamento do estado de
salde desses animais (HODGSON e ROSE, 1994). A importancia da hematologia como
meio semiologico é reconhecida mundiamente, ndo somente para a determinagdo dos
valores de referéncia de animais sadios, mas principalmente para 0 acompanhamento
das ateraches fisioldgicas influenciadas pelos fatores de variabilidade tais como raca,
idade, sexo, condigdes ambientais e alteragbes decorrentes da utilizagdo dos animais
para o esporte (DOMINGUES JUNIOR et d., 2004).

A causa mais comum de resultados negativos em competicBes eqliestres é a injuria
muUsculo-esquelética, estando esse fato relacionado com a queda do desempenho
muscular (KINNUNEN et al., 2005). Para o monitoramento da higidez do tecido
muscular e o controle de tais lesbes, utiliza-se a avaliagéo da atividade de enzimas como
a Creatina Quinase (CK), Aspartato Aminotransferase (AST) e a Lactato Desidrogenase
(LDH), uma vez que o aumento da atividade das mencionadas enzimas indica lesdo
muscular (HODGSON e ROSE, 1994).

A producédo de radicais livres tem sido incriminada como componente causador de
diversas enfermidades dos equinos, principalmente dos cavalos atletas. A geracéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) relacionadas ao exercicio foi demonstrada por
Sjodin et al. (1990), e entre os seu efeitos deletérios potenciais destaca-se a indugdo de
lesbes teciduais pela oxidagdo dos componentes celulares tais como as membranas
lipidicas. Dessa forma, o estresse oxidativo induzido pelo exercicio pode contribuir para
acelerar o proceso de fadiga e lesdo da fibra muscular, levando a intolerancia ao
exercicio e quedade desempenho atlético (MOFFARTS et al., 2004).

O estresse oxidativo oriundo do exercicio pode estar ligado as ateracdes hematolbgicas,
uma vez que foi demonstrado aumento da atividade peroxidativa dos leucdocitos apds
sessio de exercicios (KORHONEN et al., 2000). Além disso, as dteragdes mecanicas
nos eritrocitos, oriundas de lesbes das membranas determinadas pelo atague de radicais
livres, ao gerar diminuicdo da fluidez eritrocitéria, podem afetar a microcirculacdo na
musculatura causando lesdo nesse tecido e consequente aumento da atividade das
enzimas ligadas a lesio muscular (SENTURK et a., 2005, BASKURT e
MEISELMAN, 1999; PORTIER et a., 2006; MOFFARTS et d., 2007).

O maondialdeido (MDA) é o aldeido individualmente mais abundante resultante da
peroxidacdo lipidica, sendo que sua determinacdo pela reacdo do &cido tiobarbituricio
(TBA) é uma das metodologias mais comuns para 0 estudo da peroxidacdo lipidica
(ESTERBAUER e CHEESEMAN, 1990), sendo utilizada em pesquisas na espécie
equina (PORTER, 1984; CHIARADIA et al., 1998; DEATON et a., 2002; MARLIN et
al., 2002; SILVEIRA, 2005).

Tendo em vista que no Hipismo Cléassico a prova de satos é considerada uma atividade
extenuante para o cavalo, o objeto desta pesquisa foi estudar o efeito do exercicio sobre
0 quadro hematoldgico, a atividade de enzimas marcadoras de lesdo muscular (Creatina
Quinase - CK, Aspartato Aminotransferase - AST e a Lactato Desidrogenase - LDH),
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além de avaliar a concentracdo de substancias reativas ao &cido tiobarbirdtico (TBARS),
como marcador bioguimico de estresse oxidativo, em membranas de eritrécitos de
cavalos atletas mantidos em hipica da Regi&o Metropolitana de Salvador - BA.

2. MATERIAISE METODOS
2.1 Animais

Foram utilizados 20 eqiinos clinicamente sadios com idade compreendida entre oito e
12 anos, da raga Brasileira de Hipismo (BH), com peso médio de 450 kg, mantidos sob
regimes de treinamento para provas de hipismo classico, em clube eqlestre do
Municipio de Salvador. Todos os animais foram submetidos a manejos sanitério e
nutricional semelhantes, incluindo-se vermifugacfes a cada trés meses com produtos
comerciais e vacinagdo semestral contra Gripe Equina, Tétano e Encefalomielite
Equina, além de vacinacdo anua contra a Raiva. A aimentagdo dos animais foi
constituida por: &gua a vontade, 7,5 kg de feno de capim Coast Cross (Cynodon
dactylon), 7,5 kg de capim Elefante (Pennisetum hybridum) e ragdo comercial,
ofertando-se a quantidade correspondente entre 1 a 1,5 % do peso vivo, dividindo-se em
duas refeicoes.

Todos os animais encontravam-se a mais de 90 dias sob regime de treinamento fisico e
técnico para provas de hipismo a qual era constituida por: duas a quatro sessdes de
treinamento fisico (passo, trote e galope) e uma a duas sessdes de saltos semanais e
descanso semanal.

Durante o periodo de padronizacdo de treinamento de exercicio e manejo nutricional
ndo foram administrados quaisquer tipo de medicamento aos animais, quando entdo
foram submetidos a exames fisicos conforme recomenda Speirs (1997), e redlizado o
hemograma para certificar-se do estado clinico desses equinos, sendo os resultados
registrados em fichas clinicas individuais.

2.2 Delineamento experimental

ApOs o periodo de padronizacdo, os 20 animais foram submetidos ao exercicio que se
constituiu de uma prova de Hipismo Classico na categoria de 1,00 metro de dtura. O
tempo de aguecimento, 0 nimero de obstaculos bem como o grau de dificuldade foi
padronizado e composto por 25 minutos de exercicio, sendo 10 minutos a passo, 10 a
trote, 5 minutos a galope com um total de seis saltos de preparacdo. A prova foi
constituida de dupla passagem por uma pista de nove obstéculos, perfazendo um total
de 18 sdtos com duragéo de cerca de trés minutos. Os grupos experimentais foram
formados colhendo-se as amostras de sangue com os animais ainda em repouso (Tg),
imediatamente apos término do exercicio (To), e seis(Te), 12 (T12) € 24 (T24) horas apds
arealizacdo da prova hipica para avaliagdo do hemograma, atividade de enzimas como
marcadores bioguimicos de lesdo muscular e indice de peroxidacéo de biomoléculas,
através da producdo de substancias reativas ao écido tiobarbitarico (TBARS).



2.3 Colheita do material

Por puncgéo da veia jugular externa foram colhidas duas amostras de 5ml de sangue de
cada animal em tubos a vécuo contendo sal trissddico do &cido etilenodiamino-
tetracético (EDTA ks) a 10%, onde uma foi destinada as analises dos congtituintes do
hemograma e a outra para a obtencéo de hemolizado para a determinagéo de TBARS.
Essas amostras foram acondicionadas sob refrigeracdo e imediatamente remetidas ao
Laboratorio de Diagnéstico das Parasitoses dos Animais Domésticos da Escola de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Bahia (EMEV — UFBA), onde foram
processadas.

Para avaliagdo das atividades das enzimas CK, AST, LDH foram colhidos 10ml de
sangue em tubos sem EDTA, em seguida mantidos em repouso em temperatura
ambiente para a retracdo do coagulo e obtengdo do soro, o qual foi congelado a - 40°C
até o momento daredizag&o das provas laboratoriais.

2.4 Andliseslaboratoriais

Foram realizados os exames que compdem o hemograma (eritrograma e leucograma),
andlises de proteinas plasmaticas totais, fibrinogénio plasmatico, avaliagdo da atividade
séricade CK, AST, LDH e o indice de peroxidacéo de biomoléculas nas membranas de
eritrocitos pela quantificacdo dos TBARS através dareacéo do TBA.

Para realizac8o do eritrogramafoi determinada a contagem do nimero de eritrcitos em
cémara de Neubauer, utilizando-se o liquido de Gower huma proporcéo de 1:200 como
solucéo diluente e o resultado foi expresso em nimero de células x 10°/uL. A técnica
utilizada para a determinag@o do volume globular foi a do microhematdcrito, usando-se
tubos capilares de didmetros homogéneos de Imm e 7 mm, preenchidos com sangue aé
dois tercos do seu volume, que apods fechamento com massa especifica os capilares
foram centrifugados durante 5 min com uma for¢a de 12000 G, e o resultado foi
expresso em porcentagem (%). A concentracdo de hemoglobina foi determinada por
meio do método da cianometahemoglobina, empregando-se o liquido de Drabkin, sendo
expressa em g/dL. A determinacdo dos indices hematiméricos absolutos, volume
globular médio (VGM), hemoglobina globular média (HGM), e concentragdo da
hemoglobina globular média (CHGM) foram calculados por meio dos dados obtidos na
contagem das hemacias (He); concentracdo de hemoglobina (Hb) e determinacdo do
volume globular (VG), conforme descritos por Birgel (1982), e os resultados expressos,
respectivamente em fentolitros (fL), picogramas (pg) e porcentagem (%).

Para a realizacdo do leucograma efetuou-se a contagem do niimero total de leucdcitos
adicionando-se 20ul de sangue total em 400ul de solugdo a 4% de &cido acético e
posterior contagem em camara de Neubauer e foi expresso em nimero de células/uL de
sangue. Para a contagem diferencial dos leucdcitos foram confeccionados esfregagos
sanguineos corados pelo corante de Rosenfeld (ROSENFELD, 1947), segundo atécnica
padronizada para animais (BIRGEL, 1982). Em cada esfregaco sangliineo foram
diferenciados 100 leucdcitos classificados de acordo com as suas caracteristicas
tintoriais em: neutréfilos, com nidcleos em bastdo e com nicleo segmentado,
eosinofilos, basofilos, linfocitos e mondcitos, apresentando-se o resultado em nimeros
relativos e expressos em porcentagem, e a seguir, por caculos mateméticos, foram
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obtidos os nimeros absolutos de cada tipo de leucdcitos e expressos em nimero de
células x 10°/uL (MATOS E MATOS, 1988).

A concentracdo das proteinas totais foi realizada pelo método refratométrico,
expressando-se os resultados em g/dL e o fibrinogénio plamético foi também
determinado por méodo refratométrico, gpos tratamento térmico do plasma, segundo
preconizado por JAIN (1993) e os resultados expressos em mg/dL.

As determinagdes das atividades das enzimas foram redlizadas através de sistema
colorimétrico, utilizando-se kits comercias, onde para a CK seguiu-se a técnica descrita
por Okinaka et a. (1961); da AST a metodologia descrita por Reitman e Frankel (1957)
e daLDH conforme descrito por Whitaker (1969).

O indice de peroxidacéo de biomoléculas, principalmente lipidios, foi avaliado pelo teor
de substancias reativas do &cido tiobarbitirico (TBA), denominadas de TBARS, em
membranas de eritrocitos, descrito por Esterbauer e Cheeseman (1990). O referido
método se baseia na reacd de uma grande variedade de substéncias oxidadas que
formam complexos de cor résea com o TBA, tas como o MDA, aglcares e
aminoacidos oxidados em melo aguecido. Os eritrocitos foram obtidos por
centrifugagdo do sangue total a 12.000 © g por 10 minutos e foram lisados em &gua
destilada. As membranas eritrocitarias obtidas foram lavadas com tampéo fosfato 50
mM pH 7,4, na mesma condicdo de centrifugac@o descrita acima até se eliminar
completamente a presenca de hemoglobina no sobrenadante. Ao final desse processo, 0
sedimento contendo fragmentos obtidos de membranas de eritrécitos foi ressuspenso no
mesmo tamp&o. Redlizou-se a determinacdo de proteinas pelo método de Lowry
(LOWRY et al., 1951). Posteriormente, foram preparados os tubos para a andise
contendo 1 mg de proteina, adicionando-se 2 ml de solugdo de TCA a 15 % (p/v) com
TBA a 0,67 % (p/v). Para cada tubo teste preparou-se um tubo branco contendo a
amostra juntamente com 2 ml de solugéo de &cido tricloroacético (TCA) a 15 % (p/v). O
aparelho de espectrofotometria foi zerado com um tubo contendo apenas os reagentes,
mas sem amostra. Esse conjunto de trés tubos foi aguecido na temperatura de 100°C por
15 minutos. Apos o resfriamento e centrifugagdo para a retirada do sedimento, o
sobrenadante foi analisado no espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 532 nm.
A diferenca entre o valor de absorbéancia do tubo teste com o valor de absorbancia do
Seu respectivo branco foi usada para o cdculo da concentracéo de TBARS. O resultado
da absorbancia foi utilizado para cacular o0 TBARS equivalente a concentracdo de
MDA usando-se o coeficiente de extingdo molar (€) de 1,56 x 10° M™ cm®. Os valores
equivalentes de TBARS foram expressos em nM/mg de proteina (MIURA et al., 1998).

