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Resumo

MACHADO, L.P. Metabolismo do ferro e lipoperoxidagdo eritrocitaria em
equinos Puro Sangue Arabe submetidos ao exercicio em esteira e
suplementados com vitamina E (dl-alfa-tocoferol). Botucatu, 2009. 71p.
Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do exercicio progressivo em
esteira de alta velocidade, do treinamento e da suplementacdo com vitamina E
no metabolismo do ferro e na lipoperoxidagdo eritrocitaria em equinos Puro
Sangue Arabe. Foram utilizados 16 animais, distribuidos em dois grupos:
controle (GC=8) e suplementado com vitamina E (GE=8) (1.000 U/animal/dia).
Os equinos ndo treinados foram submetidos a uma prova de exercicio
progressivo (P1). Em seguida, foram treinados por 20 dias e submetidos a uma
segunda prova de exercicio (P2). O protocolo de exercicio para as duas provas
iniciou-se a 1,8m/s por 5 min, 4m/s por 3min, 6m/s por 2min seguido de fases
de 1min em velocidades crescentes até que 0s animais conseguissem manter-
se em exercicio, com a esteira inclinada a +7%. N&ao houve influéncia da
suplementacdo com vitamina E ou do treinamento no metabolismo do ferro. O
ferro sérico aumentou imediatamente apds o exercicio por hemoconcentracdo
e houve reducgdo por sequestro apds 6h, retornando aos valores basais em
24h. O exercicio induziu “pseudoanemia” entre 6 a 120h apds o exercicio nos
animais ndo treinados. N&o houve alteragdo na concentragdo de ferritina
sérica. O MDA eritrocitario basal foi maior nos animais treinados e houve maior
producdo in vitro de MDA eritrocitario nos animais suplementados. O MDA
sérico aumentou 30min apos o exercicio e a concentracdo de vitamina E sérica
ndo se alterou. Conclui-se que este protocolo de exercicio promove alteragédo
da dinamica de distribuicdo do ferro, mas nédo altera o conteudo total de ferro
do organismo. A mensuracdo do MDA sérico é sensivel para avaliar o estresse
oxidativo induzido pelo exercicio, porém o MDA eritrocitario basal € mais
eficiente para avaliar o estresse do treinamento. A suplementagdo com

vitamina E ndo impediu o estresse oxidativo.

Palavras-chave: Cavalo, exercicio, estresse oxidativo, metabolismo do ferro,

tocoferol.



Abstract

MACHADO, L.P. Iron metabolism and erythrocyte lipoperoxidation in
Arabian horses submitted to exercise in treadmill and supplemented with
vitamin E (dl-alpha-tocopherol). Botucatu, 2009. 71p. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects of incremental exercise in high-speed
treadmill, training and vitamin E supplementation on iron metabolism and
erythrocyte lipoperoxidation in Arabian horses. Sixteen animals were distributed
into two groups: control (GC=8) and supplemented with vitamin E (GE=8)
(1,000 U/animal/day). The untrained horses were submitted to an incremental
exercise trial (P1). Then, they were submitted to a 20 day training period and to
a second incremental exercise trial (P2). Exercise protocol for two tests was
started with 1.8m/s for 5 min, 4m/s for 3 min, 6m/s for 2 min and right after,
periods of 1 min and challenging the equines with increasing speeds until the
animals hasn’t no condition to prolong the exercise. There was no influence of
vitamin E supplementation or training on iron metabolism. Serum iron levels
increased immediately after exercise due to hemoconcentration and there was
a reduction by sequestration after 6 h, which returned to basal values in 24 h.
The exercise induced a “pseudoanemia” 6 to 120 h after the exercise in
untrained animals. There was no alteration in serum ferritin concentration. Basal
erythrocyte MDA was higher in trained animals and there was major in vitro
erythrocyte MDA production in supplemented animals. Serum MDA elevated 30
min after exercise and vitamin E concentration did not change. In conclusion,
this exercise protocol promotes changes in iron distribution dynamic, but do not
change the total iron containing in the organism. Serum MDA measurement is
sensitive to evaluate the oxidative stress induced by exercise, however basal
erythrocyte MDA is more efficient to evaluate training stress. Vitamin E

supplementation not avoids oxidative stress.

Key words: horse, exercise, oxidative stress, iron metabolism, tocopherol.
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1. INTRODUCAO

Os eritrocitos possuem fungdes vitais de transporte de oxigénio (Oy) e
diéxido de carbono, e tamponamento de ions hidrogénio (H") (HARVEY, 1997).
Particularmente nos equinos, 0 bago armazena grande quantidade de
eritrocitos, quando liberados para a circulacdo, por contracdo esplénica,
aumentam a capacidade de transporte de O, (BOUCHER et al., 1981; MASINI
et al., 2000).

O transporte de O, nos eritrécitos é realizado pela hemoglobina e
depende da presenca do ferro nesta molécula. O ferro estd presente em varias
proteinas e enzimas, sendo essencial para a sintese do 4cido
desoxirribonucléico, transporte de elétrons na respiracao celular e véarias outras
reacdes metabodlicas (ALENCAR et al., 2002; ALMEIDA et al., 2007; DUNN et
al., 2007). O metabolismo do ferro depende da sua disponibilidade na dieta, da
digestdo e absorgdo intestinal, do transporte plasmatico, da captagédo pelas
células-alvo e dos mecanismos de estoque, reciclagem e excre¢do (ALENCAR
et al., 2002; ATANASIU et al., 2006; DUNN et al., 2007).

Em esportistas humanos, a deficiéncia de ferro é frequente e esta
relacionada a reducdo do desempenho atlético (SCHUMACHER et al., 2002).
Possivelmente influenciados por esses conceitos, criadores e veterinarios de
cavalos de esporte demonstram grande preocupacgdo com a deficiéncia de
ferro, evidenciada pela ampla utilizacdo de suplementos (SMITH et al., 1986;
SNOW e HARRIS, 1989; HYYPPA et al., 2002). A suplementagcdo em equinos
ndo deficientes induz o acumulo excessivo de ferro no organismo (SMITH et
al., 1986; EDENS et al., 1993). O ferro livre pode ser deletério, promovendo a
formacgéo de radicais livres (PEELING et al., 2008).

A eficiente distribuicdo e liberagdo do O, para os musculos durante o
exercicio € indispenséavel para o desempenho atlético maximo (SMITH et al.,
1995), contudo, o maior consumo de O, implica em producé@o de metabdlitos de
alta reatividade, denominados de espécies reativas de oxigénio (ERO)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001; SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004). A
continua exposicao ao O, e a presenca de ferro e lipidios insaturados tornam
os eritrocitos particularmente susceptiveis a lesdo oxidativa (HEBBEL, 1986;
HATHERILL et al., 1991).

Em condigbes fisioldgicas, as ERO sdo consequéncia natural do
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metabolismo oxidativo e participam da regulacdo de vérios eventos celulares,
sendo produzidas em niveis compativeis com a capacidade de defesa do
sistema antioxidante (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001; KINNUNEN et al.,
2005). Durante o exercicio ocorre um aumento no consumo de O, e producao
de ERO além da capacidade de defesa promovendo estresse oxidativo
(SJODIN et al., 1990; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001).

As lesBes oxidativas eritrocitarias ocorrem como resultado da oxidacao e
desnaturacdo da hemoglobina e das alteragbes causadas pelas ERO aos
lipidios e proteinas de membrana (HATHERILL et al., 1991). A oxidacdo dos
lipidios, lipoperoxidagdo, tem importancia particular por ser uma reagdo em
cadeia devido a formacgdo dos perdxidos lipidicos, com poder de oxidar outros
lipidios e propagar a reacdo (BURTON e TRABER, 1990; HALLIWELL, 1994).
Vérios estudos em equinos evidenciam o aumento da produgdo de ERO pelo
exercicio (AVELLINI et al., 1999; BALOHG et al., 2001; WILLIAMS et al., 2004).

Ao contrario da maioria das células, os eritrocitos ndo tém capacidade
de sintetizar novos lipidios e proteinas para substituir os que foram oxidados e
a manutencdo de niveis adequados de antioxidantes €& extremamente
importante (CARRELL et al., 1975; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001). Um
potente antioxidante natural é a vitamina E, cuja principal fungdo € interromper
a propagacao da reacdo de lipoperoxidagcdo (BURTON e TRABER, 1990;
HALLIWELL, 1994). A vitamina E é incorporada a bicamada lipidica da
membrana eritrocitaria por uma proteina de membrana (DUTTA-ROY et al.,
1994) e mantém a estabilidade das membranas, tendo papel importante na
prevencdo da hemdlise (HATHERILL et al., 1991; MEYDANI, 1995). Segundo
Yur et al. (2008) a suplementagdo com vitamina E também exerce efeito sobre
a concentracao sérica de ferro.

Na ultima década, mais de 100 estudos abordaram o equilibrio entre
oxidantes e antioxidantes em equinos, porém poucos avaliaram o efeito da
suplementagédo oral com antioxidantes (KIRSCHVINK et al., 2008). Silveira
(2008) utilizou a suplementacdo oral com vitamina E constando que esta foi
eficiente para evitar a propagacéo das ERO e amenizar o estresse oxidativo. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do exercicio, do treinamento e da
suplementagéo oral com vitamina E sobre o metabolismo do ferro e sobre a

susceptibilidade dos eritrdcitos a lipoperoxidacéo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A molécula de hemoglobina representa o maior contetudo de ferro no
organismo e possui a funcdo vital de transportar o O, para as células.
Mioglobina, citocromos, peroxidases, ribonucleotideo redutase e desidrogenase
succinica também possuem ferro na sua constituicdo (SMITH, 1997; ALENCAR
et al., 2002; ALMEIDA et al., 2007).

O ferro existe em duas formas quimicas: Fe** ou forma férrica e o Fe **
ou forma ferrosa. Para ser absorvido, o Fe®* precisa ser reduzido a Fe?". Isto
ocorre na superficie apical dos enterdcitos e € facilitada pela agdo da enzima
citocromo-b duodeno ferro redutase (DUNN et al., 2007). O contetdo de ferro
corporal também influencia a sua absorgdo intestinal, a absor¢cdo aumenta
quando ocorre perda de ferro e diminui quando h& grandes estoques no
organismo (ALENCAR et al., 2002). O processo de absorcdo do ferro ocorre
em varias etapas. Primeiro h4 a captacdo pela superficie apical dos
enterdcitos, seguida do seu transporte transcelular e finalmente o efluxo para
os capilares pela membrana basolateral do enterécito (ATANASIU et al., 2006).

A transferrina, proteina sintetizada principalmente nos hepatocitos e
macrofagos, é responsavel pelo transporte do ferro no plasma e liquidos
extracelulares (ALENCAR et al., 2002). O ferro livre possui atividade oxido-
redutora, podendo promover a formacdo de radicais livres pelas reacdes de
Fenton e de Harber-Weiss, com grande potencial lesivo para os tecidos. A
transferrina mantém o ferro em uma forma solivel e ndo téxica, evitando a
formacgéo de radicais livres (PEELING et al., 2008).

A entrada do ferro nas células também depende da transferrina,
principalmente nos precursores eritrdides da medula 6ssea, hepatécitos e
monacitos (SMITH, 1997; PEELING et al., 2008). Nestes locais ele é estocado
na forma de ferritina ou hemossiderina. A ferritina garante uma reserva sollvel,
difusa e prontamente disponivel, enquanto a hemossiderina possui maior teor
de ferro, porém na forma de agregados insoliveis de baixa disponibilidade
(SMITH, 1997).

Os estudos sobre o metabolismo do ferro progrediram muito nos dltimos
anos com a descoberta do peptideo hepcidina, um hormdnio regulador deste
metabolismo, produzido pelos hepatdécitos (PEELING et al., 2008), cujo gene

que codifica sua expressdo foi recentemente sequenciado em equinos
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(BORGES et al., 2008). A hepcididna bloqueia os canais de passagem de ferro
na membrana celular dos enterdcitos, hepatocitos e macréfagos
reticuloendoteliais, inibindo a absorcdo de ferro nos enterécitos e aumentando
a sua retencdo nos macrofagos e hepatdcitos (PEELING et al., 2008).

A hipoxia e a anemia sdo estimulos negativos para a sintese de
hepcidina, induzindo maior absorcéo de ferro pelos enterdcitos e liberacdo do
mesmo dos macrofagos, o que propicia maior aporte de ferro para a medula
0ssea e maior taxa de eritropoiese (ATANASIU et al., 2006). A sintese e
liberagdo da hepcidina aumentam na sobrecarga de ferro e nos processos
inflamatoérios. O sequestro de ferro, induzido pela resposta inflamatoria,
constitui um mecanismo de defesa do organismo a infec¢do, pois a maioria dos
microorganismos necessita do ferro para seu desenvolvimento (FALLON,
2004). A interleucina IL-6 estimula a produgdo de hepcidina que promove
rapida queda nos teores de ferro sanguineos, estabelecendo um obstaculo a
sintese de hemoglobina que pode resultar em anemia (PEELING et al., 2008).

Os precursores eritroides sdo as células que possuem maior exigéncia
de ferro, para a sintese da hemoglobina. Em condi¢bes normais, o organismo
consegue suprir a maior parte dessa demanda por meio da reciclagem do ferro,
proveniente da fagocitose de eritrocitos velhos pelos macréfagos (SMITH,
1997; DUNN et al., 2007). Os equinos ndo possuem mecanismos ativos de
excrecao de ferro (LEWIS, 2000). Ocorrem minimas perdas diarias pelas fezes,
proveniente da descamacgdo de células da mucosa intestinal e do ferro biliar
ndo absorvido, o restante € perdido pela descamacdo cutdnea e excrecado
urinaria em concentragfes muito baixas (ALENCAR et al., 2002). Esta perda
diaria é compensada pela absor¢éo intestinal, mantendo em equilibrio o teor de
ferro do organismo (DUNN et al., 2007).

Nos equinos a deficiéncia de ferro é rara, ocorrendo quase que
exclusivamente em potros, pela baixa quantidade de ferro no leite (HARVEY et
al., 1987). Nos adultos o alto teor de ferro nas forragens e graos aliado a maior
capacidade de estocar o ferro sé@o suficientes para manter as necessidades e
evitar a deficiencia (SMITH et al., 1986; SNOW e HARRIS, 1989). A
administragcdo de suplementos de ferro com o objetivo de melhorar o
desempenho atlético € uma pratica frequente, tanto por via oral como injetavel.

Contudo, a suplementacdo s6 melhora o desempenho se houver uma
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deficiéncia do mineral. Nao existindo deficiéncia, a administracdo extra de ferro
ndo trara nenhum incremento ao desempenho do animal, podendo ainda ser
prejudicial. A sobrecarga por ferro € mais comum nos equinos que a sua
deficiéncia (LEWIS, 2000).