2.5 Andlise estatigtica

O efeito do exercicio foi analisado comparando-se os dados obtidos antes do exercicio
com os dados a cada tempo apds o exercicio pelo teste t pareado ou o teste ndo
paramétrico de Wilcoxon, dependendo da normalidade das amostras. O efeito do tempo
apbs o exercicio foi analisado pelo teste de andise de varidncia (ANOVA) unilateral ou
pelo teste de ANOVA ndo paamérico de Kruska-Wallis, dependendo da
normalidadade das amostras, seguidos do método de Student-Newman-K euls.Verificou-
Se a existéncia de correlagéo entre os diferentes parametros, utilizando-se o teste de
Pearson ou o de Spearman dependendo da normaidade dos dados. Dados comparados



42

gue apresentaran valores de p < 0,05 foram considerados como sendo
significativamente diferentes. Utilizou-se o programa Sigma Stat (LARSON, 1982).

3. RESULTADOS

Os valores das médias, desvios padréo, medianas, percentil 25 e percentil 75 dos
congtituintes sangtiineos obtidos dos eqiinos treinados para provas de hipismo classico
utilizados para avaliagdo da influéncia do exercicio sobre o hemograma, as proteinas
plasméticas totais, o fibrinogénio, as enzimas marcadoras de lesdo muscular e a
avaliacdo do estresse oxidativo estéo apresentados nastabelas de 4 a 6.

Os resultados apresentados na tabela 4 e figura 3 (das letras de A a E) demonstraram a
influéncia do exercicio sobre constituintes do eritrograma, das proteinas plasméticas
totais e do fibrinogénio, pois os valores de médias e medianas obtidas para 0 nimero de
hemécias, o volume globular, a concentragdo de hemoglobina e das proteinas analisadas
foram estatisticamente significativos (p < 0,05) entre os momentos analisados. A andlise
estatistica evidenciou que antes do exercicio (Tgr) e imediatamente apds este (Tg) 0s
equinos obtiveram valores maiores para o nimero de hemécias (7,36 + 1,09 a 9,65 x
10%uL), o volume globular (32,15 + 3,74 a 43,25 + 3,94 %), a concentracdo de
hemoglobina (11,90 + 1,99 a 16,08 + 1,80 g/dL) e para as PPT (6,95 =+ 0,33 a 7,27 *
0,25 g/dL) e Fb (395 £ 114,6 a 610,00 +188,90 mg/dL ), e que a partir desta fase os
valores foram gradativamente menores e significantes, restabelecendo para os valores
préximos ao da fase do repouso 24 horas ap6s a realizacdo do exercicio (T4), revelando
assim um efeito significativo (p<0,05) do tempo sobre os valores mencionados.

Nos esfregacos sanguineos confeccionados ndo foram encontradas alteracOes
morfotintoriais das hemécias.

Conforme apresentacdo dos resultados na tabela 5 e figura 3 (letra F), o exercicio
causou efeito sobre o leucograma, evidenciado pelos valores das médias e medianas do
nimero total de leucdcitos, em decorréncia do aumento dos valores absolutos dos
neutréfilos segmentados e linfécitos que foram estatisticamente significativos (p<0,05)
nas fases de repouso (Tr) e imediatamente apos a realizacdo das provas de hipismo
classico (To). A cinéticado nimero tota de leucdcitos variou de 7,16 + 1,15 para8,95 +
1,20 células x 103/pL; os neutrdfilos segmentados de 4,54 + 0,94 para 5,77 + 1,00
células x 10%/uL e os linfécitos de 2,28 + 0,54 para 2,85 + 0,65 células x 10*/uL. Como
semel hante ao ocorrido com as células da série vermelha, os leucdcitos gradativamente
apresentaram restabelecimento dos valores de média basais, até as 24 horas ap0s a prova
de hipismo classico (T.4), decorrente da neutrofilia observada até seis horas, enquanto
que alinfocitose perdurou até 12 horas ap0s o exercicio.

Em relagdo a contagem diferencial de leucdcitos relativa, houve diminuicdo da relagéo
N/L apbs 12 horas decorridas do exercicio por um aumento da proporgéo de linfocitos
(de 34,65 = 6,07% no T, para 37,55 + 3,83% no Tiz e diminui¢do da proporgéo de
neutrofilos (de 61,55 + 6,09% no Te, para 58,25 + 3,79% no T1,), sendo que em ambos
0S casos, 0s valores retornaram aos nivels de repouso No Tog,

Os resultados apresentados na tabela 6 e figura 4 evidenciaram ainfluéncia do exercicio
sobre as atividades das enzimas marcadoras de lesdo musculo-esquelética, bem como
sobre o indice de peroxidagdo de biomoléculas, principamente lipidios, avaliado pelo
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teor de substancias reativas do TBARS em membranas das hemécias. Os valores
observados para a CK, AST e TBARS antes do exercicio foram menores (28,5 + 15,49
UI/L, 39,0 (35,0; 48,9)UI/L e 148,07 + 114,76 nM/mg de proteina, respectivamente) e
estatisticamente significativos (p < 0,05), quando comparados com os obtidos
imediatamente ap0s o exercicio (124,06 + 45,67 UI/L, 62,7 (48,7; 75,9) UI/L €543,26 +
311,72 nM/mg de proteina, respectivamente) e gradualmente houve um decréscimo até
seis horas apos a realizagdo da prova hipica, quando atingiram os niveis basais, os quais
foram estatisticamente significativos.

Os resultados expostos na tabela 7 e figuras 5 e 6 demonstram a correlagdo entre a
concentracdo de TBARS na membrana de hemécias e os diversos paréametros avaliados
nos diferentes momentos. Houve uma correlagéo significativa (p < 0,05) negativa entre
as concentracOes de TBARS com: as PPT, a contagem diferencial relativa de neutrdéfilos
segmentados, a contagem diferencial relativa de linfécitos e com a atividade sérica de
LDH.

Além disso, foram observadas correlagdes significativas (p < 0,005) positivas entre os
niveis de TBARS e a concentragdo de hemoglobina, a contagem diferencial de
neutrofilos segmentados, a atividade séricada AST, CK e LDH.
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Tabela 4. Dados sobre os congtituintes do eritrograma, das proteinas plasméticas totais
(PPT) em g/dL e concentragdo sérica de fibrinogénio (Fb) em mg/dL, obtidos de eqliinos
submetidos & prova de Hipismo Cléssico da raga Brasileiro de Hipismo, antes e nos
diferentes tempos pos-exercicio. Os resultados estdo expressos pela média + desvio

padré&o, mediana, percentil 25 e percentil 75 paratodos os grupos. Salvador, 2008.

Constituintes
. TR TO T6 le T24
do Eritrograma
He (x10%/uL) 7,36+ 1,09 9,65+ 1,59 8,50°+ 1,03 7,78+ 0,77 7,37° 0,80
# 7,52; 6,85; 8,00 9,32;884;10,40  8,44; 7,57, 9,00 7,90; 6,95; 8,28 7,54, 6,83, 7,78
VG (%) 32,15+ 3,74 43,25+ 394 34,007+ 2,22 33,50°+ 2,54 32,00°+ 3,17
32,00; 29,00; 34,50  43,50; 40,50; 46,00  34,0; 32,50; 350  34,00; 32,00; 34,50  32,0; 29,00; 34,00
Hb (g/dL) 11,90+ 1,99 16,08+ 1,80 13,20%+ 1,45 12,7°+ 1,17 11,73 1,84
9 11,50; 10,80; 13,10  16,70; 14,70, 17,20  131;12,30; 142  12,60% 11,90; 13,70  11,8; 10,80; 12,40
VGM (fL) 4433+ 6,76 45,65+ 7,01 40,34%"+ 4,08 4343+525 43,75+ 547
44,70; 38,60; 48,90  44,60; 42,00; 49,10  39,7;37,20; 43,9  44,30; 38,70, 46,80  44,9; 38,80; 47,50
HGM (pg) 16,33+ 2,90 16,94+ 2,51 15,63+ 1,87 16,44+ 1,90 16,05+ 2,09
P9 16,20; 14,50; 17,50  16,80; 16,00; 1850  151;14,20; 17,4  1,70; 15,30; 17,50  16,4; 14,90; 17,30
CHGM (%) 36,94+ 3,97 37,21+2,87 38,74+2,39 37,99+ 2,65 36,81+3,39
36,6; 34,5, 39,9 36,8; 35,9, 39,3 39,0; 37,1; 40,2 389; 36,8, 39,9 36,4; 34,7, 39,1
Fb (mg/dL) 3950+ 114,6 610,0°+ 188,9 305,0°% 119,1 324,0°+ 98,6 365,0 93,3
mg 400; 300; 500 550; 500; 750 300%; 200; 350 325", 250; 390 400%; 300; 400
PPT (g/dL) 6,95+ 0,33 7,27%0,25 7,17%£ 0,29 6,81+ 0,36 6,08°+ 0,27
7,00; 6,80; 7,20 7,30; 7,00; 7,50 7,15; 7,00, 7,25 6,80; 6,60, 7,00 7,00; 6,90; 7,20

2em linhap < 0,05 comparado com Tg. ®em linha p < 0,05 comparado com T,
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Tabela 5. Dados sobre os congtituintes do leucograma de equiinos da raga Brasileiro de
Hipismo, antes e nos diferentes tempos pos-exercicio de Hipismo Cléssico, distribuidos
segundo os valores absolutos (c&lulas x 10%/uL) e relativos (%). Os resultados estéo
expressos pela média + desvio padr@o, mediana, percentil 25 e percentil 75 para todos
0s grupos. Salvador, 2008.

Constituintes do

L TR TO T6 T12 T24
eucograma
LT (x 10%L) 7,16+ 1,15 8,95% 1,20 8,31%+ 1,49 7,75°+ 1,18 7,16 + 0,84
6,90; 6,45; 7,73 8,80; 8,15; 9,55 8,07 7,20; 9,25 7,45" 6,93; 8,15 6,95 6,70; 7,53
Seg 4,54+ 0,95 5,77% 1,00 5,09% 0,91 4,49+ 0,60 4,61+ 0,71
4,36; 3,88; 5,13 5,69; 5,00; 6,21 483" 4,42; 5,42 4,29 4,13; 4,66 4,57° 4,10; 5,05
Linf 2,29+ 0,54 2,85% 0,65 2,90% 0,78 2,92% 0,61 2,23+ 0,35
2,28, 1,79; 2,75 2,66; 2,51; 2,97 2,89; 2,43; 3,50 2,75; 2,56; 3,24 2,25% 1,96; 2,54
Mon 0,17 + 0,07 0,16+ 0,11 0,17 + 0,09 0,15+ 0,07 0,15 + 0,06
0,15; 0,12;0,23 0,15; 0,08; 0,24 0,15; 0,09; 0,22 0,14; 0,08, 0,20 0,14; 0,12; 0,19
Eos 0,14+ 0,09 0,13+ 0,08 0,13 + 0,09 0,15+ 0,08 0,15 + 0,06
0,13; 0,07; 0,17 0,13; 0,08; 0,19 0,11; 0,07; 0,18 0,14; 0,08; 0,20 0,13; 0,12; 0,22
Bas 0,003+ 0,015 0,008+ 0,026 0,003+ 0,013 0,008 + 0,027 0,008 + 0,025
0,00; 0,00; 0,00 0,00; 0,00; 0,00 0,00; 0,00; 0,00 0,00; 0,00; 0,00 0,00; 0,00; 0,00
Seg(%) 63,25+ 6,80 64,55+ 6,24 61,55 + 6,00 58,25+ 3,79 64,20 + 4,49
63,0; 56,0; 70,5 67,50; 58,5; 68,0 59,5; 56,0; 65,0 58,5; 55,5; 60,5 65,5; 60,5; 68,0
Linf 32,20+7,18 32,00+ 5,67 34,65 + 6,07 37,55+ 3,83 3145+5,11
33,0, 255:39,5  30,05; 28,0; 35,0 36,5; 30,5; 40,0 38,0; 35,5; 40,0 31,50; 27,0; 36,0
Mon 2,40+ 0,99 1,80 +1,23 2,05 0,99 2,00 0,97 2,15+ 0,81
2,00; 2,00; 3.00 2,00; 1,00; 3,00 2,00; 1,00; 3,00 2,00; 1,00; 2,50 2,00; 2,00; 3,00
Eos 1,95+ 1,05 1,50+ 0,94 1,65 +1,08 2,00 0,97 2,20 0,83
2,00; 1.00; 2,50 1,50; 1,00; 2,00 1,50; 1, 00; 2,00 2,00; 1,00; 3,00 2,00; 2,00; 3,00
Bas 0,05+ 0,22 0,10 £0,30 0,05 + 0,22 0,10+ 0,30 0,10+ 0,30
0,00; 0,00; 0,00 0,00; 0,00; 0,00 0,00; 0,00; 0,00 0,00; 0,00; 0,00 0,00; 0,00; 0,00

2em linhap < 0,05 comparado com Tg. ®em linha p < 0,05 comparado com T,



46

Tabela 6. Dados sobre a atividade das enzimas Creatina Quinase (CK), Aspartato
Aminotransferase (AST), Lactato Desidrogenase (LDH) em UI/L e dos niveis de
Substancias Reativas do Acido TicbarbitGrico (TBARS) em membrana de hemécias,
expressos em nM/mg de proteina, de eguiinos daraca Brasileiro de Hipismo, antes e nos
diferentes tempos pos exercicio de Hipismo Classico. Os resultados estdo expressos
pela média + desvio padréo, mediana, percentil 25 e percentil 75 para todos 0s grupos.

Salvador, 2008.
Pardmetros
Bioquimicos Tr To Ts Ti2 Tas
28,5+ 15,49 124,0°+ 45,6 42,9 20,0 26,2+ 85 27,8+ 13,1

CK (UI/L) 24,0, 12,5, 39,2 131,1; 86,1, 1550  38,2% 286,534 25,3% 21,0,32,4 30,0% 12,0; 35,7

AST (UI/L) 431+101 63,6 + 14,3 46,6+ 11,6 433+65 38,1+ 7,0
39,0; 35,0; 48,9 62,7% 48,7, 75,9 43,7° 37,8, 54,7 42,6 38,5, 45,3 37,3% 33,8, 41,5

LDH (UI/L) 2282 +100,3 265,0+ 939 2387+ 74,1 227,8+ 66,8 2287+635

205,7; 173,9; 291,1  279,1; 201,0; 3055 276,6; 191,8; 301,9  232,8; 189,4; 274,4

TBARS 148,0 + 114,7 543,2% 311,7 416,9+ 391,6 216,9+ 157,6
(nM/mg ptn) 118,6; 73,7; 1859  525,6; 2853, 756,4  189,1%:109,0;756,4  153,8"118,6; 272,4

239,4; 191,4; 277,1

129,1+ 81,7
125,0"% 64,1; 176,3

#em linha p < 0,05 comparado com Tk. ®em linha p < 0,05 comparado com T,
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Tabela 7. Estudo de correlagéo entre os niveis de TBARS em membrana de hemécias e
outros parametros analisados nos diferentes momentos. Dados expressos pelos
coeficientes de correlacdo e valores de p. Savador, 2008.

TBARS
TR TO TG T12 T24
He (<10%/uL) -0,073/0,752 0,317/0,173 0,0407/0,8313  -0,018/0.936 -0,182/ 0,442
VG (%) 0,248/ 0,202 0,331/0,153 0,4226/ 0,0623 0,344/0,134 0,297/0,203
Hb (g/dL) 00407/08647 o 4007/002802%  0.6277/0,00308% 022410337 -0,133/ 0575
PPT (g/dL) -04774/00338  -0,0681/0,7753 0,368/0,108 0,326/ 0,157 -0,301/0,194
Fb (mg/dL) 0,238/0,308 0,174/ 0,456 0,150/ 0,521 -0,372/0,103 0,142/ 0,546
LT (x 10%uL) 0,0306/0,8982  -0,154/0516 -0,163 /0,488 -0,029/ 0,896 0,0288/0,904
Seg (%) 0217/0359  -05165/00199°  ocoue gome®  0.265/0255 0,335/ 0,149
Lirf (%) -0,297/0,204 0363/0115  ggsa/0001a®  0:269/0246 -0,436/0,0546
AST (UI/L) 0554/00112%  0,655/00016°  0,70/000200 ~-0167/0476 -0.335/0.149
CK (UIIL) 0,295/ 0,207 0128/0589  (cars) gois®  0.075/0747 -0,239/ 0,311
LDH (UIL) 0241/0306  _gseen 000650 0252102772 0338/0141 (637000283

3correlaggo significativamente (p < 0,05) positiva. ° correlacgo significati vamente (p < 0,05) negativa
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Figura 3. Demonstracdo gréfica da dindmica do nimero de hemécias (He) (células
x10%ul), do volume globular (VG) (%), da concentracéo de hemoglobina (Hb) (g/dL),
das proteinas plasméticas totais (PPT% (g/dL), do fibrinogénio (Fb) (mg/dL) e do nimero
total de leucdcitos (LT) (céluals x10°/ul),(A), (B), (C), (D), (E) e (F), respectivamente,
nos diferentes momentos.
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proteina), (A), (B), (C) e (D), respectivamente, nos diferentes momentos.
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4. DISCUSSAO
4.1. Avaliacdo do hemograma, proteinas plasméticastotais e fibrinogénio.

Os resultados dos parametros do hemograma dos eqiiinos, obtidos nesta pesquisa, estéo
em concordancia com os valores reportados na literatura para a espécie em estudo
(JAIN, 1986; HODGSON e ROSE, 1994; KRAMER, 2000).

A influéncia do exercicio sobre a contagem do nimero de hemécias, do volume globular
e da concentragdo da hemoglobina, observada pelos vdores de médias maiores e
estatisticamente significantes (p < 0,05), imediatamente apds a redlizacdo da prova
hipica, quando comparados ao periodo de repouso, corroboram com os resultados
reportados em pesguisas anteriores, em animais treinados para outras modaidades de
exercicio (SMITH et al.., 1989; GARCIA et al.., 1999; DOMINGUES JUNIOR, 2004;
SILVEIRA, 2005), bem como o restabelecimento dos valores basais, ocorridos em até
24 horas apos a redizacdo do exercicio. A dindmica desses par@metros do eritrograma
foratambém congtatada em animais de outras ragas submetidos a prova de salto (ART
et a., 1990; LEKEUX et al.., 1991). Isto, possivelmente se explica pelo armazenamento
das hemécias no bago durante o repouso e o aumento de catecolaminas ativados em
funcdo do exeercicio (SNOW, 1983; GOMEZ et al., 2004).

As ateragbes hematoldgicas observadas nesta pesquisa foram compativeis com o
desenvolvimento de hemoconcentragdo. Segundo Carlson (1987), a viscosidade do
sangue é influenciada pela viscosidade do plasma, pela concentracdo, agregacéo e
deformidade de eritrdcitos, e a alta viscosidade sangtiinea pode impedir o fluxo, levando
a ineficiéncia na distribuico de oxigénio aos tecidos periféricos durante o exercicio.
Entretanto, em pesquisas realizadas em cavalos de corrida, nd foram observadas
variagbes de par@metros hematoldgicos antes a agpds as provas de velocidade
(REVINGTON, 1983).

Em relacdo aos indices hematimétricos absolutos, o VGM apresentou diminuigdo
significativa transitoria seis horas ap6s o exercicio, devido ao menor aumento do VG
em relagcdo ao aumento do nimero de eritrocitos nesse momento. Esse achado corrobora
a afirmacd de que o exercicio pode levar a pequenas diminuicbes do VGM
(HODGSON e ROSE, 1994).

Os valores obtidos para as PPT nafase de repouso estdéo dentro do intervalo considerado
normal para a egpécie (JAIN, 1986; KRAMER, 2000). O exercicio foi capaz de
aumentar de forma dgnificativa os valores desses parametros conforme jé observado
por Carlson (1987), justificando que este evento reflete o influxo de proteinas e
ateracdo na digtribuicdo do volume plasmético, aravés da saida de liquidos para o
espaco extravascular, como resposta ao exercicio, colaborando assm para a
hemoconcentracdo. Em cavalos submetidos ao exercicio de salto foi observado o
aumento significativo das PPT ap0s a redlizagdo do exercicio (ART et a., 1990;
LEKEUX et al.; 1991), bem como em animais treinados para outra modalidade de
exercicio (GARCIA et a., 1999; BALOGH et d., 2001; SILVEIRA, 2005), goesar
disso, obtiveram-se resultados discordantes em cavalos submetidos a0 exercicio de
salto, quando os vaores das PPT néo se alteraram apds a prova eqiiestre (GOMEZ et
al., 2004).
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O fibrinogénio plasmatico também agpresentou valores de média durante o0 repouso
dentro do limite proposto por Jain (1986) e Kramer (2000). O aumento significativo
desse valor apds o exercicio, seguido de diminui¢cdo no momento Tg, cOM retorno aos
valores basais no Tio, estdo discordantes com os resultados obtidos em animais que
realizaram exercicios em esteira ergométrica (SMITH et al., 1989; SILVEIRA, 2005).

A cinética do nimero total de leucécitos, com aumento do valor da média, de forma
estatisticamente significativa (p < 0,05) apds o exercicio, e retorno ao vaor de repouso
no T, foram semelhantes aos mencionados por outros autores (JAIN, 1986; KRAMER,
2000; HODGSON e ROSE, 1994). A contagem total do nimero de leucdcitos pode
aumentar de 10 a 30% ap0s 0 exercicio méximo de curta duragdo, determinando influxo
leucocitério oriundo da reserva esplénica (HODGSON e ROSE, 1994), e do mesmo
modo, durante o exercicio fisico extenuante (KORHONEN et al., 2000). Além disto, a
resposta dos leucocitos ao exercicio esta relacionada a0 aumento de corticoides
plamaticos (JAIN, 1993) e a acdo de catecolaminas (TOLEDO et d., 2001; SILVEIRA,
2005).

Em relagdo a contagem diferencial de leucdcitos houve neutrofilia e linfocitose absoluta
imediatamente apds o exercicio, sendo que a neutrofilia teve resolucdo em seis horas
enquanto que a linfocitose perdurou até 12 horas apds o exercicio. A contagem
diferencial relativa de leucécitos demonstrou que apdés 12 horas do momento do
exercicio houve uma diminuicdo da relagdo N/L por um aumento da proporgéo de
linfocitos e diminuigdo da proporgéo de neutrdfilos. Esses resultados estéo de acordo
com o observado anteriormente (HODGSON e ROSE, 1994). No entanto, Korhonen et
al. (2000) observaram leucocitose e aumento da relagdo neutréfilog/linfécitos ao
término do exercicio. Essa leucocitose também foi devido a neutrofilia que perdurou por
seis horas. A leucocitose pds-exercicio ocasionalmente ocorre em duas fases, com um
aumento instantaneo do nimero tanto de neutrdfilos e linfécitos, seguido por outro
momento de leucocitose tardia que pode durar por algumas horas, quando 0 nimero de
neutréfilos aumenta e o nimero de linfécitos diminui. O primeiro pico é devido a
demarginagdo de neutrdfilos aderidos ao endotélio induzida pela agdo de catecolaminas,
sendo a segunda fase oriunda da mobilizacéo de neutréfilos maduros da medula 0ssea,
induzida pelo cortisol. O exercicio induz aumentos transitorios das catecolaminas
plasméticas e do cortisol, 0 que leva @ mobilizag&o de linfocitos do baco e também a
demarginagdo dos neutrofilos restringindo-os na circulagdo sanguinea, que impede a sua
migracdo paraos tecidos (SNOW, 1983; SILVEIRA, 2005).

Em atletas humanos foi encontrada leucocitose por neutrofila, sendo esta observada
apls o exercicio como resposta fisiolégica do organismo, semelhante & observada no
processo inflamatdrio ndo progressivo, uma vez que ela so se estende até quatro horas
ap6s o exercicio (SENTURK et a., 2005).

4.2. Avaliacdo da atividade das enzimas mar cadoras de lesio muscular

O valor da média na fase de repouso da atividade da enzima CK foi semelhante aos
obtidos por varios autores parao cavalo aleta(HARRIS e MAYHEW, 1998; KANEKO
et a., 1997; LUMSDEN et d.., 1980), entretanto difere de uma pesguisa realizada no
Brasil, em cavalos submetidos a exercicios de diferentes intensidade, cujo valor foi
maior do que o obtido neste trabalho (TOLEDO et al., 2001).
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O valor damédia da atividade de AST, em repouso, é semelhante ao reportado por Silva
et a. (2007), para o grupo de animais de reproducéo, e segundo os autores, este fato
sugere que os animais utilizados se encontravam adgptados ao treinamento. Quanto a
atividade da LDH em repouso, o resultado desta pesguisa foi semelhante ao obtido por
Toledo et al. (2001), em cavalos atletas submetidos a exercicio de adtaintensidade.

A dindmica da atividade sérica de enzimas musculares (CK e AST), imediatamente ap0s
0 exercicio, e seu retorno aos valores basais num intervalo de 6 a 12 horas de descanso,
gue ocorreu no presente estudo, foi observada anteriormente e corrobora a boa condigdo
atlética dos animais utilizados, levando-se em conta o teste de resposta ao exercicio sub-
maximo proposto por Harris e Mayhew (1998), apesar do nivel de CK pos-exercicio ter
ultrapassado o dobro do valor basal. Foi possivel observar ainda que os niveis de AST
no T4 foram significativamente menores (p < 0,05) do que os encontrados no Te e T1o
A musculatura esquel ética é particularmente sensivel a injdria oxidativa devida a ata
exposicdo ao oxigénio e a alta proporcdo de acidos graxos insaturados em suas bio-
membranas (MILLS et al., 1997).