A pseudodeficiéncia de ferro representa a alteracdo mais frequente
deste metabolismo nos equinos, sendo caracterizada por redugdo das
concentragbes séricas de ferro com estoque adequado, o ferro encontra-se
sequestrado principalmente em reposta aos processos inflamatoérios (SMITH et
al., 1986; BORGES et al., 2007). Os efeitos do exercicio no metabolismo do
ferro ocorrem como reagfes de fase aguda semelhantes as observadas na
resposta inflamatéria (SCHUMACHER et al., 2002). A hepcidina é responséavel
pelo sequestro do ferro, sendo que o tipo, a intensidade e a duragdo do
exercicio influenciam a magnitude do aumento de hepcidina, que atinge um
pico seis horas apoés o estimulo. Uma avaliacdo adequada do metabolismo do
ferro deve contemplar o periodo de seis a 24 horas pos-exercicio (PEELING et
al., 2008).

As alteragbes do metabolismo do ferro podem ser avaliadas por vérias
provas laboratoriais, o hemograma, a determinacdo sérica do ferro, a
capacidade total da ligacdo do ferro (CTLF), o indice de saturacdo da
transferrina (IST), a concentracdo de ferritina e a avaliacdo do conteudo de
ferro medular sédo as mais utilizadas (ALENCAR et al., 2002).

A mensuracdo de variaveis eritrocitarias, como o hematdcrito e a
concentragdo de hemoglobina s&o comumente utilizadas para avaliar o status
de ferro, apesar de ndo constituirem indicadores confiaveis para este fim.
Anemia ndo € sindnimo de deficiéncia de ferro e a diminuicdo da sintese de
hemoglobina ocorre apenas nas deficiéncias severas (SMITH et al., 1986). Os
parametros eritrocitérios estdo geralmente normais durante os estagios iniciais
da deficiéncia de ferro, enquanto a deficiéncia crbnica & caracterizada por
anemia microcitica hipocrémica (HARVEY, 2000).

O compartimento de transporte pode ser avaliado pela concentragéao
sérica de ferro e por indices que avaliam indiretamente a transferrina. Quando
a transferrina € saturada com uma concentracdo conhecida de ferro, a
quantidade total deste mineral ligado a ela representa a CTLF. Como a

transferrina sérica normalmente nao se encontra saturada, a CTLF é maior do
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que a concentracao de ferro sérica, sendo a diferenca entre eles denominada
capacidade latente de ligagdo do ferro (CLLF). O indice de saturacdo da
transferrina (IST) € obtido pela divisdo da concentragdo de ferro pela CTLF
(SMITH, 1997; ALENCAR et al., 2002).

A concentracdo de ferro sérica ndo reflete os estoques do organismo
(HARVEY et al., 1987). Um bom parametro para a avaliagdo do ferro estocado
é a dosagem da ferritina sérica, que possui forte correlacdo com o contetido de
ferro hepatico e esplénico (SMITH et al.,, 1984; HYYPPA et al., 2002). A
diminuicdo da ferritina € um indicativo confiavel de deficiéncia de ferro, porém
resultados normais e elevados devem ser avaliados com cautela. A ferritina é
uma proteina de fase aguda, aumentando em resposta a inflamacao, infecgoes,
hepatopatias, neoplasias e exercicio fisico (SCHUMACHER et al., 2002). Nos
equinos, deve ser instituido um periodo minimo de dois dias sem realizacéo de
atividade fisica intensa para a avaliagdo de estoques de ferro por meio da
ferritina (HYYPPA et al., 2002).

Uma alternativa & determinacdo da ferritina € a dosagem sérica do
receptor solivel de transferrina (sTfr), que aumenta na deficiéncia de ferro e
ndo sofre influéncia de processos inflamatorios, porém também eleva-se em
resposta ao aumento da eritropoiese (SCHUMACHER et al.,, 2002). Na
medicina equina ainda ndo existem estudos utilizando o sTfr na avaliagdo dos
estoques de ferro.

A determinacdo da haptoglobina plasmatica pode ser associada a
avaliagdo do metabolismo do ferro em equinos atletas, por ser um bom
indicador de hemodlise intravascular durante o exercicio, lembrando que esta
também é uma proteina de fase aguda e aumenta na presencga de processos
inflamatorios (HANZAWA et al., 2002).

O ferro tecidual pode ser avaliado por biopsia ou pungéo aspirativa de
figado ou medula oOssea. A avaliagdo do ferro medular, por método
histoquimico com corante azul-da-Prussia, tem bom valor diagnéstico para a
deficiéncia e para a diferenciagdo entre deficiéncia e pseudodeficiéncia de
ferro. Na deficiéncia ocorre deplecdo dos estoques medulares, enquanto que
na pseudodeficiéncia o ferro medular apresenta-se de normal a aumentado
(SMITH, 1997; ALENCAR et al., 2002). A determinacdo quimica da

concentragdo de ferro hepatico € mais aplicada para o diagnéstico da
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sobrecarga (WORWOOD, 1997).

O exercicio intenso e regular promove aumento da sintese de
mioglobina e enzimas que contém ferro, que associado a elevagéo da taxa de
eritropoiese e as perdas pelo trato digestivo, urindrio e suor, aumentam a
demanda de ferro do organismo. Em humanos, a dieta geralmente néo
consegue suprir o0 aumento da exigéncia, principalmente em atletas jovens,
acarretando em deficiéncia deste mineral (SZYGULA, 1990). Inoue e
colaboradores (2005) avaliaram as perdas de ferro pelo suor e urina em
equinos submetidos a exercicios de diferentes intensidades, ndo observando
aumento das perdas em nenhum tipo de exercicio.

A queda de desempenho atlético nos humanos é documentada
principalmente nas categorias mais graves de deficiéncia de ferro, nas quais a
anemia justifica o pior rendimento. Ainda sdo necessarios mais estudos para
esclarecer o real efeito da deficiéncia de ferro sem anemia no desempenho
atlético (PEELING et al., 2008).

Nos equinos, especula-se que as exigéncias de ferro também aumentem
com o exercicio fisico, porém algumas particularidades da espécie evitam a
deficiéncia (LEWIS, 2000). As reservas de ferro depositadas no figado, baco e
medula 6ssea sdo bem maiores nos equinos quando comparados aos
humanos (FRANKEN et al., 1981). Além disso, o exercicio aumenta a exigéncia
energética  dietética, induzindo maior consumo de alimento e
consequentemente de ferro (LEWIS, 2000; INOUE et al., 2005).

O aumento do ferro sérico e da saturacdo da transferrina apds o
exercicio reflete a sua mobilizagéo do sistema reticuloendotelial para a medula
O0ssea (MILLS et al., 1996). A hemoconcentracdo também pode elevar a
concentragdo seérica durante o exercicio em equinos (INOUE et al., 2002). Mills
e colaboradores (1996) submeteram equinos ao exercicio em esteira simulando
tanto uma prova de corrida de alta velocidade, como o exercicio de enduro.
Observaram aumento discreto do ferro plasmético nas primeiras 24 horas pés-
exercicio, atribuindo a uma mobilizagdo dos estoques para a medula,
possivelmente para suprir uma elevacao na taxa de eritropoiese.

A administracdo exdgena de corticbides aumenta a concentragdo de
ferro 48 a 72 h ap0s o tratamento, sem alteragcdes na concentracéo de ferritina

(SMITH et al., 1986b). O exercicio progressivo em esteira induz aumento do
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cortisol endégeno em equinos (SILVEIRA, 2008), possivelmente o cortisol
enddgeno promove o mesmo efeito sobre o metabolismo do ferro.

A sintese de ferritina aumenta como resposta de fase aguda, além disso,
no exercicio ocorrem lesdes nas membranas celulares em 6rgéos responsaveis
pelo estoque de ferro, como o figado, causando liberacdo de ferritina tecidual
para a circulagéo. Alteragbes hemodinamicas, como a hemoconcentracdo e o
aumento do volume plasmatico, também influenciam as concentracdes séricas
de ferritina (SCHUMACHER et al., 2002).

Em atletas humanos relata-se a presenga da chamada “anemia do
esporte”, podendo ser uma anemia verdadeira devido a deficiéncia de ferro ou
hemdlise, ou uma falsa anemia, “pseudoanemia”, causada pela diluicdo dos
eritrocitos resultante do aumento do volume plasmatico induzido pelo exercicio
(SCHUMACHER et al., 2002; MARTINEZ et al., 2006). A “anemia do esporte”
ja foi sugerida em equinos devido a hemdlise induzida pelo exercicio
(BOUCHER et al.,, 1981; MASINI et al., 2003) ou ao aumento do volume
plasmético como resposta fisioldgica ao exercicio (MCKEEVER et al., 1987,
MACHADO et al., 2007b). Porém, nenhum estudo comprovou que 0 exercicio
promova deficiéncia de ferro em equinos.

Varios eventos que ocorrem no exercicio induzem lesdes nos eritrocitos
como: o aumento da temperatura corporal e da velocidade de circulagdo do
sangue (WILMORE e COSTILL, 2001); maior fragilidade dos eritrocitos
liberados pelo bago (HANZAWA et al, 2002); diminuicdo do potencial
hidrogenidnico (pH) com consequente tumefacdo dos eritrocitos (HANZAWA e
WATANABE, 2000; MACHADO et al., 2007a) e oxidacdo de fosfolipidios de
membrana (MATSUKI et al., 1991).

O exercicio anaerébico, de curta duragéo e alta intensidade, provoca um
aumento transitorio da susceptibilidade dos eritrocitos ao estresse osmatico em
equinos pela redugdo do pH, independente do treinamento ou suplementagéo
com vitamina E. Contudo, devido ao carater transitério apenas uma pequena
porcdo dos eritrécitos sofre lise, ndo excedendo a taxa de producdo pela
medula éssea. Caracterizando uma resposta benéfica e adaptativa, visto que,
as células jovens sdo mais eficientes no transporte de oxigénio (MACHADO et
al., 2007a).
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No metabolismo celular aerébio, o O, sofre reducdo tetravalente na
mitocdndria, com consequente formacdo de agua e producdo de energia,
nesse processo sdo formados intermediarios reativos, como o perdxido de
hidrogénio (H20;) e os radicais livres superéxido (O2*), hidroperoxila (HO;") e
hidroxila (OH®), coletivamente designados como ERO (CARRELL et al., 1975;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001). Além disso, €é relatada a produgdo de O;*
pela auto-oxidagdo da hemoglobina (THOMAS, 2000).

Os radicais livres sdo d&tomos ou moléculas que apresentam vida livre e
namero impar de elétrons na camada de valéncia que lhe conferem alta
reatividade e instabilidade (HALLIWELL, 1994). Possuem meia-vida curta,
podendo reagir com qualquer biomolécula, sendo necessario apenas que estas
existam na proximidade do local de sua formacdo (THOMAS, 2000). Ao redor
de 5% do total de O, é convertido em ERO (JI, 1995; AVELLINI et al., 1999),
durante o exercicio ocorre um aumento de 10 a 20 vezes no consumo de O,
produzindo proporcionalmente mais ERO (SJODIN et al., 1990; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2001).

O desequilibrio entre os eventos oxidantes e antioxidantes caracteriza a
condicdo de estresse oxidativo (HALLIWELL, 1994; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2001). Metais de transi¢do, principalmente o ferro e o cobre,
colaboram para o estresse oxidativo por catalisar a formacéo de radicais livres
(CLEMENS e WALLER, 1987; HALLIWELL, 1994; HARVEY, 1997). As lesdes
oxidativas eritrocitarias ocorrem como resultado da oxidacdo e desnaturacédo
da hemoglobina e das alteracdes causadas pelas ERO aos lipidios e proteinas
de membrana (HATHERILL et al., 1991).

A lipoperoxidag&o tem inicio quando qualquer espécie reativa abstrai um
atomo de hidrogénio de um &cido graxo poliinsaturado na membrana celular,
formando um radical lipidico (L*). O L® reage rapidamente com o O resultando
em radical peroxila (LOQO®). Os radicais L* e LOO® tém poder de sequestrar mais
moléculas de hidrogénio e amplificar o processo como uma reagdo em cadeia.
Os radicais OH® e LOO® sao os principais envolvidos na indugdo da
lipoperoxidagdo (HALLIWELL, 1994). O malondialdeido (MDA) é um dos
produtos finais da reagdo sendo utilizado como indice de intensidade da

mesma. Observam-se aumento na concentragdo de MDA em equinos
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submetidos ao exercicio (CHIARADIA et al., 1998; AVELLINI et al., 1999).
Segundo Leaf et al. (1997) o exercicio induz lipoperoxidacdo transitéria em
humanos saudaveis e os produtos da lipoperoxidagdo sdo removidos no
periodo recuperacao do exercicio.

Varios estudos em equinos evidenciam o aumento da producédo de ERO
pelo exercicio (AVELLINI et al., 1999; ONO, et al., 1990; BALOHG et al., 2001;
WILLIAMS et al., 2004). Weight et al., (1991), observaram menor vida média
eritrocitaria em individuos atletas comparados a um grupo de pessoas
sedentérias. Segundo Christian (2000), quanto maior a taxa metabdlica do
animal, maior o estresse oxidativo acumulado e menor a vida média dos
eritrocitos. Hanzawa e Watanabe (2000) concluiram que em equinos a maior
destruicdo de eritrocitos pelo exercicio ndo excede a taxa de produgdo e ndo
compromete o desempenho atlético, ao contrario, pode ser vantajoso visto que
as ceélulas jovens sdo mais eficientes no transporte de oxigénio.

A les@o oxidativa eritrocitaria manifesta-se pela formagéo de corpusculos
de Heinz, metahemoglobina e hemodlise (HARVEY e KANEKO, 1977; HARVEY,
1997). A lesé@o oxidativa da membrana altera o equilibrio osmético intracelular e
facilita a desidratacéo celular (SNYDER et al., 1985). A atividade das enzimas
glicoliticas eritrocitarias também é alterada pela interacdo com oxidantes
(TAVAZZI et al., 2000; OZTURK et al., 2003).

A hemoglobina pode ser oxidada na por¢cdo heme, com oxidagdo do
ferro e formacdo de metahemoglobina, incapaz de transportar oxigénio
(CARRELL et al., 1975; PRCHALL e GREGG, 2000). A oxidagdo da fracédo
protéica desestrutura a molécula e pode culminar com a formagdo de
corpusculos de Heinz, que representam o estado final da degradacéo oxidativa
da hemoglobina e diminuem a deformabilidade das células. A caracteristica de
deformabilidade permite que os eritrécitos normais circulem por capilares de
diametro inferiores ao seu, tendo relacdo direta com a vida média eritrocitaria
(HARVEY, 1997; CHRISTIAN, 2000).