Em cavalos de salto foi demonstrado, anteriormente, aumento significativo da atividade
da CK e AST ap0s a redizagdo do exercicio, quando comparado a0 momento do
repouso. O aumento transitorio na permeabilidade da membrana celular e a presenca de
lesBes que resultam na destruicdo da célula com liberagéo do seu conteido na circulag@o
podem estar envolvidos nesse processo (LEKEUX et al., 1991; ART et d., 1990).
Entretanto, Gomez et al. (2004), trabalhando com animais de salto submetidos a
exercicio, ndo observaram diferenca estatisticamente significativa da AST nas fases
antes e pés-exercicio, mas sm aumento significativo da CK no inicio do periodo de
treinamento, sendo que apos esse periodo ndo foi mais detectada essa alteragdo, o que o
autor considerou como sinal de adaptac&o ao treinamento.

De forma contréria a0 que alguns experimentos demonstraram, 0s animais utilizados
nesse estudo ndo tiveram aumento significativo da atividade da LDH sérica apés o
exercicio. Esse resultado é semelhante ao reportado por Toledo et a. (2001), em cavalos
de corrida. Entretanto outras pesquisas demonstraram o0 aumento sgnificativo na
atividade da LDH apbs o exercicio (GARCIA et a., 1999; LEKEUX et al.,1991;
BALOGH et a., 2001). Porém, deve-se considerar a afirmacdo de Silva et a. (2001) de
gue, apesar da presenca em grandes quantidades dessa enzima na musculatura
esquelética, o aumento da atividade sérica da LDH ndo é especifico para o tecido
muscular.

4.3 Avaliacdo do indice de per oxidagdo de biomoléculas.

Os valores de TBARS obtidos nesta pesguisa, durante o momento do repouso, foram
compativels com os encontrados por McMeniman e Hintz (1992), quando observaram
que cavalos estd normamente expostos a um grau de peroxidag&o lipidica devido aos
niveis de TBARS no plasma e na musculatura. Esse achado também estd em
concordancia com o reportado por Chiaradia et al. (1998) e Silveira (2005), que
encontraram concentragdes de TBARS plasmatica em equiinos durante o repouso.

O exercicio aumentou de forma estatisticamente significativa (p <0,05) os valores de
TBARS na membrana de hemécias ap0s o exercicio, sendo que no T, houve remissio
desse aumento e retorno aos valores basais, resultado também observado por Chiaradia
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et a. (1998) que obteve altas concentragdes de MDA sérico em animais apds exercicio
intenso, onde os valores da concentracdo de MDA permaneceram aumentados até 18
horas ap0s o0 exercicio, ao contrério do ocorrido no presente estudo.

Do mesmo modo, Avellini et al. (1999) obtiveram aumento significativo de MDA
plasmético em cavalos atletas apos o exercicio, concluindo ser devido a produgéo de
radicais livres oriundos da atividade fisica Além disso, White et al. (2001)
demonstraram aumento significativo de TBARS no plasma apds o exercicio, e atribuiu
gue o aumento de MDA, na forma de TBARS pode ser em decorréncia de lesdes
oxidativas pela producdo de radicais livres oriundas do exercicio. O aumento da
TBARS e foram observados em cavalos atletas ao realizar exercicio progressivo em
esteira de alta velocidade (SILVEIRA, 2005; MACHADO, 2006).

Em cavalos de hipismo, Mufioz-Escassi et al. (2006) observaram aumento significativo
das concentragdes de perdxidos lipidicos, outro marcador de estresse oxidativo, tanto no
momento de aguecimento quanto apds a prova de hipismo, o que também demonstrou o
desenvolvimento de estresse oxidativo oriundo da atividade de saltos. Por outro lado,
em cavalos submetidos a modalidade de pentlato ndo foi detectada ateracdo
significativa nos niveis de TBARS nos eritrécitos (BALOGH et a., 2001). Uma
correlagdo positiva e significante (p < 0,05) entre os valores de TBARS, e a contagem
de neutrdéfilos segmentados no Te, foi anteriormente descrita por Sentirk et a. (2005),
quando estudaram as alteragbes hemodinamicas e o desenvolvimento de estresse
oxidativo em atletas humanos, relacionadas com o exercicio, observando a inducéo de
uma resposta semelhante a inflamatéria como indicado pelo aumento da contagem de
leucdcitos e da porcentagem de granuldcitos.

A correlag@o positiva significativa (p < 0,05) entre a concentragéo de TBARS nas
membranas eritrocitarias e a atividade sérica de AST no Tg, To, € Ts, cCOMO também a
atividade sérica da CK no T, significa que nesses momentos 0s animais apresentaram
maior atividade dessas enzimas. Possivelmente, existe uma associagdo entre a lesdo
muscular e os indices de estresse oxidativo, uma vez que fato semelhante ocorreu em
estudos realizados em cavalos submetidos ao enduro equestre (WILLIAMS et 4.,
2004), bem como no exercicio em esteira progressiva (SILVEIRA, 2005).

McBride e Kraemer (1999) observaram aumento significativo da atividade sérica da CK
e AST apés o exercicio em atletas humanos e correlagdo positiva entre a atividade
plasmética da AST e CPK, justificando que os radicais livres produzidos durante o
exercicio alteram a permesbilidade da membrana das células musculares permitindo o
aumento da atividade sérica dessas enzimas.

A leucocitose, com aumento da populagdo de granuldcitos apds o exercicio, observada
nesse experimento, também j& havia sido observada por Korhonen et al.. (2000),
demonstrando aumento da atividade peroxidativa dos leucdcitos, gpds sessdo de
exercicios.
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5. CONCLUSAO

O exercicio a que os animais foram submetidos determinou a ocorréncia de alteracoes
dos congtituintes do hemograma e da atividade das enzimas indicativa de lesdo
muscular (CK e AST), produzindo também um quadro de estresse oxidativo nas
membranas eritrocitérias, traduzido pelo aumento dos niveis de TBARS.

Considerando o desempenho dos animais, bem como a sua adaptacdo ao exercicio, 0s
resultados demonstraram influéncia do exercicio sobre os parametros hematologicos, a
atividade de CK e AST, assim como sobre 0 marcador bioquimico para avaiagdo de
estresse oxidativo. Esses resultados permitem concluir que o exercicio de saltos produz
ao longo dos anos dteracBes metabdlicas clinicamente significativas, principalmente
quando existe repeticdo das sessbes de treinamento na rotina desses animais. Além
disto, as substéncias reativas a0 acido tiobarbitdrico podem ser utilizadas como
marcadores de estresse oxidativo em cavalos atletas. Os testes hematolégicos, assim
como as atividades das enzimas ligadas ao tecido muscular, se mostraram ferramentas
fundamentais no monitoramento dos efeitos causados pelo exercicio, em cavalos de
salto.
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3.2 AVALIACAO DO EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM VITAMINA E E
SELENIO, COMO AGENTES ANTIOXIDANTES, SOBRE O QUADRO
HEMATOLOGICO, ENZIMAS MARCADORAS DE LESAO MUSCULAR E
INDICE DE PEROXIDACAO DE BIOMOLECULAS, EM EQUINOS
SUBMETIDOSA ATIVIDADE DE SALTO.

RESUMO

Entre os mecanismos fisiopatoldgicos incriminados no aparecimento de lesdes relacionadas
ao exercicio fisico destacam-se as alteragdes dos constituintes sangiiineos bem como o
envolvimento de produgdo de radicais livres, levando ao estresse oxidativo. Para a prevengéo
e tratamento de tais condi¢gbes tem sido proposto 0 uso de suplementagbes a base de
antioxidantes e entre eles destaca-se o tocoferol (vitamina E). O objetivo deste trabalho foi
avaliar ainfluéncia da suplementagéo oral a base de vitamina E e selénio,como antioxidante,
sobre o quadro hematol égico, a atividade sérica de enzimas marcadoras de lesdo muscular e
0 nivel de substancias derivadas da agdo dos radicais livres sobre biomoléculas presentes na
membrana de eritrocitos (TBARS) de cavalos, normalmente treinados e submetidos a uma
prova de hipismo cléssico, na modalidade sato. Para tanto, 20 cavalos foram distribuidos em
dois grupos, onde em um deles foi administrado suplemento a base de vitamina E (2500
mg/dia) e selénio (300 mg/dia) por 45 dias (GT), enquanto o outro foi mantido como controle
(GC). Foram colhidas amostras de sangue antes (Tr) e apos (To) aredizacdo do exercicio e 6
(Te), 12 (T12) € 24 (To4), apbs o0 término da atividade de esforco. Foram avaliados os
constituintes do hemograma, a atividade sérica das enzimas CK, AST e LDH e a
concentracdo TBARS na membrana de eritrocitos. A suplementag@o utilizada apresentou
efeito sobre alguns pardmetros do hemograma, onde o GT retornou aos niveis basais de
nimero de hemécias e leucdcitos, caracterizada por neutrofilia, em aé 6 horas, sendo que no
GC, tais valores retornaram aos niveis de repouso entre 12 e 24 horas; e paraa AST, onde 0
GT retornou ao valor do repouso seis horas apés a redlizacdo do exercicio. No entanto ndo
houve efeito da suplementagéo com vitamina E sobre as enzimas CK e LDH, bem como para
0 TBARS.

Palavr as-chave: Fisologiado exercicio, Cavalo atleta, Estresse oxidativo, VitaminaE.
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SUMMARY

Among the main physiopathological mechanisms in the appearance of injuries related to
the physical exercise, the involvement of free radicals is very important, mainly oxygen
reactive species. They can lead to hematological and biochemical alterations related to
injuries mediated by the physical effort. For the prevention and treatment of such
conditions, the use of antioxidant supplementation, like tocopherol (vitamin E) and
selenium has been considered for training animals and competitions of high impact. The
aim of this research was to evauate the influence of vitamin E and selenium oral
supplementation on hematological parameters, the seric activity of muscular enzymes
and the level of substances derived from oxidative stress on erythrocyte membranes of
horses normally trained and submitted to a show jumping test. For this purpose, 20
horses with these characteristics were divided in two groups. One of them (GT) received
ora supplementation of vitamin E (2500 mg/day) and selenium (300 mg/day) for 45
days and another one was kept as control (GC). Both groups were submitted to a
standardized test of show jumping and samples of blood were collected in rest,
immediately after, and 6, 12 and 24 hours after the end of the activity. The constituents
of the hemogram, the seric activity of enzymes CK, AST, and LDH, and the level of an
oxidative stress marker (TBARS) in erythrocyte membranes were evaluated. The
number of erythrocytes and leukocytes returned to basal levels in GT after 6 hours. In
GC, such values returned to rest levels between 12 and 24 hours. Despite these results,
it was not possible to demonstrate other significant differences in the analyzed
parameters between the two groups.

Key words: Exercise, Horse, Oxidative stress, Vitamin E, Selenium.



1. INTRODUCAO

O exercicio fisico € responsavel por induzir vérios processos bioldgicos que causam
efeitos benéficos ao organismo. Todavia, dependendo do tipo, intensidade, freqiénciae
duraco, ou sgja, quando ultrapassam os limites fisiol 6gicos tornam-se prejudiciais para
0 organismo, e um dos principais eventos consequentes destes é a producdo de radicais
livres ou Espécies Restivas de Oxigénio (EROs) (JI, 1999).

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) relacionadas ao exercicio foi
demonstrada por Sjodin et al. (1990), e entre os seus efeitos deletérios potenciais
destaca-se a indugdo de lesdes teciduais pela oxidagdo dos componentes celulares tais
como as membranas lipidicas, entre outras. Dessa forma, 0 estresse oxidativo induzido
pelo exercicio contribui para acelerar o processo de fadiga e lesdo da fibra muscular,
levando aintolerancia ao exercicio e queda de desempenho atlético (MOFFARTS et dl.,
2004).

Estudos atuais tém destacado a importéncia dos antioxidantes na prevencdo do
desenvolvimento de doengas em humanos, como também em animais (URSO e
CLARKSON, 2003). Uma das principais edratégias sugeridas para a prevencdo do
surgimento de estresse oxidativo oriundo do exercicio, € a suplementacado dietética com
substancias antioxidantes, com o objetivo de neutralizar a producéo de EROs, e assim 0
desenvolvimento de lesbes oxidativas. A vitamina E, desde o seu descobrimento em
1925, é o principa antioxidante biolégico associado ao estresse oxidativo causado pelo
exercicio. Além disso, 0 selénio também tem sido utilizado como suplemento por fazer
parte do sistema da glutationa, que € um importante mecanismo antioxidante enzimatico
(WILLIAMS e CARLUCCI, 2006).

O estresse oxidativo oriundo do exercicio determina alteracdes hematol 6gicas, uma vez
que foi demonstrado aumento da atividade peroxidativa dos leucocitos apds sesséo de
exercicios (KORHONEN et al., 2000), como também ateracbes mecénicas nos
eritrécitos oriundas de lesdes das membranas determinadas pela agdo de radicais livres,
a0 gerar diminuicdo da fluidez eritrocitdria (BASKURT e MEISELMAN, 1999;
PORTIER et d., 2006; MOFFARTS et a., 2007). Isto afeta a microcirculagdo da
musculatura, causando leséo tecidual e consequentemente aumento da atividade das
enzimas ligadas alesd muscular (SENTURK et al, 2005).

Um dos modelos utilizados para estudo do efeito da suplementagdo como antioxidantes
na alimentacdo de atletas é através da avaliagdo de sua influéncia sobre os constituintes
sanguiineos e a atividade de enzimas musculares e de marcadores de estresse oxidativo.
E nesse sentido ja foram realizadas pesquisas em atletas humanos (VAZQUEZ, 2002),
bem como em cavalos de esporte, em teste de campo (WILLIAMS et al, 2004a) como
em condigdes experimentais (SILVEIRA, 2005).

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da suplementacéo oral de vitamina E e
selénio como antioxidante, avaliando-se o0 quadro hematol6gico, a atividade de
marcadores bioquimicos séricos de lesdo muscular (Aspartato aminotransferase - AST,
Creatinaquinase - CK e Lactato desidrogenase - LDH) e a concentragéo de substéncias
reativas ao &cido tiobarbiritico (TBARS), como marcadores bioquimicos de estresse
oxidativo, em membranas de eritrocitos de cavalos atletas, mantidos na Regido
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Metropolitana de Salvador — BA, submetidos & prova de Hipismo Classico, na
modalidade de sato, sob condi¢des naturais de competicéo.

2. MATERIAISE METODOS
2.1 Animais

O grupo de animais utilizados para o experimento foi constituido por 20 eqliinos da raga
Brasileira de Hipismo (BH), procedentes de clube equiestre do Municipio de Salvador,
mantidos em treinamento para provas de hipismo classico. Os animais encontravam-se
clinicamente saudéaveis, com idade compreendida entre oito e 12 anos, com peso médio
de 450 kg e diuturnamente submetidos a mangio sanitério e nutricional semelhantes,
para provas de Hipismo Classico, que incluia vermifugagbes a cada trés meses,
vacinagdo semestral contra as principais enfermidades infecto-contagiosas para equinos:
Gripe Equina, Téano e Encefalomielite Eqlina; além de vacinacdo anua contra a
Raiva A alimentagdo dos animais foi constituida por: &guaad libitum, 7,5 kg de feno de
capim Coast Cross (Cynodon dactylon), 7,5 kg de capim Elefante (Pennisetum
hybridum) e ragdo comercial, a qual era ofertada na proporgdo de 1 a 1,5 % por kg de
peso vivo, dividindo-a em duas refeigoes.

Todos os animais encontravam-se ha mais de 120 dias sob regime de treinamento fisico
e técnico para provas de hipismo, o qua era constituido de trés a quatro sessdes de
treinamento fisico (passo, trote, galope) e uma a duas sessbes de saltos, com descanso
semanal, sem utilizacdo de medicamentos no mesmo periodo. Ao final foram realizados
exames fisicos e hematol 6gicos para certificar-se do estado clinico dos animais.

2.2 Delineamento experimental

Ap6s um periodo de 90 dias de padronizacdo do manejo aimentar e de treinamento, e
30 dias apo6s a redlizacdo de uma prova de hipismo cléssico, 20 animais foram
aleatoriamente divididos em dois grupos (grupo controle e grupo teste), constituidos
cada um destes por 10 animais. Para 0 grupo teste foi adicionada a dieta produto a base
de vitamina E e selénio por um periodo de 45 dias. A quantidade de suplemento
adicionado a racdo foi de 20 gramas por dia, dividida em duas administragdes de 10
gramas, 0 que representa um total de 2500 mg de Vitamina E e 300 mg de selénio,
diariamente, seguindo-se as orientagfes do fabricante, e observando-se no cocho, a total
ingestdo do produto pelos animais.

Quarenta e cinco dias ap6s o periodo de suplementagdo, os 20 animais foram
submetidos ao desafio que se congtituiu de uma prova de hipismo classico na categoria
de 1,00 metro de atura. O tempo de aguecimento, o nimero de obstaculos bem como o
grau de dificuldade foi padronizado e composto por 25 minutos de aquecimento, sendo
10 minutos a0 passo, 10 ao trote e cinco minutos de galope com um total de seis saltos
de preparacd. A prova foi constituida de dupla passagem por uma pista de nove
obstéculos, perfazendo um total de 18 saltos com duracdo de cerca de trés minutos.

Dos dois grupos experimentais foram colhidas amostras de sangue com 0s animais
ainda em repouso (Tg), imediatamente apds término do exercicio (Ty), e seis (Tg), 12
(T12) €24 (T24) horas, apbs aredizagdo da prova hipica para avaliagcéo do hemograma,
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da atividade de enzimas marcadoras de lesdo muscular (AST, CK e LDH) e do indice de
peroxidacdo de biomoléculas (TBARS).

2.3 Colheita do material

Por puncdo da veia jugular externa foram colhidas duas amostras de sangue de cada
animal, em tubos a vacuo contendo sal trissddico do &cido etilenodiamino-tetracético
(EDTA k3) a10%, desta 5ml foi destinada as andlises dos congtituintes do hemograma e
a outra também de 5 ml para a obtengdo de hemolizado para a determinagdo das
TBARS. Essas amostras foram acondicionadas sob refrigeracéo e imediatamente
remetidas ao Laboratorio de Diagnostico das Parasitoses dos Animais Domésticos da
Escola de Medicina Veterinéria da Universidade Federal da Bahia (EMEV — UFBA),
onde foram processadas. Para avaliag8o das atividades das enzimas moduladoras de
lesdo muscular - CK, AST e LDH, 10 ml de sangue foram colhidos em tubos sem
EDTA, e em seguida mantidos em repouso a temperatura ambiente, para a retracéo do
coégulo e obtencéo do soro, o qual foi congelado a - 40°C até o momento da realizacéo
das provas laboratoriais.

2.4 Andliseslaboratoriais

Foram realizados os exames que compdem o hemograma (eritrograma e leucograma),
andlises de proteinas plasmaticas totais, fibrinogénio plasmatico, avaliagdo da atividade
séricade CK, AST, LDH e o indice de peroxidacéo de biomoléculas nas membranas de
eritrocitos pela quantificacdo dos TBARS através dareacéo do TBA.

Realizou-se a contagem do nimero de eritrécitos em cdmara de Neubauer, utilizando-se
0 liquido de Gower numa proporcéo de 1:200 como solugéo diluidora e o resultado foi
expresso em nimero de células x 10%pL. A técnica utilizada para a determinagéo do
volume globular foi a do microhematdcrito, usando-se tubos capilares de didmetros
homogéneos de 1mm e 7 mm, preenchidos com sangue até dois tercos do seu volume,
que apds fechamento com massa especifica, foram centrifugados durante cinco minutos,
com uma forca de 12000 G, e o resultado foi expresso em porcentagem (%). A
concentracdo de hemoglobina foi determinada por meio do méodo da
cianometahemoglobina, empregando-se o liquido de Drabkin, sendo expressa em g/dL.
A determinagdo dos indices hematimétricos absolutos, volume globular médio (VGM),
hemoglobina globular média (HGM), e concentragdo da hemoglobina globular média
(CHGM) foram calculados por meio dos dados obtidos da contagem do ndimero de
hemécias (He); concentracdo de hemoglobina (Hb) e determinacéo do volume globular
(VG), conforme descritos por Birgel (1982), e os resultados expressos, respectivamente
em fentolitros (fL), picogramas (pg) e porcentagem (%).

Para a contagem do nimero total de leucdcitos, expresso em nimero de células/pL,
adicionou-se 20ul de sangue total em 400ul de solug@o a 4% de &cido acético para
posterior contagem em camara de Neubauer. A seguir a contagem diferencial dos
leucocitos foi realizado confeccionando-se esfregagos sangliineos, corados pelo corante
de Rosenfeld (ROSENFELD, 1947), segundo recomenda Birgel (1982). Em cada
esfregaco sangliineo foram diferenciados 100 leucdcitos, classificados de acordo com as
suas caracteristicas tintoriais em: neutréfilos, com nlcleos em bastdo e com ndcleo
segmentado, eosindfilos, basdfilos, linfocitose mondcitos, apresentando-se o resultado
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em numeros relativos; e os nimeros absolutos de cada tipo de leucdcito foram obtidos
por céculos matematicos, e expressos em nimero de célulagplL (MATOS e MATOS,
1988).

A concentracdo das proteinas totais foi realizada pelo método refratométrico,
expressando-se o0s resultados em g/dL e o fibrinogénio plasmatico foi também
determinado por méodo refratométrico, gpos tratamento térmico do plasma, segundo
preconizado por Jain (1993), expressando-se os resultados em mg/dL.

As determinagdes das atividades das enzimas foram redlizadas através de sistema
colorimétrico, utilizando-se kits comercias, onde para a CK seguiu-se a técnica descrita
por Okinaka et al. (1961); da AST a metodologia descrita por Reitman e Frankel (1957)
e daLDH conforme descrito por Whitaker (1969).

O indice de peroxidacéo de biomoléculas, principalmente lipidios, foi avaliado pelo teor
de substancias reativas do &cido tiobarbitirico (TBA), denominadas de TBARS, em
membranas de eritrocitos, descrito por Esterbauer e Cheeseman (1990). Para a
determinacdo de proteinas nas amostras utilizou-se 0 método de Lowry (LOWRY et dl.,
1951). As concentragdes de TBARS foram expressos em nM/mg de proteina (MIURA
et al.,1998).

A determinacdo da concentracdo de vitamina E foi realizada em amostras de soro, as
quais foram congeladas e remetidas para o Laboratério de Nutricdo da Faculdade de
M edicina da Universidade Paulista de Ribeirdo Preto — SP, pela utilizagéo da técnica de
cromatografia liquida de ata eficiéncia (HPLC), em fluoroscopia de acordo com a
metodologia descrita por Arnaud et al. (1991).

2.5 Andlise estatigtica

O efeito do exercicio foi analisado comparando-se os dados obtidos antes do exercicio
com os dados a cada tempo apds o exercicio pelo teste t pareado ou o teste ndo
paramétrico de Wilcoxon. O efeito do tempo apds o exercicio foi analisado pelo teste de
andlise de variéncia (ANOVA) unilateral ou pelo teste de ANOVA néo paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguidos do método de Student-Newman-Keuls. A comparagao entre 0s
dados do GC e do GT nos diferentes momentos foi realizada pelo teste t, quando esses
mostraram distribuicdo normal. Quando o teste de normalidade falhou a comparacéo
entre os grupos foi feita pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Verificou-se a
existéncia de correlagdo entre os diferentes parametros, utilizando-se o teste de Pearson
ou 0 de Spearman. Dados comparados que apresentaram valores de p < 0,05 foram
considerados como sendo significativamente diferentes. utilizando-se o programa
SigmaStat (LARSON, 1982).
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3. RESULTADOS

Os resultados dos valores das médias, dos desvios-padréo, medianas, percentis 25 e 75
dos congtituintes sangliineos, e dos pardmetros bioquimicos obtidos e utilizados para
avaliagdo dainfluéncia da suplementagdo com vitamina E e selénio, como antioxidante,
sobre 0 estresse oxidativo produzido pelo exercicio em equinos, na modalidade salto,
estéo apresentados nas tabelas de 8 a13.

Na tabela 8 foi possivel verificar que a suplementacdo oferecida aos animais foi capaz
de determinar um aumento sgnificativo dos niveis séricos de vitamina E, ao se
comparar os valores de médias obtidos antes e apds a introdugdo do suplemento
vitaminico na dieta no GC (11,56 + 2,57 e 11,13 + ymol/L) e no GT (11,98 + 3,09 e
14,72 + 2,24 ymol/L), respectivamente.

Astabelas 9 e 10, além dafigura 7 (letras A a E), mostram os resultados do eritrograma,
PPT e fibrinogénio. O nimero de hemécias, o volume globular, a concentragdo de
hemoglobina, foram maiores e estatisticamente significativos (p < 0,05) imediatamente
ap6s o exercicio (Tg) nos dois grupos, refletindo também sobre os valores dos indices
hematimétricos VGM e HGM.

Ao se andisar os valores das médias obtidas para 0 nUmero de heméacias no T, entre 0s
dois grupos, observou-se que o GT obteve menor valor (7,56 + 0,87 x 10%uL) que o GC
(862 + 1,16 10%uL), sendo eda diferenca estatisticamente significante (p<0,05),
demonstrando o efeito da suplementagdo com vitamina E neste grupo. Além disso, ao se
avaliar o efeito to tempo em cada grupo no GT houve uma diminui¢do gradativa do
nimero de hemécias e o retorno ao valor basal seis horas apds o exercicio (Ts),
enquanto que no GC este retorno ocorreu somente 24 horas apos este (T,4). Fato
semel hante foi também observado na dinémica da concentragdo de hemoglobina

Nos esfregacos sanguineos confeccionados ndo foram encontradas alteracOes
morfotintoriais das hemécias.