Os lipidios e as proteinas que constituem a membrana eritrocitéria
podem sofrer degradacdo oxidativa por lipoperoxidagédo, oxidacdo de grupos
sulfidrila das proteinas de membrana, formacédo de ligacbes ou aglomerados
entre proteinas oxidadas, além de inibicdo de enzimas e sistemas de transporte

de membrana (HARVEY, 1997). A membrana das células € uma bicamada
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lipidica na forma de um mosaico fluido com receptores e proteinas de
transporte. A propriedade de fluidez da membrana esté relacionada com acidos
graxos poliinsaturados e a viabilidade da célula com esta flexibilidade. A
lipoperoxidagdo causa aumento da permeabilidade e perda da fluidez da
membrana (SJODIN et al, 1990), diminuindo consequentemente a
deformabilidade e aumentando a destruicdo dos eritrocitos (SNYDER et al.,
1985; CHRISTIAN, 2000).

O organismo possui um mecanismo de proteg¢éo, os antioxidantes, que
sdo elementos ou um conjunto de processos que diminuem ou cessam a
oxidacdo pelas ERO (THOMAS, 2000). Outras fungbes dos antioxidantes
incluem o sequestro de metais de transi¢édo, reducdo enzimatica de peroxidos
(HALLIWELL, 1994; THOMAS, 2000) e mecanismos de reparo de lesdes
(HEBBEL, 1986; GUTTERIDGE, 1995).

Um potente antioxidante natural é a vitamina E, o d-a-tocoferol
representa a forma natural da vitamina e o dl-a-tocoferol sua forma sintética
(ROCK et al., 1996; BIANCHINI-PONTUSCHKA e PENTEADO, 2003). Ela é
transportada por lipoproteinas de baixa densidade produzidas pelo figado,
sendo a principal responsavel por manter as concentragfes normais de
vitamina E no plasma (TRABER e PARKER, 1995; ROCK et al., 1996).

Sua principal funcdo é interromper a propagagdo da reagdo de
lipoperoxidacdo, por ser mais susceptivel & oxidacdo que os lipidios de
membrana e pela transformagédo dos peréxidos em formas menos reativas
(BURTON e TRABER, 1990; HALLIWELL, 1994). A vitamina E oxidada é
reduzida & sua forma ativa por outros antioxidantes, como a glutationa reduzida
(SEN, 1997; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001) e a vitamina C (CLEMENS e
WALLER, 1987; HALLIWELL, 1994).

Estudos, em humanos verificaram redugédo de lipoperoxidagdo com a
suplementacéo de vitamina E por duas semanas (KASIE et al., 2000). Vérias
pesquisas foram desenvolvidas em equinos atletas objetivando diminuir o
estresse oxidativo causado pelo exercicio, envolvendo a suplementagcdo de
vitamina E exclusivamente (JI et al., 1990; CHIARADIA et al., 1998) ou
associada a outros antioxidantes (ONO et al., 1990; MOFFARTS et al., 2005).

Os niveis de vitamina E muscular e hepético estdo reduzidos durante o
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exercicio, enquanto os niveis no plasma e eritrécitos estdo elevados,
provavelmente por mobilizagdo (AVELLINI et al., 1995).

Atualmente, ha uma preocupagdo geral quanto & importancia dos
antioxidantes na prevengédo do desenvolvimento de doengas. O conhecimento
da interacdo entre mecanismos antioxidantes e o exercicio € importante na
avaliac@o da eficacia da suplementacé@o da dieta com antioxidantes (JI, 1999).
A suplementacdo com antioxidantes pode ser necesséria em situagbes de
estresse oxidativo, seja por ineficiéncia dos sistemas antioxidantes ou por
aumento dos eventos pro-oxidantes (KIRSCHVINK et al., 2008).

Segundo Smith et al. (1995) um Unico episédio de exercicio intenso
pode aumentar a susceptibilidade dos eritrécitos ao estresse oxidativo e o
treinamento de resisténcia regular confere efeito protetor. Contrariamente,
Moffarts e colaboradores (2005), observaram reducéo de alguns antioxidantes
em equinos submetidos ao treinamento de trés meses. Segundo Sacheck et al.
(2001), o incremento das defesas antioxidantes no treinamento pode nao ser
proporcional as necessidades criadas pelos eventos pro-oxidantes e afetar o
requerimento de antioxidantes na dieta, que depende da duragédo e da
intensidade do exercicio, do programa de treinamento, idade, dieta e estado de

salde do animal.
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Metabolismo do ferro em equinos - efeito do exercicio e do treinamento

em esteira e da suplementag&o com vitamina E.

RESUMO

O ferro é essencial para o transporte de oxigénio para as células e o seu
metabolismo depende de varios fatores, que quando alterados podem
promover deficiéncia, sequestro ou sobrecarga. O objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos do exercicio progressivo em esteira de alta velocidade, do
treinamento e da suplementacdo com vitamina E no metabolismo do ferro em
equinos Puro Sangue Arabe. Foram utilizados 16 equinos, adultos, machos e
fémeas, distribuidos em dois grupos: controle (GC, n=8) e suplementado com
vitamina E (1000 U/animal/dia) (GE, n=8). Os equinos néo treinados foram
submetidos a uma prova de exercicio progressivo (P1l). Em seguida, foram
treinados por 20 dias e submetidos a uma segunda prova de exercicio (P2). O
protocolo de exercicio para as duas provas iniciou-se a 1,8m/s por 5 min, 4m/s
por 3min, 6m/s por 2min seguido de fases de 1min em velocidades crescentes
até que os animais conseguissem manter-se em exercicio, com a esteira
inclinada a +7%. Em ambas as provas foram colhidas amostras de sangue
venoso no MO, imediatamente apés e aos 30min, 2h, 6h, 24h, 72h e 120h do
término do exercicio. Nao foi verificada influéncia da suplementagdo com
vitamina E ou do treinamento no metabolismo do ferro. O protocolo de
exercicio promoveu aumento do ferro sérico por hemoconcentragdo
imediatamente apds o exercicio e hipoferremia por sequestro apés 6h, que
retornou aos valores basais em 24h. Observou-se que o exercicio induziu
“pseudoanemia” provavelmente por aumento do volume plasmatico, 6 a 120h
ap6és o exercicio nos animais ndo treinados. Ndo houve alteracdo na
concentragdo de ferritina em nenhum momento. Conclui-se que este protocolo
de exercicio promove alteragdo da dindmica de distribuicdo do ferro, mas néo
altera o conteudo total de ferro do organismo. Deste modo, desaconselhamos
0 uso de suplementacdo extra de ferro em equinos atletas da raga Puro

Sangue Arabe.

Palavras-chave: cavalo atleta, metabolismo do ferro, ferritina, tocoferol.
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1. INTRODUCAO

A molécula de hemoglobina contém a maior concentracdo de ferro do
organismo, com funcd@o vital de transportar o oxigénio para as células.
Mioglobina, citocromos, peroxidases, ribonucleotideo  redutase e
desidrogenase succinica também possuem ferro na sua constituicdo (SMITH,
1997; ALENCAR et al., 2002; ALMEIDA et al., 2007), indicando que esse
elemento € essencial para a sintese do DNA, transporte de elétrons e varias
outras reacdes (DUNN et al., 2007).

O metabolismo do ferro depende da sua disponibilidade na dieta,
digestdo e absorcao intestinal, transporte plasmatico, captacdo pelas células
alvo e dos mecanismos de estoque, reciclagem e excrecdo (ALENCAR et al.,
2002). Ocorre pequena perda diaria que é compensada pela absorgdo
intestinal, mantendo em equilibrio o teor de ferro do organismo (DUNN et al.,
2007). O ferro é estocado em todos os tecidos em duas formas principais,
ferritina e hemossiderina. A ferritina garante uma reserva solivel e difusa de
ferro, prontamente disponivel (SMITH, 1997). A concentracdo de ferro sérica
ndo reflete adequadamente o teor de ferro do organismo (HARVEY et al.,
1987), entretanto, a ferritina sérica possui forte correlagdo com o contetdo de
ferro hepético e esplénico, sendo um bom pardmetro para avaliar seus
estoques (SMITH et al., 1984; HYYPPA et al., 2002).

Os estudos sobre o metabolismo do ferro progrediram nos ultimos anos
com a descoberta do horménio regulador hepcidina (PEELING et al., 2008) e o
gene que codifica a sua expressao foi recentemente sequenciado em equinos
(BORGES et al., 2008). A hepcidina inibe a absorgdo de ferro nos enterdécitos
e provoca a sua retencdo nos macrofagos e hepatdcitos. Sua sintese aumenta
na sobrecarga de ferro e nos processos inflamatorios e causa rapida queda do
ferro sanguineo, estabelecendo um obstaculo a sintese de hemoglobina
(PEELING et al., 2008). Em condigbes normais, 0 organismo consegue suprir
a demanda de ferro para a sintese de hemoglobina por meio da reciclagem do
ferro, proveniente da fagocitose de eritrécitos velhos pelos macréfagos (DUNN
et al., 2007).

Desequilibrios do metabolismo do ferro estéo relacionados a deficiéncia

ou sobrecarga de ferro, sendo nos equinos mais frequente a sobrecarga
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(LEWIS, 2000). Processos inflamatérios induzem sequestro ou
"pseudodeficiéncia” de ferro, condicdo na qual se observa redugdo das
concentragfes seéricas de ferro, apesar do estoque estar adequado (SMITH et
al., 1986a; BORGES et al., 2007). O sequestro do ferro atua como mecanismo
de defesa do organismo a infec¢do, pois a maioria dos microorganismos
necessita do ferro para seu desenvolvimento. Ocorre rapida e intensa
hipoferremia, nas primeiras 24 h, associada ao aumento na sintese de
proteinas de fase aguda como a ferritina, haptoglobina e ceruloplasmina
(SMITH, 1997). Ao contrério, a concentragdo e a saturacdo da transferrina
diminuem (FALLON, 2004).

Os efeitos do exercicio no metabolismo do ferro ocorrem como reagfes
semelhantes as observadas na resposta inflamatéria (SCHUMACHER et al.,
2002). Sendo que o tipo, a intensidade e a duragdo do exercicio influenciam a
magnitude do aumento de hepcidina (PEELING et al., 2008).

A deficiéncia de ferro é rara nos equinos, ocorrendo quase que
exclusivamente em potros, devido & baixa quantidade de ferro no leite
(HARVEY et al., 1987). Nos animais adultos o alto teor de ferro nas forragens
e gréos aliado a maior capacidade de estocar o ferro sdo suficientes para
manter as necessidades minerais e evitar a deficiéncia (SMITH et al., 1986a;
SNOW e HARRIS, 1989).

Em esportistas humanos, a deficiéncia de ferro € uma condigido
frequente e esti relacionada a “anemia do esporte” e a diminuicdo do
desempenho atlético (SCHUMACHER et al., 2002). Influenciados por esses
conceitos, criadores e veterinarios de cavalos de esporte utilizam amplamente
a suplementagdo de ferro (SMITH et al.,, 1986a; SNOW e HARRIS, 1989;
HYYPPA et al., 2002). Porém, a suplementacdo em equinos ndo deficientes é
desaconselhavel, pois induz o acumulo excessivo de ferro no organismo
(SMITH et al., 1986a; EDENS et al.,, 1993). A “anemia do esporte” ja foi
sugerida em equinos devido a hemoélise (BOUCHER et al., 1981; MASINI et al ,
2003) ou ao aumento fisiolégico do volume plasmatico (MCKEEVER et al.,
1987; MACHADO et al., 2007b), entretanto, nenhum estudo comprovou que o
exercicio promove deficiéncia de ferro em equinos.

As exigéncias de ferro nos equinos também aumentam com o exercicio,
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porém algumas particularidades da espécie evitam o desenvolvimento de
deficiéncia (LEWIS, 2000). As reservas de ferro no figado, baco e medula
0ssea sdo maiores quando comparados aos humanos (FRANKEN et al., 1981).
O exercicio aumenta a exigéncia energética dietética, induzindo maior
consumo de alimento e consequentemente de ferro (LEWIS, 2000).

O ferro livre possui atividade oxidorredutora, podendo promover a
formacgéo de radicais livres pelas reacdes de Fenton e de Harber-Weiss, com
grande potencial lesivo para os tecidos. A transferrina € responsavel pelo
transporte do ferro no plasma e liquidos extracelulares (ALENCAR et al., 2002)
e mantém o ferro em uma forma sollvel e ndo toxica, evitando a formacao de
radicais livres (PEELING et al.,, 2008). A suplementagcdo com dietas
antioxidantes visa diminuir a producao de radicais livres e as lesdes celulares
(CLAYCOMBE e MEYDANI, 2001). Segundo Yur et al. (2008) a suplementacéo
com vitamina E e selénio pode influenciar o efeito do exercicio na
concentragdo de ferro sérico.

Em humanos existem muitos estudos sobre a relag@o entre o exercicio e
0 metabolismo do ferro (TAYLOR et al.,, 1987, BEARD e TOBIN, 2000;
SCHUMACHER et al., 2002; MARTINEZ et al., 2006). Raros trabalhos na
literatura avaliaram esta relagdo nos equinos, a maioria estudando somente
alguns parametros do metabolismo do ferro (MILLS et al., 1996; INOUE et al.,
2002; HYYPPA et al., 2002; YUR et al., 2008). Os estudos mais completos em
equinos foram conduzidos por Fernandes et al. (1999) e Abramovitc et al.
(2008), avaliando o efeito do exercicio antes e apds 30 min e por Inoue et al.
(2005) que estudaram o metabolismo do ferro em trés diferentes tipos de
treinamento em esteira.

Existem poucos estudos sobre o metabolismo do ferro em equinos
atletas, portanto o objetivo deste trabalho foi elucidar os efeitos do exercicio
neste metabolismo, comparando animais treinados e sedentarios e avaliando

também o efeito da suplementacdo com vitamina E.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais
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Foram utilizados 16 equinos da raca Puro Sangue Arabe (PSA), 13
fémeas e trés machos castrados, com idade variando de 3,5 a 10 anos e peso
médio de 362,3 +25,6 kg. Todos estavam sem treinamento ha pelo menos seis
meses e clinicamente sadios. Os animais foram acomodados na proporgao de
dois a trés animais por piquete de 50 m°, da Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Campus de Botucatu, localizada a 48°52’ de longitude oeste, 22°52’ de latitude
sul, a 756 metros acima do nivel do mar. O projeto de pesquisa foi aprovado
pela Camara de Etica e Experimentacdo Animal da FMVZ- Unesp -Botucatu,
protocolo n° 21/2006-CEEA.

O manejo nutricional consistiu de feno de capim coast-cross (Cynodon
dactylon) & vontade, 2 kg/animal/dia de racdo comercial para equinos (Proequi
13, Guabi - Mogiana Alimentos S/A, Campinas, Brasil) e 30 g/animal/dia de
suplemento mineral (Sal Mineral Guabiphos Centauro 80, Mogiana Alimentos
S/A) e dgua ad libitum.

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos de oito
animais: grupo controle (GC) e grupo suplementado com vitamina E (GE). A
suplementacéo foi iniciada 15 dias antes da primeira prova de exercicio com a
dose de 1.000 U/animal/dia de acetato de dl-a-tocoferol (E-Tabs, Sigma
Pharma—EMS, Hortolandia, Brasil) e foi mantida até o termino do experimento.
As cépsulas de vitamina E foram oferecidas individualmente em mistura de

melago de cana e rapadura picada antes do fornecimento do alimento.

2.2 Protocolo de exercicio

Foram realizadas duas provas de exercicio progressivo, a primeira
antes do treinamento (P1) e uma segunda prova apdés o treinamento (P2), em
esteira de alta velocidade (Mustang 2200 AG, Kagra, Suica) no Centro de
Medicina Esportiva Equina do Departamento de Cirurgia e Anestesiologia
Veterindria da FMVZ- Unesp -Botucatu. Em ambas as provas utilizou-se o
protocolo de exercicio de Watanabe et al. (2006) modificado com +7 % de
inclinacdo, nas velocidades de 1,8 m/s (passo) por 5 min, seguindo a 4,0 m/s
(trote) por 3 min, 6,0 m/s (cénter) por 2 min e posteriormente 8,0 m/s, 9,0 m/s,

10,0 m/s, 11,0 m/s e 12 m/s (galope) por 1 min em cada velocidade, ou até
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quando o animal ndo mais conseguisse manter-se em galope mesmo sendo
estimulado. Todas as provas de exercicio foram realizadas entre 6h e 8h, com
temperatura ambiente média de 20,3+1,8 e umidade relativa do ar média de
73,4+4.,8 (Termohigrometro digital - Minipa MT 241 — China).

Apbés P1 e término das colheitas, os animais foram submetidos ao
treinamento em esteira, seis vezes por semana até totalizarem 20 dias de
treinamento. O protocolo de treinamento foi adaptado de Watanabe et al.
(2006) e consistiu de 1,8 m/s (passo) por 5 min; 4,0 m/s (trote) por 3 min; 6,2
m/s (canter) por 2 min; 8,0 m/s (galope) por 1 min e 10 m/s (galope) por 1 min;
seguidos de desaquecimento a 3 m/s (trote) por 2 min e 1,6 m/s (passo) por 2
min, sempre com a esteira em posi¢cdo horizontal. Apds o término do periodo
de treinamento, os animais ndo foram submetidos a atividade fisica por 48 h

antes a P2.

2.3 Colheita de amostras e andlises laboratoriais

Nas duas provas foram colhidas amostras de sangue venoso antes do
exercicio (M0), imediatamente apés (PE) e 30 min, 2 h, 6 h, 24 h, 72 he 120 h
apoés o exercicio. Para a obteng&o do volume globular (VG) utilizou-se tubos a
vacuo contendo EDTA (Vacuum II, Labnew, S&o Paulo, Brasil). Para a
obtencdo de soro, utilizaram-se tubos a vacuo contendo ativador de
coagulacdo e gel separador (BD Vacutainer-SST™, Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, EUA). O soro obtido foi armazenado a -80 °C até a
andlise. Os animais foram mantidos nos piquetes durante todo o periodo de
obtencdo das amostras e ndo foram submetidos a nenhum exercicio
controlado.

A dosagem do ferro sérico foi realizada por “kit” comercial (Ortho
Clinical Diagnostics, Johnson & Johnson, Amersham, UK), por metodologia de
quimica seca e analisador automético (Vitros 750 - Ortho-Clinical Diagnostics,
Johnson & Johnson).

As capacidades total (CTLF) e latente (CLLF) de ligag&o do ferro sérico
foram determinadas por colorimetria utilizando-se “kits” comerciais
(Capacidade Ligadora de Ferro, Bioclin, Belo Horizonte, Brasil) e as

absorbancias foram determinadas a 560nm (Espectrofotometro-FEMTO 600
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Plus, Femto, Sédo Paulo, Brasil). O indice de saturacdo da transferrina (IST),
que indica a saturagéo da transferrina por ferro, foi obtido a partir da divisdo da
concentragdo de ferro sérico pelo resultado da CTLF.

A ferritina sérica foi mensurada em sistema fotométrico por
imunoturbidometria, utilizando-se “kits” comerciais (Ferritina K081, Bioclin) e
leitura das absorbancias a 550 nm em analisador automatico (Cobas Miras,
Roche, Rotkreuz, Sui¢a) sendo o resultado expresso em ug/L.

O volume globular (VG) foi obtido pela técnica de microhematécrito
(JAIN, 1986).

As dosagens séricas de cortisol foram determinadas por meio da técnica
de Radioimunoensaio (IRMA), em fase solida, utilizando-se kit comercial
(Cortisol Coat-a-Count, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, EUA)
previamente validado para uso em equinos por Freestone et al. (1991). As
contagens de radioatividade foram obtidas por meio do contador gama
automatico (Cobra Il, KineticCount 48. Vitek Systems, Missouri, EUA). Os
coeficientes de variagdo intra e inter ensaio foram calculados segundo
Rodbard (1974).

2.4 Anélise estatistica

Foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade
do conjunto de dados. Os resultados foram submetidos & Anélise de Variancia
(ANOVA) no delineamento em parcelas sub-subdivididas para a avaliacdo do
efeito da suplementacéo, treinamento e exercicio.

Nos casos em que se detectaram diferencas entre os diferentes
momentos avaliados, executou-se o teste de Tukey para as variaveis ferro,
CTLF, CLLF, IST e ferritina por meio do programa SAS (SAS versao 9.1,
suport.sas.) e o teste de comparacdes multiplas de Dunnett para as variaveis
cortisol e VG, em que utilizou o programa estatistico R (R Development Core
Team, verséo 2.3.1, 2006), ambos com objetivo de testar se os valores das
variaveis apos o exercicio diferem do MO, com nivel de significaAncia de 5 %
(PIMENTEL-GOMES, 1987). Foram realizadas correlagbes entre diferentes

variaveis utilizando-se teste r para correlagdo de Pearson.
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3. RESULTADOS

Verificou-se efeito do exercicio (p<0,001) sobre a concentragdo sérica
de ferro, CTLF, CLLF, IST e cortisol sérico, 0 mesmo nao ocorreu com a
ferritina. Nao houve efeito do treinamento ou da suplementagdo com vitamina
E em nenhum dos pardmetros acima, de modo que o efeito do exercicio foi
avaliado para todo o conjunto de dados (Figura 1).

A média da concentragdo sérica de ferro no MO foi de 153+34,5 pg/dL,
variando de 87 a 221 ng/dL. Comparando com os resultados do MO, o ferro
sérico aumentou no PE (p<0,05) com média, desvio padrdo e variacdo de
186,6+33,7 (109 a 249 pg/dL), e reduziu-se em 6 h pos-exercicio (p<0,05),
meédia de 123,7+25,1ug/dL e variagdo de 59 a 187 pg/dL. Houve forte
correlacdo positiva entre ferro sérico e IST (r=0,88, p<0,001) e mais fraca com
a CTLF (r=0,36, p<0,001), VG (r=0,35, p<0,001) e o cortisol (r=0,24, p<0,001),
assim como correlagdo moderada negativa com a CLLF (r=-0,44, p<0,001).

A CTLF aumentou no PE (p<0,05) com média de 465+42,9 ug/dL (360 a
584,7 pg/dL), comparando-se ao MO, que teve média de 392,3+42,7 pg/dL e
variou de 319,9 a 498,9 pg/dL. A CTLF apresentou correlacdo positiva
moderada com a CLLF (r=0,68, p<0,001) e com o VG (r=0,51, p<0,001) e
correlacdo positiva fraca com o cortisol sérico (r=0,30, p<0,001).

A CLLF elevou-se em relagdo ao MO nos momentos PE, 2 h e 6 h apés
0 exercicio (p<0,05). A média e variagdo no MO foram de 239,3+47,8 pg/dL
(139,9 a 318,7 pg/dL) e a maior meédia foi observada imediatamente apés o
exercicio 278,4+49,6 pg/dL (151 a 369,7 pg/dL). Observou-se correlagdo
positiva fraca entre a CLLF e o VG (r=0,21, p<0,001).

A saturagcdo da transferrina no repouso variou de 22,4 a 58,8 % com
meédia de 39,249 %. Apds o exercicio ocorreu uma queda progressiva do IST
que foi significativa em 2 h e 6 h (p<0,05), os menores valores ocorreram em 6
h com média de 31,5+6,6 %, a partir deste momento observa-se uma tendéncia
de recuperagédo dos valores. Apesar de ndo haver diferenga entre grupos,
ocorreu efeito da interagdo momento:prova:grupo (p<0,04). No GC a variacao
entre momentos ndo foi a mesma para as duas provas, apenas para a prova

P1 deste grupo observou-se aumento significativo do IST em 72 h (p<0,05),
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com média de 48,3+10,3 %, comparado ao MO da mesma prova e grupo que
apresentou média de 37,5+10 %. Houve forte correlacdo negativa entre IST e
CLLF (r=-0,80, p<0,001).

A concentracdo de ferritina sérica média ao MO foi de 84,2+56,5 ug/L,
variando de 24 a 234,6 ug/L, dois animais apresentaram concentragdo < 30
ug/L apenas na P1 do GE, valor minimo de referéncia para equinos (LEWIS,
2000). Ndo houve efeito do exercicio, treinamento ou da suplementagcdo com
vitamina E. Embora de forma nao significativa, os maiores valores médios
foram observados no PE com média de 85,6+63,5 ug/L. Foram observadas
correlagbes negativas fracas entre ferritina e CLLF (r=-0,21, p<0,001) e
positiva entre ferritina e IST (r=0,20, p<0,001).

A concentracd@o sérica de cortisol apresentou aumento no PE e 30 min
(p<0,05) em relagéo ao MO (67,1+24,2ng/mL), com pico em 30 min (105,8+19,8
ng/mL). A partir de 6 h até 120 h ap6s o exercicio observou-se redugdo
(p<0,05) em relagdo ao MO. Ocorreu correlagéo positiva entre o cortisol e o VG
(r=0,43, p<0,001). Os coeficientes de variacao intra e inter ensaio foram 1,9 e
6,5 %, respectivamente. A sensibilidade do ensaio foi de 5,0 ng/mL.

Para o VG néo se observou efeito da suplementac¢ao ou do treinamento,
porém houve efeito do exercicio (p<0,05) e da interagdo momento:prova
(p<0,05), indicando que a variagdo entre momentos néo foi a mesma para as
duas provas de exercicio (Figura 02).

O VG aumentou nos momentos PE (53+3,1 %) e 30 min (40,3%£4,5 %),
em relacdo ao MO (36,2+3 %), em ambos 0s grupos e provas. A diferenca
entre as provas ocorre apos 6 h da conclusdo do exercicio. A partir desse
periodo apenas na prova P1 verificou-se reducéo significativa (p<0,05) do VG
nos momentos 6 h (34,33 %), 24 h (33,9£1,9 %) 72 h (33,3%£2,7 %) e 120 h
(33,6+£3,2 %), em relacdo ao MO (36,9£2,8 %). Analisando-se 0s animais
individualmente, em 44 % destes (7/16) a reducéo do VG na P1 atingiu valores

inferiores a 32 %.
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Figura 1. Média e desvio-padrdo da capacidade total de ligacédo do ferro (CTLF), capacidade
latente de ligacdo do ferro (CLLF), indice de saturacdo da transferrina (IST),
concentracdo sérica de ferro, de cortisol e da ferritina, em 16 equinos da raga Puro
Sangue Arabe, nas provas P1 (pré-treinamento) e P2 (pds-treinamento) de exercicio
progressivo em esteira, dos grupos controle (GC) e suplementado com vitamina E
(GE), mensurados antes (M0), imediatamente ap6s (PE), 30min, 2h, 6h, 24h, 72h e
120h pos-exercicio. GC=GE; P1=P2 (p>0,05). *Difere do MO (p<0,05).
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Figura 2. Média e desvio-padrdo do volume globular (VG) (%) em 16 equinos da raca Puro
Sangue Arabe, nas provas P1 (pré-treinamento) e P2 (pds-treinamento) de exercicio
progressivo em esteira, dos grupos controle (GC) e suplementado com vitamina E
(GE), mensurados antes (M0), imediatamente apés (PE), 30min, 2h, 6h, 24h, 72h e
120h pés-exercicio. GC=GE; P1=P2 (p>0,05); interagdo momento:prova (p<0,05).
*Difere do MO na mesma prova (p<0,05).
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4. DISCUSSAO

Antes do exercicio, os resultados da concentracdo de ferro sérico,
CTLF, CLLF e o do IST foram semelhantes aos citados por outros autores para
equinos adultos (HARVEY et al., 1987; LEWIS, 2000; INOUE et al., 2005). Em
45 equinos da raga Puro Sangue Inglés (PSl) a média da concentracdo de
ferro sérico foi de 158,4+29 ng/dL com variagdo de 101,6 a 237,3ug/dL
(HEERDEN et al., 1990), semelhante ao observado no presente estudo.

Resultados divergentes também podem ser encontrados tanto em
equinos de outras ragas (SMITH et al., 1986b; ABRAMOVITC et al., 2008)
como em equinos PSA e meio-sangue Arabe, nos quais observaram-se
valores de ferro sérico (194,7+43,7 pg/dL) e CTLF (848,1+188,9 pg/dL) mais
elevados e menor IST (23,746,3 %). Porém, os préprios autores supdem que
os resultados da CTLF e IST possam ter sido influenciados pelo longo periodo
de armazenamento da amostra (FERNANDES et al.,1999). Esses parametros
avaliam o compartimento de transporte do ferro (SMITH, 1997) e analisando os
dados do presente estudo e da literatura verificou-se uma ampla faixa de
variacao entre equinos normais (SMITH et al., 1986a; FERNANDES al., 1999;
ABRAMOVITC et al., 2008). Devido a essa variagdo, Lewis (2000) realizou
uma analise dos resultados de varios trabalhos e sugere como valores de
referéncia, para equinos de 120 a 210 pg/dL para a concentracdo sérica de
ferro, 370 a 470 pg/dL para a CTLF, 200 a 300 pg/dL para CLLF e 30 a 50 %
para o IST.