Na andlise dos resultados das PPT observa-se ainfluéncia do exercicio nos dois grupos,
caracterizado pelas diferencgas estatisticamente significativas (p < 0,05) nos valores de
médias obtidos antes (Tr) e apos (To) 0 exercicio. Com relacdo ao efeito do tempo em
cada grupo o GT retornou ao valor basal 12 horas ap6s a realizag@o do exercicio (T1),
enquanto que no GC este retorno sO ocorreu 24 horas (Tos) apds a realizacdo do
exercicio, indicando ainfluéncia da suplementagdo com o a-tocoferol e selénio nadieta.
Com relagdo ao fibrinogénio ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre
0s grupos, como também em relacdo ao tempo dentro de cada grupo avaliado.

Nas tabelas 11 e 12, assim como a figura 7 (letra F), apresentam-se os resultados do
leucograma, demonstrando que o exercicio causou efeito sobre o nimero de leucocitos
totais no GC, uma vez que houve aumento significativo no Tr (8,89 £ 1,61 x10%uL) em
relagdo ao To (11,38 + 1,33 x10%uL), enquanto que no GT houve um aumento de
pequena magnitude, que ndo foi estatisticamente significativo.

O ndmero absoluto de neutrdfilos obtidos no GC aumentou significativamente (p <
0,05) imediatamente apds o exercicio (To), retornando aos valores de repouso no T,
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enquanto que no GT este aumento ao longo do tempo foi de baixa magnitude e, portanto
sem diferencas estatisticamente significativas.

A tabela 13 e a figura 8 expdem os resultados das andlises bioquimicas (CK, AST e
LDH) no GC e no GT, evidenciando-se a influéncia do exercicio sobre as atividades das
enzimas marcadoras de lesdo musculo-esguelética (CK e AST), bem como sobre o
indice de peroxidag@o de biomoléculas, avaliado pelo teor de substancias reeativas do
TBARS em membranas das hemécias, sendo estes estatisticamente significantes (p <
0,05). Os valores de médias obtidos apds a realizagdo do exercicio (To) foram maiores
do que os dafase derepouso (Tr).

A atividade da CK n&o apresentou diferencas (p > 0,05) entre os grupos como também
na avaliagcéo do efeito do tempo dentro de cada grupo a0 se avaliar a influéncia da
suplementacdo da dieta de vitamina E e selénio. No entanto na avaliagdo da AST, o
valor das médias entre os grupos, seis horas agpo6s a redizacdo do exercicio, foi
estatisticamente significante (p < 0,05), onde o GC ainda apresentava a influéncia do
exercicio, enquanto o GT j& havia retornado ao valor basal, caracterizando assm o
efeito da suplementacéo na dieta dos animais.

Na avaliagdo do TBARS observa-se que o retorno aos valores basais para ambos 0s
grupos ocorreram 24 horas apds a redlizacdo do exercicio, demonstrando que a
suplementacdo adicionada a dieta dos animais ndo apresentou influéncia que possam ser
detectadas pelo TBARS.

Tabela 8. Dados sobre a concentragéo séricade vitamina E (umol/L) de eqliinos daraga
Brasileiro de Hipismo, no Grupo Teste (GT) e Grupo Controle (GC), antes e ap6s o
periodo de suplementacdo. Os resultados est@0 expressos pela média + desvio padréo,
mediana, percentil 25 e percentil 75 para todos os grupos. Salvador, 2008.

Grupo Controle Grupo Teste
Antes da Suplementacdo 11,56% + 2,57 11,13% + 2,00
11,40; 9,90; 12,50 11,40; 10,60; 12,40
11,98% + 3,09 14,72 + 2,24
Apbs a Suplementacdo 11,50; 9,80; 14,10 14,40; 13,20; 15,70

Letras diferentes em linha significam diferenca significativa (p< 0,05). Letras diferentes em coluna
significam diferenca significativa (p< 0,05).
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Tabela 9. Dados sobre o niimero de hemécias (He) (x10%/uL), volume globular (VG)
(%), e concentracdo hemoglobina (g/dL) obtidos de equinos submetidos a prova de
Hipismo Classico da raca Brasileiro de Hipismo, no Grupo Teste (GT) e Grupo
Controle (GC), antes e nos diferentes tempos pos-exercicio. Os resultados estéo
expressos pela média + desvio padréo, mediana, percentil 25 e percentil 75 para todos
0s grupos. Salvador, 2008.

Grupo He VG Hb
(x10°%/uL) (%) (g/dL)
7,62+ 1,31 31,30 +2,26 11,50 + 0,94
T Controle 7,40; 7,07; 8.31 30,5; 30,0; 34,0 11,2; 10,7; 12,6
R
Teste 7,62+ 1,03 30,50+ 2,80 11,60 + 1,00
7,61; 6,84; 8,20 30,5; 29,0; 33,0 11,9; 11,0;12,2
10,48%+ 1,90 40,00°+ 4,02 14,10% 0,85
T Controle 10,54; 8,92; 11,08 40,5; 38,0; 43,0 13,8; 13,4; 14.7
0
Teste 11,68% 1,06 38,60°+ 5,45 15,20% 1,50
11,78; 10,95; 12,53 39,0; 35,0; 43,0 15,5; 13,8;16,1
Controle 8,21%+ 0,92 34,20%+ 2,34 13,25% 1,04
T 8,00; 7,61; 8,83 34,5, 32,0;36,0 13,4; 12,8, 13,6
6
Teste 7,87°+ 0,95 33,80°+ 1,68 12,60°+ 1,00
7,52; 7,10; 8,76 34,5"; 32,0; 35,0 12,4, 11,7, 13,5
b b, a.
Controle 8,627+ 1,16 34,90+ 3,63 13,18% 1,48
T 8,71; 7,69; 9,64 35,0% 32,0; 37,0 12,70; 12,2; 13,6
12
Teste 7,56+ 0,87 33,30+ 1,40 12,63%+ 0,75
7,52; 7,01; 7,95 33,5%: 33,0, 34,0 12,8, 12,0; 13,3
b, b, b,
Controle 7,55°+ 1,23 31,50 2,41 11,53°+ 0,58
T 7,35; 7,06, 8,13 31,50; 31,0; 33.0 11,4;10,9; 12,2
24
Teste 7,47°+ 0,92 30,60+ 2,90 11,65°+ 0,90
7,46; 6,88; 7,89 30,5"; 28,0; 33,0 11,7;11,1; 12,2

@ em coluna, p < 0,05 comparado com momento Tgr N0 Mesmo grupo. ° em coluna, p < 0,05 comparado

com momento To No mesmo grupo. © em coluna, p < 0,05 comparando GT com GC.
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Tabela 10. Dados sobre as proteinas plasméticas totais (PPT) (g/dL), fibrinogénio
(mg/dL), volume globular médio (VGM) (fL), hemoglobina globular média (HGM) (pg)
e concentragdo de hemoglobina globular média (CHGM) (%) obtidos de eqguinos
submetidos & prova de Hipismo Cléssico daraga Brasileiro de Hipismo, no Grupo Teste
(GT) e Grupo Controle (GC), antes e nos diferentes tempos pos-exercicio. Os resultados
estéo expressos pela média + desvio padrdo, mediana, percentil 25 e percentil 75 para
todos os grupos. Salvador, 2008.

Grupo VGM HGM CHGM PPT Fb
(fL) (P9) (%) (g/dL) (mg/dL)
Controle . 4L75£470 1535+ 2,02 36,77 + 2,62 7,00+ 0,23 250,00+ 97,18
T 4150;3970; 4580  14:80;14,1016,30 37,30;3570; 38,40  7,05;680; 7,20  200,0; 200,0; 300,0
R
Tedte 4040+ 4,77 15,37+ 1,80 3815+ 3,15 7,33°£022 310,00 + 145,00
40,70; 3850, 44,00  1570; 14,30,16,10  38,60; 36,00, 39,70 7,35, 7,20, 7,50  300,0; 200,0; 400,0
Controje . 3921%805 13,75+ 2,22 35,60 + 4,68 7,40+ 0,34 350,00+ 84,98
38,70; 3350, 44,80 1350, 12,00; 1500 34,70; 3350, 36,70  7,40% 7,20,7,60  350,0; 300,0; 400,0
To \C a
Teste 33,20°% 4,89 13,07°+1,48 39,90° + 5,60 7,63% 0,30 400,00 + 163,30
3410;3050; 36,10 1320; 12501400 39,10;3810; 41,20 7,70, 7,40,7,80  400,0; 300,0; 400,0
Controle _ 4200£465 16,35+ 2,38 38,80+ 243 7,44% 0,25 340,00 + 142,98
4300; 39,60, 4510  16,70; 15401800  38,40; 37,20, 39,30  7,40;7,30; 7,60  350,0; 200,0; 400,0
TG b, a
Tedte 4342+ 5,30 16,26 + 2,85 37,25+2,75 7,55% 0,25 330,00 + 141,80
4410;39.80; 48,10  16,60; 12501400 38,30; 3450, 38,60  7,50; 7,40, 7,80  300,0; 200,0; 400,0
Controle 4085495 1540+ 150 38,00+ 4,37 7,19+ 0,31 300,00+ 81,65
4030;3840; 44,00  1530; 14601570  37,30; 3520, 41,50  7,10% 7,00;7,40  300,0; 200,0; 400,0
T
% Tede 44,45% 4,24 16,90+ 2,20 3795+ 1,83 7,504 0,31 350,00 + 85,00
4340; 4220, 4850  16,10; 15301850 37,80; 3650, 38,40 7,50, 7,20,7,80  350,0; 300,0; 400,0
T Controle 4241570 15,57+ 2,50 36,85+ 4,20 7,08°+0,26 250,00+ 70,71
24 42,50, 4000; 47,00  1490;13,9016,30  37,40; 3380, 38,30  7,10;7,00; 7,20  200,0; 200,0; 300,0
Teste 41,30+ 4,75 15,70% 1,56 38,10+ 3,11 7,32°£0,26 310,00 + 87,55
4150; 38,80, 44,90  16,10; 14,60,1620  37,70; 36,00, 39,80  7,30; 7,10, 7,50  300,0; 200,0; 400,0

@ em coluna, p < 0,05 comparado com momento Tg N0 Mesmo grupo. ° em coluna, p < 0,05 comparado
com momento To No mesmo grupo. © em coluna, p < 0,05 comparando GT com GC.
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Tabela 11. Dados sobre os congtituintes do leucograma de eqiiinos da raga Brasileiro de
Hipismo, no Grupo Teste (GT) e Grupo Controle (GC), antes e nos diferentes tempos
pos-exercicio de Hipismo Cléssico, distribuidos segundo os valores absolutos (células x
10°*/uL). Os resultados estdo expressos pela média + desvio padrdo, mediana, percentil
25 e percentil 75 paratodos os grupos. Salvador, 2008.

Grupo LT Sy Linf Mon Eos Bas
(x10%/uL) (x10%/uL) (x10%/uL) (x10%/uL) (x10%ul)  (x10%uL)

Controle 8,89+ 1,61 5,62 +1,41 2,85+ 0,85 0,14+ 0,06 0,23+ 0,11 0,04+ 0,06
T 9,25; 7,70; 9,85 5,76;4,73,6,41 2,72; 2,11;3,48 0,13; 0,09;0,19 0,25; 0,09;0,31 0,0; 0,0; 0,1
R
Teste 9,61+ 1,24 6,30+ 0,82 3,05+ 0,86 0,15+ 0,05 0,18 +0,13 0,01+ 0,03
9,75; 8,60; 1040 5,97;5,78:643 2,70; 251,383 0,13;0,09,0,20 0,20;0,12;0,,29  0,0; 0,0; 0,0
Controle 11,38% 1,33 7,06% 1,14 3,90% 0,63 0,20 +0,08 0,20 +0,12 0,01 + 0,04
T 11,63;10,55;12,35 6,91;6,33;7,.90 3,96; 3,60;4,20 0,22,0,12;,0;24 0,19; 0,12;,0,24  0,0; 0,0; 0,00
0
Teste 10,93 + 2,85 6,70 + 1,47 3,80% 1,46 0,14 +0,11 0,22 +0,20 0,05 + 0,09
9,75; 8,66, 1320  6,09;5,71;7,89 3,52;2,61;500 0,13;0,08,0,18 0,21:0,00,0,31  0,0; 0,0; 0,16
Controle 9,57°+ 0,80 6,10 + 0,82 3,04 +0,57 0,19 + 0,08 0,20 +0,14 0,02 + 0,04
T 9,73: 8,95 1000 6,00,561;648 2,96;272;350 0,19;0,09,0,29 0,20;0,08,0,30  0,0; 0,0; 0,08
6
Teste 9,77 +2,17 6,17 + 1,55 3,16 +1,03 0,16 + 0,09 0,20 +0,13 0,05 + 0,06
9,65; 8,65,10,80  6,07;4,72,7,22 3,02; 224,381 0,18,0.080;22 0,26;0,11;0,29 0,04; 0,0; 0,11
Controle 10,13+ 1,23 6,15+ 0,85 3,52°+0,94 0,21 +0,11 0,21+ 0,13 0,02 + 0,04
T 10,23, 9,75; 10,95 6,05,5,83:6,58 3,73; 2,55:4,44 0,21;0,01;0,.32 0,21;0,10;,0,33  0,0; 0,0; 0,07
12
Teste 9,94 +2,12 583 +1,17 3,56 +0,84 0,20 + 0,09 0,26 + 0,20 0,01 +0,04
10,00; 9,30;10,70  6,05,502;6,22 3,54;3,35:384 0,20,0,10,0,29 0,22; 0,14;,0,37  0,0; 0,0;0,0
Controle 8,95°+ 1,57 5,67°+ 1,25 2,82+0,70 0,16 + 0,07 0,22 +0,10 0,05 + 0,07
T 9,13;7,90;9,75 595451661 2,83;221;312 0,17,0,09,0.22 0,23;0,09029  0,0;0,0;0,1
24
Teste 9,55 + 1,10 6,26 + 0,64 2,95+0,73 0,15 + 0,09 0,22 +0,13 0,01 +0,03