Existem poucos trabalhos envolvendo a determinagéo da concentragéo
de ferritina em equinos. Lewis (2000) sugere que valores de ferritina de 30 a
250 pg/L indicam estoque de ferro adequado, resultados inferiores poderiam
indicar deficiéncia e superiores sobrecarga. Hyyppa et al. (2002) observaram
resultados basais de ferritina inferiores, inclusive com valores abaixo de 20
ug/L, porém foi avaliada a concentracdo de ferritina plasmatica. A ferritina
plasmética é 24% menor em média que a ferritina sérica (ORINO et al., 1993).

Os resultados no MO indicam estoque adequado de ferro nos animais
estudados, exceto para dois equinos que apresentaram valores um pouco

inferiores a 30 ug/L, apenas na P1. Durante o periodo de treinamento estes
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normalizaram naturalmente o seu estoque de ferro, no MO da P2 a ferritina foi
superior a 30 pg/L em todos os animais. O exercicio aumenta a exigéncia
energética  dietética, induzindo maior consumo de alimento e
consequentemente maior ingestédo de ferro, visto que as forragens e graos que
constituem a alimentacgdo equina possuem alto teor de ferro (LEWIS, 2000).

N&o houve efeito da suplementagdo com vitamina E ou do treinamento
em nenhum parametro avaliado. Yur et al. (2008) estudaram o efeito do
exercicio na concentracdo sérica de ferro em equinos suplementados com
vitamina E e selénio. Observaram aumento da concentragdo sérica de ferro
logo apOs o exercicio nos animais suplementados, porém nos animais ndo
suplementados também houve aumento, mas n&o significativo. Ainda séo
necessarios mais estudos avaliando o efeito de diferentes protocolos de
exercicio e de suplementacéo.

Nenhum estudo anterior avaliou o efeito de um Unico episédio de
exercicio pelo periodo de cinco dias, sobre parametros que avaliam tanto o
transporte quanto o estoque de ferro. Hyyppa et al. (2002) foi o Gnico a avaliar
o efeito do exercicio na concentracdo de ferritina, porém sem a associagéo de
outros parametros do metabolismo do ferro. O completo entendimento do efeito
do exercicio no metabolismo do ferro depende de uma andlise das
particularidades de cada tipo de exercicio.

Em equinos que realizaram uma prova de corrida de curto periodo e
moderada intensidade, a ferritina aumentou imediatamente apos o exercicio e
retornou aos valores basais em seis horas (HYYPPA et al., 2002). No presente
estudo os valores mais elevados de ferritina também foram observados neste
momento, embora de modo ndo significativo, 0 que pode ser justificado pela
hemoconcentracdo. A redugdo da ferritina € um indicativo confiavel de
deficiéncia de ferro, porém resultados normais e elevados devem ser avaliados
com cautela. No exercicio ocorrem lesbes nas membranas celulares em 6rgaos
responsaveis pelo estoque de ferro, como o figado, causando liberacéo de
ferritina tecidual para a circulagdo. Alteragbes hemodinamicas, como a
hemoconcentragcdo e o aumento do volume plasméatico, também influenciam as
concentragtes séricas de ferritina (SCHUMACHER et al., 2002).

Imediatamente apds o exercicio observa-se aumento do ferro sérico, da
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CTLF e da CLLF, porém o IST permanece inalterado. Esta condigdo
possivelmente esta relacionada apenas a hemoconcentragdo, visto que um
aumento real de ferro sérico causaria aumento do IST, que pode ser
comprovado pela forte correlacdo entre as duas variaveis (r=0,88, p<0,001).
Segundo Inoue et al. (2002) a hemoconcentracéo eleva a concentracao sérica
de ferro durante o exercicio em equinos.

Em humanos, o exercicio induziu uma resposta de fase aguda analoga a
resposta induzida pela inflamag&o, com consequente hipoferremia, aumento de
lactoferrina e de ferritina, imediatamente apos a realizacdo de uma prova de
triatlon de 13 h de duracdo (TAYLOR et al.,, 1987). No presente estudo, 0
exercicio foi de curta duracédo e a hipoferremia ocorreu 6 h apés o exercicio e
retornou aos valores basais em 24 h. Concomitantemente, ocorreu redugéo do
IST e aumento da CLLF, sem alteracdo da ferritina, indicando uma diminui¢cao
real do teor sérico de ferro, sem alteragédo do ferro do organismo, confirmando
a condigao de sequestro ou "pseudodeficiéncia” de ferro (SMITH et al., 1986a;
BORGES et al., 2007).

Em uma prova de competicdo de trote classificada como exercicio
maximo, a ferritina foi avaliada apenas 24 h ap6s o exercicio e apresentou-se
elevada. Os pesquisadores concluiram que existe relagdo direta entre o grau
de elevagéo da ferritina e a intensidade e duracdo do exercicio (HYYPPA et
al., 2002). No presente estudo provavelmente a intensidade e/ou duragdo do
exercicio ndo foi suficiente para provocar aumento de ferritina. Vale ressaltar
que este é o primeiro estudo sobre o efeito do exercicio na concentracéo de
ferritina em equinos PSA.

Em contrapartida, 72 h ap6s o exercicio ocorreu aumento do ferro sérico
e do IST, embora significativo apenas para o IST da P1 no GC, que pode estar
relacionado a maior mobilizacdo de ferro do sistema mononuclear fagocitario
para a medula 6ssea. Mills e colaboradores (1996) submeteram equinos ao
exercicio em esteira simulando tanto uma prova de corrida de alta velocidade
como o exercicio de enduro e observaram aumento discreto do ferro
plasmético nas primeiras 24 h pds-exercicio, atribuindo-o a uma mobilizagédo
dos estoques para a medula, possivelmente para suprir a elevagao na taxa de

eritropoiese.
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O aumento de ferro neste periodo pode ser consequéncia da maior
producéo de cortisol induzida pelo exercicio, que apresentou pico 30 min apos
o exercicio. O aumento do cortisol aos 30 min € compativel com a literatura,
correspondendo ao periodo necessario entre a estimulagdo do hormonio
adrenocorticotrépico e a resposta da adrenal (MCKEEVER, 2002; GORDON et
al., 2007). A administracdo exdgena de corticoides aumenta a concentracéo de
ferro 48 a 72 h apds o tratamento, sem altera¢cdes na concentragdo de ferritina
(SMITH et al.,, 1986b). Possivelmente, o aumento do cortisol enddégeno
promove o mesmo efeito, sendo observada correlacdo positiva entre os dois
parametros (r=0,24, p<0,001). A hiperferremia torna o0s animais mais
susceptiveis a infec¢gbes bacterianas (SMITH et al., 1986b).

Houve aumento do VG logo apdés o exercicio compativel com a
hemoconcentragdo por mobilizacdo de eritrécitos do bago (BOUCHER et al.,
1981; MASINI et al.,, 2000), assim como, reduc¢do do volume plasmatico
causada por perdas de liquidos pelo suor e respiracdo aliadas ao movimento
para o espaco extracelular (ARAUJO et al., 2004).

A partir de 6 h ocorreu reducdo no VG apenas para 0s animais nao
treinados. Em sete equinos esta queda foi inferior ao limite de referéncia para
a espécie (KRAMER, 2000). O efeito do exercicio sobre os eritrgcitos ja foi
alvo de diversos estudos em equinos, porém, limitados ao efeito imediato do
exercicio (BOUCHER et al., 1981; HAMBITZER, 1987; SMITH et al., 1995).
Essa reducdo é compativel com a “anemia do esporte” e pode estar
relacionada a um aumento do volume plasmatico, baseado em estudos
humanos que relatam elevagédo de 10 % no volume plasmatico 24 h ap6s um
Unico episodio de exercicio intenso (GILLEN et al., 1991). O mesmo néo foi
observado na prova P2, ap0s o treinamento, possivelmente por ocorrer de
maneira gradativa durante o periodo de treinamento, como uma adaptacdo ao
exercicio. Segundo Wilmore e Costill (2001), o aumento do volume plasmético
€ uma resposta adaptativa fisiologica & hemoconcentragdo que ocorre durante
0 exercicio, com objetivo de reduzir a viscosidade sanguinea e facilitar a
circulagéo do sangue pelos capilares.

Em equinos, estudos com diferentes tipos de exercicio foram
relacionados a hemolise (BOUCHER et al.,, 1981; HAMBITZER, 1987,
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MATSUKI et al., 1991; HANZAWA e WATANABE, 2000). N&o se pode excluir
a hemolise, porém, neste caso a diminuicdo do VG ocorreria tanto nos animais
sedentarios como treinados, visto que o treinamento em si € relatado como
causador de hemolise (BOUCHER et al., 1981).

O exercicio anaerdbico, de curta duracdo e alta intensidade, provoca
um aumento transitério da susceptibilidade dos eritrocitos ao estresse
osmético em equinos pela reducdo do pH, independente do treinamento ou
suplementac¢do com vitamina E. Contudo, devido ao carater transitorio apenas
uma pequena porcdo dos eritrécitos sofre lise, ndo excedendo a taxa de
producdo pela medula O6ssea. Caracterizando uma resposta benéfica e
adaptativa, visto que, as células jovens sdo mais eficientes no transporte de
oxigénio (MACHADO et al., 2007a).

Mesmo ocorrendo hemolise, a exigéncia de ferro ndo aumenta, pois o
ferro proveniente destas células é reutilizado na producéo de novos eritrocitos
(SMITH, 1997; LEWIS, 2000). Considerando-se que 0s animais apresentavam
estoque de ferro adequado e que a anemia ocorreu de maneira aguda,
descarta-se a possibilidade de uma anemia por deficiéncia de ferro. A
producdo da hemoglobina tem preferéncia em relagdo a outras proteinas
constituidas por ferro, sendo que a reducéo da sua sintese ocorre apenas nas
deficiéncias graves (SMITH et al., 1986a). Desta forma, sugerimos que um
Unico episoddio de exercicio de curta duracdo e alta intensidade induz
“pseudoanemia” por aumento do volume plasmético, no periodo de 6 a 120 h
ap6s o exercicio em equinos nado treinados da raca PSA. Porém, sdo
necessarios mais estudos avaliando o efeito do exercicio neste periodo para
verificar se 0 mesmo evento ocorre em outros protocolos de exercicio.

Os achados do presente estudo reforcam a idéia de que ndo hé
necessidade de suplementacao de ferro em equinos atletas que recebem dieta
adequada. As alteracdes do ferro sérico e dos indices que avaliam a ligagédo
do mesmo a transferrina ndo foram acompanhadas por alteracdo da
concentragdo de ferritina, deste modo podemos concluir que este protocolo de
exercicio promove alteracdo da dindmica de distribuicdo do ferro, mas ndo

altera o contetdo de ferro do organismo equino.
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Malondialdeido eritrocitario e sérico na avaliacdo da lipoperoxidagcao

induzida pelo exercicio em equinos

RESUMO

O exercicio pode induzir estresse oxidativo e promover lipoperoxidagéo,
principalmente nos eritrocitos por circularem em todo o organismo e serem
mais susceptiveis a estas lesfes. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos do exercicio progressivo em esteira de alta velocidade, do treinamento
e da suplementacdo com vitamina E na susceptibilidade dos eritrocitos a
lipoperoxidagéo em equinos Puro Sangue Arabe. Foram utilizados 16 equinos,
adultos, machos e fémeas, distribuidos em dois grupos: controle (GC, n=8) e
suplementado com vitamina E (1000 U/animal/dia) (GE, n=8). Os equinos néo
treinados foram submetidos a uma prova de exercicio progressivo (P1l). Em
seguida, foram treinados por 20 dias e submetidos a uma segunda prova de
exercicio (P2). O protocolo de exercicio para as duas provas iniciou-se a
1,8m/s por 5 min, 4m/s por 3min, 6m/s por 2min seguido de fases de 1min em
velocidades crescentes até que 0s animais conseguissem manter-se em
exercicio, com a esteira inclinada a +7%. Em ambas as provas foram colhidas
amostras de sangue venoso no MO, ao trote, ao galope, imediatamente apos e
aos 15min, 30min, 2h, 6h, 24h, 72h e 120h ap6s o término do exercicio. Foram
avaliados o malondialdeido (MDA) eritrocitario basal e induzido por oxidag&o in
vitro e a concentracdo sérica de MDA e vitamina E. O MDA eritrocitario basal
foi maior nos animais treinados e houve maior produgdo in vitro de MDA
eritrocitario nos animais suplementados. O MDA sérico aumentou 30min apos
0 exercicio e a concentracdo de vitamina E sérica ndo se alterou. Conclui-se
que a mensuragdo do MDA sérico é sensivel para avaliar o estresse oxidativo
induzido por um Unico episddio de exercicio em equinos, porém o MDA
eritrocitario basal € mais eficiente para avaliar o estresse cumulativo do
treinamento. A suplementacdo com vitamina E n&do impediu o estresse

oxidativo induzido pelo exercicio e pelo treinamento.

Palavras-chave: eritrécitos, cavalo, exercicio, estresse oxidativo, tocoferol.
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1. INTRODUCAO

No metabolismo celular aerébio, o oxigénio (O;) sofre reducao
tetravalente na mitocéndria, com consequiente formacao de agua e producéo
de energia. Durante esse processo, sao formados intermediarios reativos como
o perdxido de hidrogénio (H,O,) e os radicais livres superoxido (O;"), hidroxila
(OH®) e hidroperoxila (HO,"), coletivamente designados como espécies reativas
de oxigénio (ERO) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001; KIRSCHVINK et al.,
2008).

Em condicdes de repouso 5 % do total de oxigénio sdo convertidos em
ERO (AVELLINI et al., 1999), o exercicio pode aumentar em até 30 vezes o
consumo de O, nos equinos, aumentando a produgéo de ERO (MILLS et al.,
1996). O desequilibrio entre os eventos oxidantes e antioxidantes caracteriza a
condicdo de estresse oxidativo. A atividade fisica estressante é conhecida por
induzir estresse oxidativo e promover lipoperoxidacdo (KINNUNEN et al.,
2005a; KIRSCHVINK et al., 2008).

A lipoperoxidacdo tem inicio quando qualquer espécie reativa abstrai
um atomo de hidrogénio de um &cido graxo poliinsaturado na membrana
celular, formando um radical lipidico (L"). O L reage rapidamente com o O,
resultando em radical peroxila (LOO®). Os radicais L* e LOO® tém poder de
sequestrar mais moléculas de hidrogénio e amplificar o processo como uma
reacdo em cadeia. Os radicais OH" e LOO" sdo os principais envolvidos na
inducéo da lipoperoxidacdo (HALLIWELL, 1994). Segundo Leaf et al. (1997) o
exercicio induz lipoperoxidacdo transitoria em humanos saudaveis e 0s

produtos da reacdo sdo removidos durante a recuperagéo do exercicio.

O malondialdeido (MDA) € um dos produtos finais desta reacdo sendo
um indicador de intensidade da mesma. Observam-se aumento na
concentragdo de MDA em eqlinos submetidos ao exercicio (CHIARADIA et al.,
1998; AVELLINI et al.,, 1999). Como os eritrocitos circulam por todo o
organismo, a mensuracdo do MDA eritrocitario pode ser utilizada como um

indice de estresse oxidativo (MACHADO et al., 2007).

Os eritrécitos sdo altamente vulneraveis aos efeitos danosos do O,, a

presenca do ferro e do O, na molécula de hemoglobina contribuem para a
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formacdo de ERO, além disso, os lipidios insaturados da membrana s&o
fortemente susceptiveis a oxidagdo (HATHERILL et al., 1991; MACHADO et
al., 2009). A lipoperoxidagdo provoca reducéo da fluidez e do potencial de
membrana e aumento da permeabilidade para ions hidrogénio e outros ions
(GUTTERIDGE, 1995), estando relacionada com menor deformabilidade e
maior destruicdo dos eritrocitos (CHRISTIAN, 2000). A utilizagdo dos
eritrécitos em modelos de estudos do metabolismo oxidativo sustenta-se na
abundancia destas células, simplicidade e facilidade de obtenc¢éo, sendo alvos
constantes de lesdes metabdlicas (STEINBERG e BENZ JR, 2000).

Ao contrario da maioria das células, os eritrécitos ndo tém capacidade
de sintetizar novos lipidios e proteinas para substituir os que foram oxidados e
a manutencdo de niveis adequados de antioxidantes é extremamente
importante (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001). A vitamina E tem importancia
primordial por estar ligada na membrana como antioxidante natural (DUTTA-
ROY et al.,, 1994), protegendo as membranas celulares da lipoperoxidacao
(CYNAMON, et al., 1985).

A suplementacdo com antioxidantes pode ser necessaria em situacoes
de estresse oxidativo, seja por ineficiéncia dos sistemas antioxidantes ou por
aumento dos eventos oxidantes (KIRSCHVINK et al., 2008; MACHADO et al.,
2009). Vérios estudos em equinos evidenciam o aumento da produgdo de ERO
pelo exercicio (AVELLINI et al., 1999; BALOHG et al., 2001; WILLIAMS et al.,
2004). Os equinos sdo atletas natos e devido a grande massa muscular,
consomem mais O, durante o exercicio do que as outras espécies, 0 que 0S
tornam bons modelos para o estudo do estresse oxidativo (ART e LEKEUX,
2005).

Na ultima década mais de 100 estudos abordaram o equilibrio entre
oxidantes e antioxidantes em equinos, porém poucos avaliaram o efeito da
suplementagdo oral com antioxidantes (KIRSCHVINK et al., 2008). Silveira
(2008) utilizou a suplementacdo oral com vitamina E constando que esta foi
eficiente para evitar a propagacgao das ERO e amenizar o estresse oxidativo. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do exercicio, do treinamento e da
suplementacéo oral com vitamina E sobre a susceptibilidade dos eritrocitos a

lipoperoxidagéo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Animais

Foram utilizados 16 equinos da raca Puro Sangue Arabe (PSA), 13
fémeas e trés machos castrados, com idade variando de 3,5 a 10 anos e peso
médio de 362,3 +25,6 kg. Todos estavam sem treinamento ha pelo menos seis
meses e clinicamente sadios. Os animais foram acomodados na proporgéo de
dois a trés animais por piquete de 50 m®, da Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Campus de Botucatu, localizada a 48°52’ de longitude oeste, 22°52’ de latitude
sul, a 756 metros acima do nivel do mar. O projeto de pesquisa foi aprovado
pela Camara de Etica e Experimentacdo Animal da FMVZ- Unesp -Botucatu,
protocolo n° 21/2006-CEEA.

O manejo nutricional consistiu de feno de capim coast-cross (Cynodon
dactylon) & vontade, 2 kg/animal/dia de racdo comercial para equinos (Proequi
13, Guabi - Mogiana Alimentos S/A, Campinas, Brasil) e 30 g/animal/dia de
suplemento mineral (Sal Mineral Guabiphos Centauro 80, Mogiana Alimentos
S/A) e dgua ad libitum.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos de oito
animais: grupo controle (GC) e grupo suplementado com vitamina E (GE). A
suplementacéo foi iniciada 15 dias antes da primeira prova de exercicio com a
dose de 1.000 U/animal/dia de acetato de dl-a-tocoferol (E-Tabs, Sigma
Pharma—EMS, Hortolandia, Brasil) e foi mantida até o termino do experimento.
As cépsulas de vitamina E foram oferecidas individualmente em mistura de
melago de cana e rapadura picada antes do fornecimento da ragéo.

2.2 Protocolo de exercicio

Foram realizadas duas provas de exercicio progressivo, P1 (antes do
treinamento) e P2 (ap6s o treinamento), em esteira de alta velocidade
(Mustang 2200 AG, Kagra, Suica) no Centro de Medicina Esportiva Equina do
Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria da FMVZ- Unesp -
Botucatu. Em ambas as provas utilizou-se o protocolo de exercicio de
Watanabe et al. (2006) modificado com +7 % de inclinagédo, nas velocidades
de 1,8 m/s (passo) por 5 min, seguindo a 4,0 m/s (trote) por 3 min, 6,0 m/s

(canter) por 2 min e posteriormente 8,0 m/s, 9,0 m/s, 10,0 m/s, 11,0 m/s e 12
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m/s (galope) por 1 min em cada velocidade, ou até quando o animal ndo mais
conseguisse manter-se em galope mesmo sendo estimulado. Todas as provas
de exercicio foram realizadas entre 6h e 8h, com temperatura ambiente média
de 20,3%+1,8 e umidade relativa do ar média de 73,4+4,8 (Termohigrobmetro
digital - Minipa MT 241 — China).

Apbés P1 e término das colheitas, os animais foram submetidos ao
treinamento em esteira, seis vezes por semana até totalizarem 20 dias. O
protocolo de treinamento foi adaptado de Watanabe et al. (2006) e consistiu de
1,8 m/s (passo) por 5 min; 4,0 m/s (trote) por 3 min; 6,2 m/s (canter) por 2 min;
8,0 m/s (galope) por 1 min e 10 m/s (galope) por 1 min; seguidos de
desaquecimento a 3 m/s por 2 min e 1,6 m/s por 2 min, sempre com a esteira
em posi¢ao horizontal. Apés o término do periodo de treinamento, 0os animais
ndo foram submetidos a atividade fisica por 48 h antes de realizarem a P2.

2.3 Colheita de amostras e andlises laboratoriais

Nas duas provas, foram colhidas amostras de sangue venoso antes do
exercicio (MO0), durante o exercicio ao trote (4m/s) e ao galope (8m/s),
imediatamente apds (PE) e 15 min, 30 min, 2 h, 6 h, 24 h, 72 h e 120 h ap6s o
exercicio. Para as colheitas durante o exercicio foi realizada a cateterizacéo da
veia jugular, adaptando-se um circuito extensor contendo solu¢do de NaCl
0,9% (JP-Industria Farmacéutica Ltda, Ribeirdo Preto, Brasil) heparinizada
com 4 U de heparina sédica/mL (Heparin, Cristalia, Itapirica, Brasil).

Apds o exercicio, com o animal em repouso, as amostras foram colhidas
por puncdo da veia jugular com o auxilio de agulha de calibre 25x8 (B.D.,
Vacutainer - Brand Blood Collection Needles, Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, EUA) acoplada a tubos a vacuo contendo heparina sédica
(Vacuum 1l, Labnew, S&o Paulo, Brasil) para a determinagcdo do MDA
eritrocitario e tubos a vacuo contendo ativador de coagulacdo e gel separador
(BD Vacutainer-SST™) para a obtencdo de soro, que foi aliquotado e
armazenado a -80 °C até analise. As amostras destinadas a dosagem de
vitamina E foram colhidas, armazenadas e processadas ao abrigo da luz.

A concentracdo de MDA eritrocitaria foi avaliada indiretamente pela
mensuracdo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBA), na sua

concentragdo basal (MDA-Erit-basal) e apds estimulo oxidativo (MDA-Erit-
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estimulado), segundo Machado et al. (2007). Amostras de 10 mL de sangue
contendo heparina sodica foram centrifugadas a 1000 g por 10 min, descartou-
se o plasma e a camada de leucdcitos obtendo-se o concentrado de eritrécitos.
Realizaram-se trés lavagens com solucéo PBS gelada e pH=7,4.

Para a determinacdo da concentracdo basal de MDA, 100 uL de papa
de eritrécitos foram adicionados em 900 yL de PBS. Para avaliar o MDA
formado apds a inducéo da lipoperoxidacéo utilizaram-se 100 yL de eritrocitos,
800 pL de PBS e 100 pL de hidroperoxido de terc-butila (10 mM) e incubados
a 37 °C por 60 min. Em ambos, foi mensurada a concentragdo de
hemoglobina, antes da incubacdo para o MDA estimulado (JAIN, 1986). Em
seguida, 1 mL de acido tricloroacético a 28 % foi adicionado a cada tubo de
ambos os testes, agitou-se e centrifugou-se a 1000 g por 15 min. Do
sobrenadante obtido, retirou-se uma aliquota de 1 mL que foi acrescida de 100
ML de hidroxitolueno butilado (BHT), 500 yL de TBA a 1 % em solugdo de
NaOH 0,05 M e 500 pyL de HCl a 25 % e incubados a 95 °C por 15 min. O
mesmo procedimento foi adotado para a obtengédo do branco e do padréo,
porém nestes, a amostra foi substituida por agua deionizada e 1 yM de MDA,
respectivamente. Apdés resfriamento em banho de gelo adicionaram-se 2 mL de
n-butanol, agitou-se e centrifugou-se a 1000 g por 15 min. Procedeu-se a
leitura das densidades Opticas dos sobrenadantes a 532 nm, sendo o
resultado expresso em nM MDA/gHDb.

As dosagens de MDA sérico foram realizadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) (Shimadzu Corporation, Tokyo, Japao), em
fluoroscopia de acordo com Karatas et al. (2002). A coluna de fase reversa
utilizada foi Lichrospher 100 RP-18, com respectiva pré-coluna (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Para a curva padrdo utilizou-se o 1,1,3,3
tetraetoxipropano (TEP — Sigma, Saint Louis, EUA). Os cromatogramas foram
monitorados a 254 nm com o volume de inje¢do da amostra de 20 yL e com o
tempo de retencdo do MDA de aproximadamente 2,60 min.

A vitamina E sérica foi determinada por HPLC (Shimadzu Corporation),
em fluoroscopia de acordo com Arnaud et al. (1991). A coluna utilizada foi
Nucleosil C18, com respectiva pré-coluna (Macherey-Nagel GmbH & Co.,

Duren, Alemanha) e acetato de alfa tocoferol (Sigma Chemical Co., St Louis,
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EUA) como padréo interno. Os cromatogramas foram monitorados a 285 nm
com o volume de injecdo da amostra de 50 yL e com o tempo de retengéo da
vitamina E de aproximadamente 8 min.

2.4 Anélise estatistica

Foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade
do conjunto de dados. Para as variaveis paramétricas os resultados foram
submetidos & Analise de Varidncia (ANOVA) no delineamento em parcelas
sub-subdivididas para a avaliagdo do efeito da suplementagéo, treinamento e
exercicio.

Nos casos em que se detectaram diferencas entre os diferentes
momentos avaliados, executou-se o teste de Tukey para as variaveis MDA-
Erit-basal, MDA sérico e vitamina E pelo programa SAS (SAS versdo 9.1,
suport.sas.) e o teste de comparacdes multiplas de Dunnett para o MDA-Erit-
estimulado, onde se utilizou o programa estatistico R (R Development Core
Team, verséo 2.3.1, 2006), ambos com objetivo de testar se os valores das
variaveis durante o exercicio ou apés seu término diferem do MO, com nivel de
significancia de 5 % (PIMENTEL-GOMES, 1987). Foram realizadas
correlacBes entre diferentes variaveis utilizando-se teste r para correlacdo de

Pearson.

3. RESULTADOS

Verificou-se efeito do treinamento na concentracdo de MDA eritrocitério
basal (p<0,03), que foi superior na P2 em relacdo a P1 (Figura 01). Para este
pardmetro ndo houve efeito do exercicio ou suplementacao.

Houve efeito da suplementacdo na concentragcdo de MDA eritrocitario
apo6s estimulo oxidativo in vitro, com maior concentracdo de MDA no grupo
suplementado (p<0,04) (Figura 01). Ocorreu efeito do exercicio (p<0,05),
contudo, nenhum momento diferiu significativamente do MO. N&o houve efeito
do treinamento neste parametro.

O exercicio promoveu aumento na concentragdo sérica de MDA aos 30
min (p<0,001), em relagdo ao MO (Figura 02). Nao houve diferenca entre
grupos, porém ocorreu efeito da interacdo grupo:momento (p<0,001),

indicando que a variacdo entre grupos nao foi a mesma para todos o0s
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momentos. Apenas no MO observou-se diferenga significativa entre grupos
(p<0,05), com maior MDA para o GC. Nao houve efeito do treinamento na
concentracdo de MDA sérico.

A concentragdo média de vitamina E sérica no GE foi superior a média
do GC em todos os momentos, porém nao significativa (Figura 02). Ocorreu
efeito do exercicio sobre concentragédo de vitamina E, verificado pela diferenca
significativa entre os momentos (p<0,001), contudo, nenhum momento diferiu
significativamente do MO. Nao houve efeito do treinamento. Foram observadas
apenas correlagbes fracas entre as variaveis, as mais evidentes foram
correlagBes negativas entre o MDA eritrocitario basal e a vitamina E (r=-0,33;
p<0,001), e entre MDA e vitamina E séricos (r=-0,25; p<0,001).
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Figura 1. Média e desvio padrdo do malondialdeido eritocitario, nas suas concentragdes basal
(MDA-Eritr-Basal) e ap6s estimulo oxidativo in vitro (MDA- Eritr-Estimulado), em 16
equinos da raga Puro Sangue Arabe dos grupos controle (GC) e suplementado com
vitamina E (GE), nas provas P1 (pré-treinamento) e P2 (pés-treinamento) de exercicio
progressivo em esteira, mensurados antes (M0), durante (trote e galope), imediatamente
apos (PE), 30min, 2h, 6h, 24h, 72h e 120h pés-exercicio. MDA-Eritr-Basal: GE=GC
(p>0,05); P2>P1, (p<0,03). MDA-Eritr-Estimulado: GE>GC (p<0,04); P1=P2 (p>0,05).
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Figura 2. Média e desvio-padrédo das concentragdes séricas de malondialdeido (MDA) e vitamina E em
16 equinos da raca Puro Sangue Arabe, dos grupos controle (GC) e suplementado com
vitamina E (GE), nas provas Pl (pré-treinamento) e P2 (pOs-treinamento) de exercicio
progressivo em esteira. Mensurados antes (MO), durante (trote e galope), imediatamente
apos (PE), 15min, 30min, 2h, 6h, 24h, 72h e 120h pds-exercicio. MDA: P1=P2 (p>0,05);
*30min geral>MO geral e 30min GE>MO0 GE (p<0,05). T GC>GE no mesmo momento
(p<0,05). Vitamina E: GC=GE; P1=P2 (p>0,05).