9,80; 8,45, 10,60  6,08,5,74,6,73  2,86; 2,353,76 0,13,0,08,021 0,20;0,11,0,31  0,0; 0,0; 0,0

2 em coluna, p < 0,05 comparado com momento Tg No mesmo grupo. ” em coluna, p < 0,05 comparado
com momento Ty no mesmo grupo. © em coluna, p < 0,05 comparando GT com GC.
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Tabela 12. Dados sobre os congtituintes do leucograma de eqiiinos da raga Brasileiro de
Hipismo, no Grupo Teste (GT) e Grupo Controle (GC), antes e nos diferentes tempos
pos-exercicio de Hipismo Cléssico, distribuidos segundo os valores relativos (%). Os
resultados est&o expressos pela média + desvio padréo, mediana, percentil 25 e percentil
75 para todos os grupos. Salvador, 2008.

Grupo Seg Linf Mon Eos Bas
(1) (1) (1) (1) (1)
(%) (%) (%) (%) (%)
Controle 62,80 + 9,10 32,30+ 8,28 1,70+ 0,82 2,60+ 1,20 0,60 + 0,84
T 61,5; 56,0; 70,0 32,5, 26,0; 37,0 1,50; 1,00; 2,00 3,0; 1,0; 4,0 0,00; 0,00; 1,00
R
Teste 65,70 + 5,70 31,30 + 5,40 1,50 + 0,52 2,00+1,33 0,10+ 0,31
67,5; 63,0; 69,0 30,5; 26,0;37,0 15, 1,0; 2,0 2,0,1,0; 3,0 0,0; 0,0; 0,0
Controle 61,90 + 5,20 34,40 + 4,70 1,80+ 0,63 1,70+ 1,05 0,20 +0,42
T 62,5; 58,0; 64,0 34,0; 32,0; 36,0 2,00; 1,00; 2,00 2,0,1,0; 2,0 0,0; 0,0; 0,0
0
Teste 62,00 + 6,60 34,00 + 6,34 1,30+ 0,82 2,10+2,07 0,50 + 0,97
60,0; 56,0;68,0 36,0; 28,0; 38,0 1,5,1,020 2,0,0,0; 3,0 0,0; 0,0; 1,0
Controle 63,70 + 6,55 32,00 +5,95 2,00+ 0,80 2,10+1,37 0,30 +0,48
T 63,5; 59,0; 66,0 33,5, 28,0; 36,0 2,00; 1,00; 3,00 2,0;1,0; 3,0 0,00; 0,00; 1,00
6
Teste 63,20 + 7,17 32,20 + 6,80 1,60+ 0,84 2,20+ 1,55 0,70 +0,82
62,00; 60,0; 67,0 33,0; 27,0; 35,0 2,0,1,020 2,5, 1,0; 3,0 0,5; 0,0; 1,0
Controle 61,00 + 7,70 34,50 + 6,95 2,10+ 1,00 2,10+1,20 0,30+ 0,48
T 59,50; 54,0; 64,0 35,0; 31,0; 40,0 2,50; 1,00; 3,00 2,0;1,0; 3,0 0,00; 0,00; 1,00
12
Teste 58,90° + 2,95 35,70 + 3,26 2,00+ 0,81 2,60+ 1,65 0,10+ 0,31
59,0; 57,0; 61,0 34,5, 33,0; 38,0 2,0,1,0;30 2,0, 2,0; 4,0 0,0; 0,0; 0,0
Controle 63,20 + 6,45 31,80 +5,85 1,90+ 0,87 2,50+1,27 0,60 + 0,84
T 63,50; 58,0; 70,0 31,5; 28,0; 37,0 2,00; 1,00; 3,00 2,5, 1,0; 4,0 0,00; 0,00; 1,00
24
Teste 65,70 + 4,95 30,60 + 4,75 1,60 + 0,96 2,20+1,23 0,10+ 0,31
66,5; 65,0; 70,0 30,0; 26,0; 35,0 15;1,0; 2,0 2,5, 1,0; 3,0 0,0; 0,0; 0,0

2 em coluna, p < 0,05 comparado com momento Tg o mesmo grupo. ” em coluna, p < 0,05 comparado
com momento To No mesmo grupo. © em coluna, p < 0,05 comparando GT com GC.
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Tabela 13. Dados sobre a atividade das enzimas Creatina Quinase (CK), Aspartato
Aminotransferase (AST), Lactato Desidrogenase (LDH) em UI/L e dos niveis de
Substancias Reativas do Acido Ticbarbitdrico (TBARS) em membrana de hemécias,
expressos em nM/mg de proteina, de eqliinos da raca Brasileiro de Hipismo, no Grupo
Teste (GT) e Grupo Controle (GC), antes e nos diferentes tempos pds exercicio de
Hipismo Classico. Os resultados estdo expressos pela média + desvio padrdo, mediana,

percentil 25 e percentil 75 paratodos os grupos. Salvador, 2008.

Grupo CK AST LDH TBARS
(UI/L) (UI/L) (UI/L) (nM/mg de ptn)
Controle 29,21+ 15,50 35,66 + 6,38 234,69+ 87,48 117,30+ 66,27
T 28,90; 22,20; 40,0 36,40; 29,40; 41,90 210,9; 201,0; 308,5 105,80; 76,90; 153,80
R
Teste 28,84+ 21,82 40,73+ 5,97 241,36+ 51,00 83,97+ 29,21
16,50; 14,70; 45,20 39,10; 36,60; 42,40 247,8; 214,2; 261,0 86,50; 70,50; 109,00
Controle 126,96+ 42,22 4593°+ 3,14 265,53+ 49,96 197,43+ 81,12
T 128,20; 96,70; 164,10 46,00, 44,3; 48,20 253,0; 247,4; 287,6 189,10% 147,40, 211,50
0
Teste 98,31%+ 36,57 46,07°+ 6,76 261,88+ 84,25 154,47+ 47,34
86,50; 76,70; 109,30 43,60; 41,50; 51,10 238,9; 197,7; 320,3 157,10; 121,80; 198,70
Controle 112,63*+ 48,77 47,52 4,53 293,39+ 87,95 119,23%+ 49,11
T 108,00; 79,80; 141,10 47,20; 45,30; 49,60 272,2; 244,9; 355,8 118,60; 76,90; 147,40
6
Teste 92,12°+ 31,71 41,60° + 4,53 266,84+ 63,76 129,5% 46,50
102,90; 68,3; 111,60 39,50°; 39,00; 45,30 246,9; 222,9; 308,4 118,60; 89,70; 153,80
Controle 34,60+ 19,62 39,25+ 3,45 205,79+ 51,32 139,10+ 54,89
T 27,60 22,40; 58,40 39,5% 36,60; 0; 41,80 193,2; 171,3; 245,1 128,20; 109,00; 166,70
12
Teste 46,01°+ 26,50 37,50+ 5,23 234,21+ 43,67 123,10* 38,19
37,10; 22,20; 71,20 35,70 33,70; 41,5 242,5; 221,4; 257,9 118,60; 102,60; 160,30
Controle 27,78 + 19,09 34,74+ 6,91 229,13+ 59,68 108,97°+ 34,32
T 27,10% 11,10; 40,6 35,007 28,10; 40,80 230,2; 204,9; 271,0 112,20; 83,3; 134,60
24
Teste 24,94+ 17,39 38,85+ 6,77 215,65+ 57,17 83,97°+ 14,31

31,80; 21,30; 38.40

36,507, 34,90; 40,60

202,8; 173,5; 274,5

83,30; 76,90; 96,20

2 em coluna, p < 0,05 comparado com momento Tg N0 mesmo grupo. ” em coluna, p < 0,05 comparado

com momento Ty No mesmo grupo. © em coluna, p < 0,05 comparando GT com GC.
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Figura 7. Demonstracdo gréfica da dindmica do nimero de hemécias (He) (células
x10%ul), do volume globular (VG) (%), da concentracéo de hemoglobina (Hb) (g/dL),
das proteinas plasméticas totais (PPT) (g/dL), do fibrinogénio (Fb) (mg/dL) e dos
leucdcitos totais (LT) (céluals x10*/ul), no Grupo Controle (GC) e Grupo Teste (GT),
nos diferentes momentos. (A), (B), (C), (D), (E) e (F), respectivamente.
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Figura 8. Demonstracdo gréfica da dindmica da atividade sérica de CK (UI/L), AST
(UI/L), LDH (UI/L) e dos niveis de TBARS em membranas eritrocitarias (nM/mg de
proteina), no Grupo Controle (GC) e Grupo Teste (GT), nos diferentes momentos. (A),
(B), (C) e(D), respectivamente.
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4. DISCUSSAO
4.1 Avaliagao da suplementagdo com vitamina E

A concentragéo de vitamina E observada nos animais deste experimento, tanto do GT
como do GC, antes da suplementacdo, foram numericamente maiores do que 0s
resultados reportados em outras pesquisas, em equinos higidos, sem a adicdo de
suplemento a dieta (AVELLINI et al, 1999; MOFFARTS et a., 2005; SILVEIRA,
2005; MACHADO, 2006). Este fato pode ser justificado pelo tipo de dieta,
rotineiramente utilizado em animais que praticam o hipismo e se encontram em periodo
de treinamento, a qual € rica em nutrientes tendo a vitamina E em sua composi¢ao
(SICILIANO, 2004). A técnica utilizada neste experimento paradosar esta substancia, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), foi a mesma empregada nos estudos
citados anteriormente. Além disto, o aumento da concentracdo sérica de a-tocoferol
ap6s a suplementacdo significou que houve absor¢do deste nutriente pelo organismo,
como também a técnica utilizada foi adequada para esta detecgdo. Esses resultados estéo
de acordo com o reportado por Siciliano et al. (1997), quando observaram aumento
dessa substancia no plasma de cavalos suplementados, quando comparados ao grupo de
animais ndo suplementado. Porém, de acordo com Petersson et al. (1991), os niveis
plasméticos dessa substéncia ndo refletem seus teores na musculatura

4.2 Avaliagdo do hemograma, proteinas plasméticastotais e fibrinogénio.

A influéncia do exercicio sobre o eritrograma, caracterizado pelo aumento significativo
do nimero total de hemécias e da concentragdo de hemoglobina, tanto no GT como no
GC, foram observadas em outros experimentos (GARCIA et d., 1999; DOMINGUES
JUNIOR, 2004; SILVEIRA, 2005; MACHADO, 2006;). A andlise do efeito do tempo
apls o0 exercicio em cada grupo, onde no GT houve retorno mais precoce aos valores
basais (Te) do que no GC (T»4), além da diferenca verificada entre os grupos no Tia,
qguanto ao nimero de hemécias, a concentragdo de hemoglobina, bem como as PPT,
caracterizou ainfluéncia da suplementagdo sobre adinamica eritrocitéria

A dina@mica desses parémetros ndo foi observada em estudo que utilizou cavalos daraga
Arabe, suplementados com vitamina E, submetidos a exercicios em esteira progressiva
(MACHADO, 2006), entretanto, em atletas humanos o grupo de individuos néo
suplementados, um dos efeitos imediatos que o exercicio fisico produziu, incluiram:
aumento da contagem de eritrécitos, ateracbes na viscosidade sangliinea, na
composicdo plasmética e nas propriedades mecanicas dos eritrocitos, uma
hemodindmica deletéria para a perfusdo sanguinea e compativel com desenvolvimento
de estresse oxidativo. Entretanto, no grupo de individuos suplementado com
antioxidantes, essas alteracdes ndo foram observadas (SENTURK et a., 2005).