4. DISCUSSAO

O protocolo de treinamento utilizado induziu estresse oxidativo,
verificado pelo maior MDA-Eritr-Basal na prova realizada apés o treinamento.
Os efeitos do exercicio e do treinamento sdo controversos, ha relatos de
melhora da capacidade antioxidante pela associagdo de treinamento e
suplementagdo (AVELLINI et al., 1999; MOFFARTS et al.,, 2005). Outros
autores sugeriram que o treinamento pode induzir estresse oxidativo
(AVELLINI et al., 1995; KINNUNEN et al., 2005b). Segundo Sacheck et al.

(2001), o incremento das defesas antioxidantes no treinamento pode néo ser
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proporcional as necessidades criadas pelos eventos pré-oxidantes e afetar o
requerimento de antioxidantes na dieta.

O aumento do MDA-Eritr-Basal pode indicar que os animais estavam
sendo submetidos a um estresse repetitivo, devido a lesbes oxidativas
acumulativas que ocorrem durante o periodo de treinamento. Avellini et al.
(1995) observaram maior estresse oxidativo eritrocitario em equinos treinados.
Os eritrocitos circulam por todo o organismo sendo alvos constantes de lesdes
metabdlicas (STEINBERG e BENZ JR, 2000). Weight et al. (1991) observaram
menor vida média eritrocitaria em atletas humanos comparados a um grupo de
individuos sedentéarios. Quanto maior a taxa metabdlica do animal, maior o
estresse oxidativo acumulado e menor a vida média dos eritrécitos
(CHRISTIAN, 2000).

Cynamon et al. (1985) mensuraram a formagéo in vitro de MDA
eritrocitario, ap6s estimulo oxidativo com H,O, em humanos. Observaram
maior formacdo de MDA nos individuos deficientes em vitamina E e concluiram
que a determinagdo do MDA formado in vitro seria um método sensivel e
funcional para avaliar se o0s teores da vitamina no organismo estédo
adequados. No presente estudo, verificamos que esta concluséo néo se aplica
para equinos, visto que houve maior producéo in vitro de MDA eritrocitario nos
animais suplementados com vitamina E. Contudo, o MDA eritrocitario basal e
MDA sérico podem ser utilizados para avaliar a capacidade antioxidante, pois
apresentaram correlagdo inversa com a concentragdo de vitamina E sérica.

A maior producdo de MDA eritrocitario no GE também pode indicar um
efeito pro-oxidante da vitamina E in vitro. Uma das func¢des da vitamina E é
transformar uma ERO potencialmente nociva em compostos menos reativos,
por exemplo, transformar o radical HO," em H,O,. Nesta reagdo, a vitamina E é
oxidada, podendo ser novamente reduzida para vitamina E ativa e originar
mais H,0,. Este atravessa livremente as membranas lipidicas e apesar de
menos deletério que o HO,", em grande concentracdo pode ultrapassar a
capacidade de depuragao da catalase e da glutationa peroxidase promovendo
maior lesdo (SETIADI et al., 2003; YEUM et al., 2004).

O protocolo de exercicio utilizado promoveu estresse oxidativo,

constatado pelo aumento progressivo de MDA sérico, que atingiu um pico
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significativo aos 30 min apds o exercicio. Estudos anteriores observaram este
aumento nos primeiros minutos seguintes ao exercicio (CHIARADIA et al.,
1998; AVELLINI et al., 1999). Contudo, o MDA-Erit-Basal néo se elevou com o
exercicio, concordando com outros autores que também n&o observaram
aumento da lipoperoxidagéo eritrocitaria apés exercicio em equinos (BALOGH
et al., 2001).

O MDA sérico detectou o estresse promovido por um unico episédio e
exercicio, que pode ser classificado como um evento estressante agudo, com
pico significativo em 30min e retornou aos valores basais 2h apds o exercicio.
Mills et al. (1996) observaram resultados semelhantes, com aumento de
hidroperéxidos lipidicos aos 5 e 30 min e tendéncia de eliminacdo deste
produto da lipoperoxidagé@o 2 h apds o exercicio, tanto no exercicio em esteira
de curto periodo e alta intensidade como no exercicio prolongado semelhante
ao enduro. Diferindo de outros autores, que estimam a eliminagcdo destes
produtos da lipoperoxidacdo de modo lento, em um periodo superior a 18 h
(CHIARADIA et al.,1998; KINNUNEN et al., 2005b). No presente estudo, o
rapido retorno do MDA aos valores basais pode indicar que o estresse
oxidativo foi leve, pois a intensidade do exercicio influencia a producédo de
MDA (CHIARADIA et al,, 1998), ou que o0s animais apresentavam teor
adequado de vitamina E, evitando a propagacao da reagao.

O grupo controle apresentou maior concentracdo de MDA sérico em
quase todos os momentos, comparado aos animais suplementados, porém
esta diferenca s6 foi significativa no momento MO. A suplementacdo com
vitamina E ndo impediu a lipoperoxidacé@o induzida pelo exercicio. Em estudo
realizado com dieta basal de 120 U/dia e suplementacdo de 5.000 U e 10.000
U/dia de vitamina E por trés semanas também n&o se observou reducédo do
estresse oxidativo induzido pelo exercicio nos equinos (WILLIAMS e
CARLUCCI, 2006). Porém, a correlagdo negativa moderada entre vitamina E
sérica e MDA-Eritr-Basal e o rapido retorno dos valores de MDA sérico aos
niveis pré-exercicio no GE, indicam que a vitamina E impediu a propagacéo da
reacao de lipoperoxidacao, concordando com Avellini et al. (1999).

Observou-se maior concentracdo de vitamina E sérica nos animais

suplementados, embora nédo significativo, indicando que houve absorgédo da
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vitamina E na forma como foi administrada. Os valores basais da vitamina E no
grupo controle apresentaram-se adequados, semelhantes aos observados em
equinos da raga Puro Sangue Inglés (MOFFARTS et al., 2005).

N&o houve efeito do exercicio em relagdo a concentracdo de vitamina E
comparado ao MO, concordando com outros estudos em equinos que também
nao constataram alteragdes significativas na concentracdo da vitamina E em
provas de trote em esteira (KINNUNEN et al., 2005b) e em provas de enduro
em animais suplementados com vitamina E (MARLIN et al., 2002) e néo
suplementados (KINNUNEN et al., 2005a). Também é relatada a reducéo da
concentragdo de vitamina E apds o exercicio de galope maximo (AVELLINI et
al., 1999) ou ap6s um periodo de treinamento de 30 e 60 dias (AVELLINI et al.,
1995).

Humanos com deficiéncia de vitamina E apresentaram maior produgéo
de MDA eritrocitario, ap6s estimulo oxidativo in vitro (CYNAMON, et al., 1985).
Segundo Kirschvink et al., (2008) a suplementacdo com vitamina E é
importante para evitar uma deficiéncia induzida pelo exercicio, porém nédo
possui efeito benéfico em individuos ndo deficientes e ndo aumenta a
performance atlética dos equinos.

Concluimos que a suplementagdo com vitamina E ndo impede o
estresse oxidativo induzido pelo exercicio e pelo treinamento. A mensuragéo
do MDA sérico é mais sensivel para avaliar o estresse oxidativo induzido por
um unico episodio de exercicio. Enquanto a avaliacdo da lipoperoxidagdo
eritrocitaria € mais eficiente que a dosagem do MDA sérico nos casos de

estresse acumulativo como o promovido pelo treinamento.
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1. CONSIDERACOES FINAIS

Os equinos séo atletas natos, adaptados a préatica de exercicio fisico,
porém mesmo nesta espécie o exercicio produz alteragbes metabdlicas, sendo
necessarios mais estudos para definir quais constituem mecanismos
adaptativos fisioldgicos ou quando estas podem ser deletérias ao organismo.

Muitos proprietarios e médicos veterindrios de cavalos de esporte
acreditam que estes animais necessitam de suplementacdo extra de ferro para
evitar uma deficiéncia e aumentar o desempenho, entretanto este é um
conceito erroneamente adaptado da medicina humana. Em equinos
adequadamente nutridos, o exercicio de curta duracdo promove apenas
alteracbes na dinamica de distribuicdo do ferro sem comprometer seus
estoques, deste modo a suplementacéo é desaconselhavel.

Este estudo indica que o aumento do cortisol pelo exercicio pode causar
hiperferremia. Estudos futuros s@o necessérios para melhor esclarecer os
mecanismos pelos quais o aumento de cortisol altera o metabolismo do ferro,
visto que, a maior mobilizacéo de ferro contribui para o surgimento de doengas
apoés provas de exercicio.

Verificou-se que a “pseudoanemia”’ ocorre de 6 a 120h pds-exercicio,
portanto, estudos futuros devem ser concentrados neste periodo,
principalmente com o intuito de verificar se outros protocolos de exercicio
induzem o mesmo efeito.

O estresse oxidativo induzido pelo exercicio pode ter um efeito menor
em curto prazo, mas pouco se sabe sobre seus efeitos na satide dos equinos a
longo prazo, visto a diversidade de doencas associadas a producao de radicais
livres na medicina humana.

Os eritrécitos circulam por todo o organismo e vivem em média 140 a
145 dias nos equinos sendo alvos constantes de lesdes metabdlicas
(CHRISTIAN, 2000) e deste modo possibilitam a avaliagéo do efeito cronico do
estresse oxidativo, que ocorre durante um periodo de treinamento pelo
somatdrio do estresse promovido por cada episédio de exercicio.

A suplementacdo com vitamina E ndo evitou o estresse oxidativo
induzido pelo treinamento, mas atenuou o estresse induzido por um anico

episédio de exercicio progressivo em esteira, impedindo a propagacdo da
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reacdo de lipoperoxidacéo. Ela propiciou um rapido retorno dos niveis de MDA
sérico aos valores de repouso nos animais suplementados.

Porém, in vitro, a vitamina E apresentou caracteristica pré-oxidante.
Outros autores também observaram efeito pré-oxidante da vitamina E in vitro
(SAITO, 2007) e na lesdo de DNA in vivo (SILVEIRA, 2008). Acreditamos que
esse efeito pré-oxidante ocorra em pequena propor¢do e ndo tenha
caracteristicas deletérias ao organismo, promovendo um estimulo para
adaptacao dos animais a eventos oxidativos subsequentes.

O exercicio esté relacionado a maior producéo de radicais livres e os
eritrocitos por serem células abundantes, relativamente simples e de féacil
obtencdo proporcionam um excelente modelo para estudar o balango entre

mecanismos oxidativos e antioxidantes nos sistemas bioldgicos.
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ANEXO 1 . Média + desvio-padrdo da concentracdo sérica de ferro (ug/dL) de
16 equinos da raca Puro Sangue Arabe, nos grupos controle (GC)
e suplementado com vitamina E (GE), nas provas Pl (pré-
treinamento) e P2 (p6s-treinamento) de exercicio progressivo em
esteira, mensurados antes (MQ) e apds o exercicio.

GC (n=8) GE (n=8) Média

Momentos P1 P2 P1 P2 geral

MO 150,3+39,1 170,0+ 26,8 150,4+35,9 141,3+34,9 153,0+34,5
PE 179,9+£34,7 208,8+22,2 183,0+34,9 174,8 +36,3 186,6 +33,7*
30 min 143,3+29,5 171,5+27,4 149,3+28,1 146,1+33,6 152,5+30,4
2h 1358 +£30,5 161,5+23,4 1455+27,2 1345+20,3 144,3+26,7
6h 117,3+£32,3 138,3+24,9 121,6+23,0 117,6 +16,0 123,7 +25,1*
24h 146,9 £25,1 143,0+47,0 159,8 +17,8 131,0+ 23,9 145,2+30,8
72h 193,9+46,0 170,9+ 23,6 135,8+28,7 140,9+40,2 153,0+41,6

120h 143,6 +42,0 151,8+ 26,0 135,3+26,3 147,0+ 36,9 144,4+325

PE = imediatamente apds o exercicio.
N&o houve diferenga estatistica entre grupos e entre provas, GC=GE; P1=P2 (p>0,05).
* Difere do MO (p<0,05) na mesma coluna.
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ANEXO 2 . Média * desvio-padrdo da capacidade total de ligacdo do ferro
(ug/dL) de 16 equinos da raca Puro Sangue Arabe, nos grupos
controle (GC) e suplementado com vitamina E (GE), nas provas
P1 (pré-treinamento) e P2 (pés-treinamento) de exercicio
progressivo em esteira, mensurados antes (MO) e apés o
exercicio.

GC (n=8) GE (n=8) Média

Momentos

P1 P2 P1 P2 geral

MO 401,1+21,0 371,4+46,8 410,8 +59,2 385,8+£30,0 392,3+42,7
PE 453,9 £ 26,7 440,3+42,9 489,4+55,6 476,2+29,0 465,0+£42,9*

30 min 394,8+£31,0 392,9+35,2 431,6+35,6 408,8 +23,4 407,0 +£34,0
2h 397,2+19,4 396,1 £49,4 424,6 +44,3 403,5+ 27,6 405,3 +£37,2
6 h 389,8+17,3 380,0+43,7 418,4+65,2 389,9+22,3 396,0 42,2
24h 376,3+26,2 381,4+38,0 401,1 +£43,2 396,2 +14,7 388,7 £32,5
72h 400,0+37,4 3745+42,6 404,3+23,8 3749+16,1 388,4+333
120h 387,8+£32,9 393,6 £355 409,9+50,2 394,5+20,5 396,4 + 35,5

PE = imediatamente apds o exercicio.
N&o houve diferenga estatistica entre grupos e entre provas, GC=GE; P1=P2 (p>0,05).
* Difere do MO (p<0,05) na mesma coluna.
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ANEXO 3 . Média + desvio-padrdo da capacidade latente de ligagdo do ferro
(ug/dL) de 16 equinos da raca Puro Sangue Arabe, nos grupos
controle (GC) e suplementado com vitamina E (GE), nas provas
P1 (pré-treinamento) e P2 (pés-treinamento) de exercicio
progressivo em esteira, mensurados antes (MO) e apés o
exercicio.

GC (n=8) GE (n=8) Média

Momentos Pl P2 P1 P2 geral

MO 250,9 44,0 221,0+£55,7 240,8+48,7 2445+46,1 239,3+47.8
PE 274,1 +50,2 257,3+50,8 280,6 £49,7 301,5+46,8 278,4 +49,6*
30 min 251,6 £39,8 243,6 £39,2 260,1+£45,0 262,6 £41,1 254,5+40,0
2h 261,4 +46,8 250,6 £47,2 263,1+42,2 269,0 £34,2 261,0 +41,4*
6h 272,5+34,1 258,4+40,3 280,1+70,5 272,3+251 270,8 +44,2*
24h 229,4 £36,5 221,6 +£33,6 258,1+55,2 265,2+37,2 243,6 £43,7
72h 206,2+47,1 238,8+29,3 233,4+31,8 234,0+47,8 228,1+40,1

120h 2442 +27,0 258,4+21,9 258,1+57,1 2475+54,2 252,0+41,4

PE = imediatamente apds o exercicio.
N&o houve diferenga estatistica entre grupos e entre provas, GC=GE; P1=P2 (p>0,05).
* Difere do MO (p<0,05) na mesma coluna.
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ANEXO 4 . Média * desvio-padrado do indice de saturagéo da transferrina (%)
de 16 equinos da raca Puro Sangue Arabe, nos grupos controle
(GC) e suplementado com vitamina E (GE), nas provas P1 (pré-
treinamento) e P2 (p6s-treinamento) de exercicio progressivo em
esteira, mensurados antes (MQ) e apds o exercicio.

GC (n=8) GE (n=8) Média

Momentos P1 P2 P1 P2 geral

MO 375+10,0 409+11,1 416+56 36,8+93 392+90
PE 39,9+8,7 419+88 429+52 36,8+80 404+7,8
30min 36479 381+74 400x71 358+85 376+75
2h 345+89 370x75 382+54 335+56 358+6,9*
6 h 30,1+83 322+6,2 337+x78 30,2+4,1 315+6,6*
24h 392+7,2 42,1+46 357+120 333+7,2 37,6£85
72h 48,5+10,3* 36,1+54 424+6,1 378+113 41,2+9,6

120h 36,6+9,1 342+45 375+79 37,7+114 365+8,3

PE = imediatamente apds o exercicio.
N&o houve diferenca estatistica entre grupos e entre provas, GC=GE; P1=P2 (p>0,05).
* Difere do MO (p<0,05) na mesma coluna.
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ANEXO 5 . Média * desvio-padrdo da concentracdo sérica de ferritina (ng/L)
de 16 equinos da raca Puro Sangue Arabe, nos grupos controle
(GC) e suplementado com vitamina E (GE), nas provas P1 (pré-
treinamento) e P2 (p6s-treinamento) de exercicio progressivo em
esteira, mensurados antes (MQ) e apds o exercicio.
GC (n=8) GE (n=8) Média
Momentos
P1 P2 P1 P2 geral
MO 102,9+58,4 956+42,0 735+ 69,7 64,9+54,6 84,2+56,5
PE 1059+ 67,6 1129+71,7 64,5+ 60,2 58,9+ 43,1 856 +63,5
30 min 91,3+52,8 99,0+x61,4 61,2+ 60,4 61,3% 66,7 78,2+60,1
2h 100,6 £ 55,7 107,2+61,8 66,9+ 56,3 64,0+ 43,1 84,7 +55,6
6h 103,4 £52,2 101,7 +46,4 73,7+ 58,0 60,5+39,1 84,8+50,5
24h 102,3 £55,2 107,0+64,6 658+ 38,0 62,7+315 845+511
72h 94,2+52,7 94,3+50,0 66,3+ 44,3 62,4+39,9 793+47,2
120h 106,0 £ 57,3 96,7 +55,0 64,7+47,2 66,2+46,9 83,4+52,6

PE = imediatamente apds o exercicio.
N&o houve diferenca estatistica entre grupos, entre provas e entre momentos (p>0,05).
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ANEXO 6 . Média + desvio-padrédo da concentracdo sérica de cortisol (ng/mL)
de 16 equinos da raca Puro Sangue Arabe, nos grupos controle
(GC) e suplementado com vitamina E (GE), nas provas P1 (pré-
treinamento) e P2 (p6s-treinamento) de exercicio progressivo em
esteira, mensurados antes (MQ) e apds o exercicio.

GC (n=8) GE (n=8) Média
P1 P2 P1 P2 geral

Momentos

MO 69,5+21,6 61,3+242 78,7+326 590x14,2 67,1+242
PE 739+154 815+33,3 91,7+393 784215 81,4+283*
30 min  107,8+21,9 101,6+21,0 109,5+23,9 104,4+14,2 105,8 +19,8*
2h 70,3+31,2 609+174 645+210 66,7+21,2 656+224
6h 395+17,0 26,4+146 264+158 345231 31,7+18,0*
24h 50,0+7,3 47,3+95 526+17,2 580%19,8 52,0+14,3*
72h 469+9,0 43,0%104 529+18,0 450+6,6 46,9 +11,8*

120h 57,3+17,7 49,2+17,0 494122 49,6+154 51,4+153*

PE = imediatamente apds o exercicio.
N&o houve diferenga estatistica entre grupos e entre provas, GC=GE; P1=P2 (p>0,05).
* Difere do MO (p<0,05) na mesma coluna.



Anexos g7

ANEXO 7 . Média + desvio-padrédo do volume globular (%) de 16 equinos da
raca Puro Sangue Arabe, nos grupos controle (GC) e
suplementado com vitamina E (GE), nas provas Pl (pré-
treinamento) e P2 (p6s-treinamento) de exercicio progressivo em
esteira, mensurados antes (MQ) e apds o exercicio.

GC (n=8) GE (n=8) P1 P2 Média

Momentos Pl P> P1 P2 GC+GE GC+GE  geral

MO 38,1+3,1 369+29 356+2,0 343+3,0 369%28 356+31 362+3,0
PE 52,6 +3,7 543+3,6 523+23 529+28 52,4 +3,0* 53,6+32% 530+3,1*
30 min 40,8+6,8 40,9+4,1 39,0+3,8 40,8+3,2 39,9+54* 40,8 +3,6* 40,3% 4,5*
2h 36,5+4,2 37,1+4,2 358+2,6 355+24 361+3,4 363+34 362+34
6 h 34,4+37 361+1,7 34,1+2,4 336+27 343+3,0* 349+26 34,6+2,8
24h 336+1,8 368+3,7 343+2,1 350+25 33,9+1,0* 359+3,2 34,9+2,8
72h 333+29 355+3,9 335+2,7 341+4,2 334+2,7* 348+4,0 34,1+3,4

120h 35,1+3,8 359+28 32,1+1,8 341+28 336+32* 35,0+2,9 343+31

PE = imediatamente apds o exercicio.
N&o houve diferenca estatistica entre grupos e entre provas, GC=GE; P1=P2 (p>0,05).
* Difere do MO (p<0,05) na mesma coluna.
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ANEXO 8. Média + desvio-padrdo do malondialdeido eritrocitario basal
(nM/gHb) de 16 equinos da raca Puro Sangue Arabe, nos grupos
controle (GC) e suplementado com vitamina E (GE), nas provas
P1 (pré-treinamento) e P2 (pés-treinamento) de exercicio
progressivo em esteira, mensurados antes (M0), durante (trote e
galope) e apds o exercicio.

GC (n=8) GE (n=8) P1 P2
P1 P2 P1 P2 GC+GE GC+GE

Momentos

MO 157+7,8 257+12,9 19,9+56 24,1+52 178%£69 249+9.2
trote 19,5+10,0 26,0+11,3 21,1+59 259+50 20,3+80 25982
galope 19,0+7,2 245+105 224+55 27,1+6,7 20,7+6,4 259+85
PE 221+83 236+10,3 22,1+6,7 266+7,1 221+73 252%85
30 min 17,0£7,6 226+10,5 23,4+6,8 224+6,4 202+7,7 225%82
2h 18,1+8,7 287+6,3 194+96 260+84 188+89 272+7,4
6h 195+58 29,8+75 236+95 255+11,2 21,7+80 27,3+9,7
24h 23,1+105 251+6,7 244+6,3 27,8+10,7 23,7+84 26,8+09,2
72h 24,4+133 205+4,2 187+90 256+4,3 21,4+112 236+4,8

120h 216+94 285+17,1 216+7,4 234+83 216+74 258=x129

PE = imediatamente apds o exercicio.
* P2>P1, p<0,03.
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ANEXO 9. Média + desvio-padrdo do malondialdeido eritrocitario apés
estimulo oxidativo in vitro (nM/gHb) em 16 equinos da raca Puro
Sangue Arabe, nos grupos controle (GC) e suplementado com
vitamina E (GE), nas provas Pl (pré-treinamento) e P2 (poés-
treinamento) de exercicio progressivo em esteira, mensurados
antes (MO0), durante (trote e galope) e apds o exercicio.

GC (n=8) GE (n=8) GC GE*

Momentos —57 P2 P1 P2 P1+P2 _ P1+P2

MO 97,4+17,3 91,6+16,2 97,0+13,2 107,7+17,6 945%165 10244160
trote  99,1+16,6 92,6+21,3 108,1+10,3 98,9+14,1 958+188 103,5+12,9
galope 102,8+19,4 91,2+20,3 104,8+13,6 113,0+14,9 97,0+20,1 1089+ 14,5
PE 88,0+19,2 89,4+19,5 1002+19,6 91,5+30,6 88,7+187 959+252
30 min 965+18,0 84,8+245 108,1+19,7 117,0+11,9 90,6+21,6 112,6+16,4
2h 96,9+12,6 893+281 1151+21,6 98,7+284 93,1+21,4 1069258
6 h 101,2+21,9 89,4+38,0 106,1+12,5 110,6+30,3 953+30,6 108,4+22,5
24h 104,5+9,9 103,3+22,9 112,7+10,1 108,3+84 103,9+17,1 110,5+9,3
72h 99,2+21,1 105,7+27,9 104,9+27,6 111,6+13,8 102,5+24,1 108,3 21,4

120h 92,3+253 934+17,7 118,6+16,0 1089+20,1 929+21,1 113,8+18,2

PE = imediatamente apds o exercicio.
* GE>GC, p<0,04.
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ANEXO 10. Média + desvio-padrdo da concentracdo do malondialdeido
sérico (hmol/mL) de 16 equinos da raca Puro Sangue Arabe, nos
grupos controle (GC) e suplementado com vitamina E (GE), nas
provas P1 (pré-treinamento) e P2 (pés-treinamento) de exercicio
progressivo em esteira, mensurados antes (M0), durante (trote e
galope) e apds o exercicio.

GC (n=8) GE (n=8) GC GE Média
P1 P2 P1 P2 P1+P2 P1+P2 geral

Momentos

MO 1,08 +0,67 1,12+0,97 0,66+0,52 0,54+0,31 1.10+£080t 0p0+042 0,85+0,68
trote  1,03+0,76 0,97 +0,83 0,67 +0,40 0,57+0,35 1,00+0,77 0,62+0,37 0,81 +0,62
galope 1,16+0,87 1,04+0,90 0,60+0,33 0,59+0,33 1,10+0,86 0,60+0,32 0,85+ 0,69
PE 1,15+0,94 1,11+0,96 0,68+0,31 0,65+0,34 1,13+0,92 067+0,32 0,90+0,71
15min  1,06+0,82 1,15+0,94 0,73+0,39 1,21+0,68 1,11+0,85 0,97+059 1,04+0,72
30min 1,18+0,88 1,25+0,99 1,16+0,65 1,31+0,80 1,22+0,91 1,24+0,71* 1,23+0,80*
2h 0,97+0,88 1,13+0,91 0,62+0,31 0,72+0,40 1,05+0,87 0,67+0,35 0,86+ 0,68
6 h 0,90+0,85 0,99+0,89 0,54+0,31 0,61+0,47 094+0,84 057+038 0,76+ 0,67
24h 0,90+0,79 0,90+0,70 0,57 +0,35 0,55+0,33 0,90+0,72 0,56+0,33 0,73+0,58
72h 0,95+0,75 0,97 +0,83 0,60+0,34 0,56 +0,36 0,96+0,76 0,58+0,34 0,77 +0,61

120h 0,95+0,77 1,13+0,93 0,58+0,36 0,57 +0,36 1,04 +0,83 0,57+0,35 0,81 +0,67

PE = imediatamente apds o exercicio.
* Difere do MO (p<0,05) na mesma coluna.
T GC>GE no mesmo momento (p<0,05).
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ANEXO 11. Média + desvio-padrdo da concentracdo da vitamina E sérica
(umol/mL) de 16 equinos da raca Puro Sangue Arabe, nos grupos
controle (GC) e suplementado com vitamina E (GE), nas provas
P1 (pré-treinamento) e P2 (pés-treinamento) de exercicio
progressivo em esteira, mensurados antes (M0), durante (trote e
galope) e apds o exercicio.

Momentos F>1GC (n_S)Pz PlGE (n_S)Pz PlG+CI:32 PlG+I|532

MO 2,95+0,98 2,93+0,75 3,47 +0,89 3,19+0,98 294085 333+0,02
trote  3,15+1,04 2,98+1,19 3,22+1,14 3,50+1,21 3,07+1,08 3,36+ 1,14
galope 3,02+125 3,13+1,12 3,51+0,94 358+1,00 3,07 +1,15 3,55+0,93
PE 3,10+0,99 3,12+1,18 3,68 +0,99 3,67 +1,24 3,11+1,06 3,68+ 1,09
30 min  2,90+0,79 3,00+1,72 3,17+0,77 3,01+0,84 2,95+1,30 3,09 +0,78
2h 2,74+0,76 2,82+0,77 2,84+0,76 3,01+0,87 2,78 +0,74 2,92+ 0,79
6h 2,76+0,75 2,81+0,93 2,84+0,56 3,12+0,91 2,78+0,82 2,98 +0,74
24h 2,77+0,91 2,81+1,02 3,14+0,73 3,25+ 1,09 2,79 +0,93 3,20 % 0,90
72h 2,65+0,57 2,84+1,03 3,10 +1,00 3,16+ 1,03 2,75+0,81 3,13 + 0,98
120h  2,73+0,97 2,81+1,04 3,54+1,04 3,39+1,03 2,77 +0,97 3,46 1,00

PE = imediatamente apds o exercicio.
N&o houve diferenca estatistica entre grupos e entre provas, GC=GE; P1=P2 (p>0,05).
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