O eritrocito equino quando comparado ao eritrocito humano é mais sensivel a injaria
oxidativa e essa caracteristica pode ter importancia na perfusdo sangliinea tecidual e na
adaptacdo cardiovascular de cavalos, e dessa forma, 0 aumento do ndmero de
eritrécitos, ainda que moderado, tem relevancia nas alteracdes fisiolégicas e
fisiopatoldgicas associadas a0 estresse oxidativo (BASKURT e MEISELMAN, 1999).
Segundo Moffarts et al. (2007) as EROs alteram as propriedades estruturais das
membranas celulares de eritrocitos levando assm a uma reducédo da “capacidade
dedlizante” das hemécias de cavalos.
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As alteracfes da dindmica do nimero de hemécias e da concentracdo de hemoglobina
influiram sobre os indices hematimétricos, quando no GT houve diminuigdo
significativa do VGM e HGM logo apds o exercicio e diferencas significativas entre os
valores de CHGM entre o GT e GC no mesmo momento, onde 0s animais
suplementados gpresentaram maiores valores para esse indice. Valor mais alto de VGM
e mais baixo de CHGM no GC, pode ser explicado pela dindmica de maior taxa de
remocao e reposicdo de eritrocitos, uma vez que as células mais jovens sGo maiores e
possuem menor concentragd de hemoglobing, j& que a vitamina E pode apresentar
efeito protetor sobre a estabilidade das membranas, levando assm a manutenc@o de
hemécias maduras, portanto, menores quanto ao didmetro e com maior CHCM no GT
(MACHADO, 2006), entretanto de acordo com Balarin et al. (2006), o VGM € um
meétodo limitado para a avaliacdo morfolégica das hemécias em equinos devido a sua
subjetividade.

O aumento das PPT logo apds o exercicio esta relacionado com a hemoconcentragéo,
devido a diminuicdo do volume plasmético (JAIN, 1986), aém de o exercicio ser o
responsdvel pelo transito de liquidos do espaco extracelular para o intracelular
(HODGSON e ROSE, 1994)

Em relagdo a0 leucograma, no presente estudo houve aumento significativo do nimero
total de leucdcitos, acompanhado do aumento do numero absoluto de neutréfilos
segmentados no GC, logo apds o término do exercicio, com retorno aos valores de
repouso no momento Te; entretanto, esta dindmica néo foi observada no GT, mesmo
havendo aumento nos valores numéricos da contagem total dessa célula. Esta cinética
encontra-se de acordo com os resultados reportados em outros experimentos (SNOW,
1983, KORHONEN et al., 2000) e se contrgpdem aos experimentos realizados em
cavalos da raga Arabe, submetidos ao exercicio progressivo em esteira (MACHADO,
2006), quando animais suplementados e ndo suplementados atingiram os valores basais
apos 24 horas, aém de ndo haver diferencas também entre os valores de média desses
pardmetros hematolégicos. Ja é conhecido que o estresse oxidativo, oriundo do
exercicio, pode estar ligado as ateracOes hematoldgicas pelo aumento da atividade
peroxidativa dos neutréfilos (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004). Além disto, o
exercicio induz aumentos transitorios das catecolaminas plasméticas e do cortisol, que
levam & mobilizag@o dos linfocitos do bago e também estimulam a demarginagéo dos
neutréfilos (SENTURK et al, 2005).

Portanto, diante dos resultados obtidos para a dindmica leucocit&ria no GT e as
consideragOes supracitadas, possvelmente a suplementagdo antioxidante oferecida aos
animais do GT foi capaz de prevenir alguns mecanismos de resposta propostos para
ativacdo leucocitaria oriunda do exercicio. A vitamina E € uma molécula com
propriedades estabilizantes de membranas celulares e tem fung&o mediadorada resposta
imune e inflamatéria (BAALSRUD e OVERNES, 1986; CHEW, 1996; HINTZ, 2000).
O a-tocoferol leva a diminuigdo da producdo de prostaglandinas, podendo atuar como
mensageiro intracelular, e como um transdutor capaz de informar a cdula de sua
Situagio oxidativa (FERNANDEZ et al., 2002). Ainda assm esta andise deve ser
interpretada com cautela uma vez que neste experimento as diferencas estatisticamente
significativas foram observadas apenas com relagdo ao efeito do tempo dentro do GC.
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4.3 Avaliacgao da atividade das enzimas mar cador as de |lesdo muscular

O exercicio determinou aumento de atividade sérica de CK e da AST em ambos 0s
grupos, possivelmente pelo mecanismo de aumento da permesbilidade das paredes
celulares em fung@o do exercicio (SICILIANO et a., 1997). A CK € a enzima mais
sensivel paraindicacdo de lesdo muscular (KANEKO et al., 1997). Aumento fisiol6gico
da atividade da CK, possivelmente, ocorre em razdo da hipdxia, além de outros fatores
(HARRIS e MAYHEW, 1998).

A respogta de atividade sérica de CK foi anteriormente observada em cavalos de salto
(LEKEUX et al., 1991), no entanto a suplementagcdo com vitamina E e selénio néo
produziu efeito sobre a atividade desta enzima. Resultado semelhante foi obtido em
outros experimentos utilizando equinos de outras atividades esportivas (SICILIANO et
a., 1997; CHIARADIA et al., 1998; KINNUNEN et al., 2005), assim como em
experimento que utilizou como antioxidante o ascorbato (WHITE et a., 2001), como
também em pesquisas realizadas no Brasil, em cavalos da raca Arabe, submetidos a
exercicio em esteira progressva (MACHADO, 2006).

Na avaliagdo da AST, o valor das médias entre 0s grupos, seis horas apés a redizagdo
do exercicio, foi edatisticamente significante (p < 0,05), onde o GC ainda apresentava a
influéncia do exercicio, enquanto o GT j& havia retornado ao valor basal, caracterizando
assim o efeito da suplementacdo na dieta dos animais. Essa afirmagdo precisa ser
interpretada com cautela uma vez que a AST ndo € uma enzima marcadora especifica da
muscul atura esguel ética.

N&o foi possivel observar influéncia do exercicio sobre a atividade sérica da LDH em
nenhum dos grupos estudados.

4.3. Avaliacdo do indice de peroxidagdo de biomoléculas.

O aumento da concentragdo de TBARS apds o exercicio em ambos os grupos foi
anteriormente observado em equinos submetidos a exercicio em diferentes modalidades
de esforco (AVELLINI et al., 1999; WHITE et al., 2001; SILVEIRA, 2005;
MACHADO, 2006;: MUNOZ-ESCASS et al., 2006). Entretanto, a suplementacéo com
a vitamina E nd apresentou influéncias que possam ser atribuidas a sua agdo
antioxidativa, durante o periodo de avaliagéo deste experimento. O exercicio € capaz de
gerar radicais livres e peroxidacdo lipidica, e depende da intensidade da atividade e, a
eliminagdo dos produtos da peroxidacgo lipidica, € um processo lento (CHIARADIA et
al.,1998).

Os resultados obtidos nesta pesquisa foram semelhantes ao de outras que néo
encontraram efeitos da suplementacéo de vitamina E sobre a concentragéo de TBARS
em cavalos submetidos a diferentes tipos de exercicio (McMENIMAN e HINTZ, 1992;
CHIARADIA et al., 1998; HARGREAVES et a., 2002; MARLIN et al., 2002;
WILLIAMS et d., 2004a; BERGERO et al., 2004). Por outro lado, outras pesquisas
conseguiram demondtrar efeito antioxidante da suplementacdo com vitamina E
caracterizada por niveis significativamente menores de TBARS e MDA (AVELLINI et
al., 1999; MOFFARTS et d., 2005; MACHADO, 2006), e além de outros marcadores
de estresse oxidativo (WILLIAMS et al., 2004b). Em outros experimentos, a utilizagdo
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de outros antioxidantes preveniu o estabelecimento do estresse oxidativo (MILLS et a.,
1997; WHITE et d., 2001; TROMBETTA e FALASCHINI, 2003).

Marlin et al. (2002) observaram aumento significativo da concentragéo de TBARS no
plasma logo apds, e até 16 horas da realizacdo do exercicio, e os niveis de vitamina E se
mostraram inalterados, enquanto a atividade de CK e AST aumentaram apds 0 exercicio.
Diante de tal observagdo justificaram que esses achados ndo foram suficientes para
demonstrar 0 estresse oxidativo cléssico, uma vez que os antioxidantes e os marcadores
bioquimicos de estresse oxidativo da circulacdo podem n&o refletir o estado muscular,
que éo loca de maior producéo de EROs durante o exercicio.

Williams e Carlucci (2006) ndo observaram efeito de suplementagé com vitamina E
sobre marcadores de estresse oxidativo em cavalos submetidos a exercicios intensos e
afirmaram que a suplementagdo de vitamina E acima dos niveis recomendados, ndo
parece ser benéfica para o controle do estresse oxidativo e do balanco oxidativo, em
cavalos submetidos a exercicios intensos.

5. CONCLUSAO

A suplementacdo antioxidante pode minimizar um dos mecanismos geradores de EROs
durante o exercicio, levando a discreta atenuag@o na geracdo do marcador bioquimico
de estresse oxidativo na membrana de eritrécitos, sem, no entanto, prevenir o
desenvolvimento do estresse oxidativo em resposta ao exercicio.

Os parémetros hematologicos, os marcadores bioquimicos de lesio muscular, assm
como os niveis de TBARS na membrana de hemécias, se mostraram como ferramentas
Uteis na avaliag8o do efeito do exercicio sobre a homeostase de cavaos de hipismo,
submetidos ao exercicio de salto. Por outro lado, os dados de dindmica eritrocitaria,
leucocitéria e de PPT se mostraram mais sensivels para demonstracdo da influéncia da
suplementacdo antioxidante sobre a resposta ao exercicio do que os marcadores de lesdo
muscular e de estresse oxidativo utilizados.
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4. CONSIDERACOESFINAIS

O hipismo é uma atividade capaz de determinar dteracdes significativas nos cavalos
submetidos a rotina de treinamentos e competicdes, predispondo-os a lesdes musculares

e com desenvolvimento de estresse oxidativo, gerados pelo exercicio.

O quadro hematolégico, as proteinas plasmaticas, a atividade de enzimas relacionadas
com a lesdo muscular (CK e AST) e o indice de peroxidac&o de biomeléculas (TBARS)
congtituem-se em importantes marcadores para avaliarem-se as consequéncias
fisiopatoldgicas causadas pelo exercicio, portanto devem ser incluidos nos protocolo

clinico de avaliagdo de animais que praticam esporte eqliestre.

Uma vez que o exercicio exerce influéncia sobre os constituintes sangiiineos, em
cavalos atletas, o conhecimento sobre os valores dos pardmetros do hemograma, bem
como a sua dindmica fisiolégica nas diversas fases da atividade fisica, devem ser
utilizados, para monitoramento do condicionamento fisico dos animais, e ndo somente

como auxilio ao diagnostico de enfermidades.

O tipo de exercicio aos quais 0s animais sdo submetidos, bem como a sua intensidade
apresentam influéncia sobre a cinética do quadro leucocit&rio, e sendo a relacéo
leucocitos/neutréfilos e leucocitog/linfocitos devem consideradas e interpretadas

adequadamente, de acordo com amodalidade do esporte equiestre.

A determinag@o das concentragdes das proteinas plasmaticas totais e do fibrinogénio
devem ser realizadas concomitante com o eritrograma, uma vez que estes parametros
conduzem a informagbes sobre a hemoconcentragdo, contribuindo para melhor
interpretacdo dos diferentes escores de desidratagdo, um quadro clinico que ocorre

comumente apos arealizagdo de exercicios.

Em programas de treinamento eficientes, a atividade das enzimas marcadoras de lesdo
muscular (CK e AST) deve ser incluida para avaliar o condicionamento fisico do
equino, considerando que a atividade dessas enzimas eleva-se em fungéo do exercicio e

diminuem com a continuidade do treinamento.
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Devido ao grande nimero de pesguisas redlizadas e os diferentes resultados sobre a
utilizacd dos TBARS como marcador de estresse oxidativo, como também a agdo
antioxidante de suplementagdo com a vitamina E em cavalos, a influéncia de fatores de
variabilidade, tais como: raga, sexo, idade, e condicionamento fisico, devem ser mais
estudados para melhor interpretacdo desses resultados.

A realizacdo desta pesquisa contribuiu para o conhecimento dos valores de aguns
constituintes hematol 6gicos de cavalos atletas, criados no Estado da Bahia. Ainda que o
nimero de animais seja baixo, para caracterizar valores de referéncia, e até que outros
trabalhos semelhantes sgjam redizados, tais resultados podem ser utilizados como
auxilio de condicionamento fisico e de diagndstico de eqliinos mantidos em hipicas da
regido, diante da comprovacdo cientifica da influéncia dos fatores de variabilidade sobre
0s constituintes sangliineos. Os valores obtidos nesta pesguisa ndo refletem as

diferencas devidas a condicdes climéticas e manejos sanitério e nutricional.
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