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YONEZAWA, L.A. Determinagdo dos marcadores cardiacos e de
lipoperoxidagdo em equinos sob influéncia de exercicios de alta e baixa
intensidade em esteira de alta velocidade e suplementagao com vitamina
E (dl-alfa-tocoferol). Botucatu, 2011. 65p. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

RESUMO

O presente estudo pretendeu avaliar o efeito fisiologico do exercicio sobre os
marcadores cardiacos e de lipoperoxidagéo, o efeito da suplementagédo com
vitamina E, e a determinacdo da albumina modificada pela isquemia (AMI)
como um possivel marcador de isquemia miocardica em equinos sem
treinamento prévio e submetidos ao exercicio de rapida aceleracéo e curta
duracao (TRA) e de baixa intensidade e longa duragéo (TLD). Para tanto, foram
utilizados 10 equinos, sendo cinco Arabes e cinco Crioulos, sem treinamento
prévio, que realizaram o primeiro TRA e, sete dias depois, o TLD1. Em
seguida, durante 52 dias os equinos receberam vitamina E (dl-alfa-tocoferol) na
dose de 1.000 Ul/dia e, posteriormente, realizaram o TRA2 e o TLD2 com sete
dias de intervalo. Determinou-se o malondialdeido (MDA) plasmatico, as
concentragbes séricas de troponina | cardiaca (TCl), isoenzima MB da
creatinoquinase (CK-MB), mioglobina e AMI. Observou-se que os exercicios
dos testes TRA e TLD promoveram estresse miocardico em equinos
evidenciado pelo aumento de CK-MB, mas n&o foi considerado grave. Houve
ainda o efeito benéfico da suplementagdo da vitamina E pela diminuicédo da
concentracdo de MDA plasmatico em ambos os tipos de exercicios, e de TCI
sérica no TRA2. A AMI nao se mostrou eficaz na deteccédo de isquemia
miocardica nos equinos avaliados, uma vez que em ambos os tipos de
exercicio ndo promoveram alteragdes significativas, sugerindo-se que nao seja

sensivel para esse tipo de avaliacdo nessa espécie.

Palavras-chave: malondialdeido, troponina | cardiaca, CK-MB, mioglobina,

albumina modificada pela isquemia, exercicio, cavalo, antioxidante.



YONEZAWA, L.A. Determination of cardiac and lipoperoxidation markers
in horses under the influence of high and low intensity exercises on high-
speed treadmill and vitamin E (dl-alpha-tocopherol) supplementation.
Botucatu, 2011. 65p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the physiological effect of exercise on cardiac and
lipoperoxidation markers, effect of vitamin E supplementation, and ischemia
modified albumin (AMI) determination as a possible marker for myocardial
ischemia in horses submitted to rapid acceleration and short duration (TRA)
exercise and to low intensity and long duration (TLD) exercise. Ten horses, five
Arabian and five Crioulo, performed the first TRA, and TLD1 seven days later.
Horses received vitamin E (dl-alpha-tocopherol) for 52 days at a daily dose of
1,000 IU, and then they performed TRA2, and TLD2 seven days after. Plasma
malondialdehyde (MDA), serum cardiac troponin | (TIC), creatine kinase
isoenzyme MB (CK-MB), myoglobin and AMI were determined. Both TRA and
TLD caused myocardial stress in horses revealed by the CK-MB increase, but it
was not considered serious. There was also a beneficial effect of vitamin E by
decreased plasma MDA concentration in both types of exercise, and by lower
TIC level in TRA2. AMI was not effective in detecting myocardial ischemia in
horses, since in both exercise types there were no significant changes,
suggesting that it is not a sensitive marker to assess ischemic condition in this

species.

Key words: malondialdehyde, cardiac troponin I, CK-MB, myoglobin, ischemia

modified albumin, exercise, horse, antioxidant.
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INTRODUCAO

O equino é considerado um atleta nato entre os mamiferos uma vez que
o sistema cardiovascular evoluiu permitindo o maior consumo de oxigénio em
relacdo as demais espécies. As modificacbes cardiovasculares ao longo da
evolugao incluem o coragéo, cuja frequéncia cardiaca pode variar de 20 a 240
batimentos por minuto, e a reserva de eritrécitos no bago capaz de dobrar o
volume globular e o fornecimento de oxigénio durante o exercicio maximo
(YOUNG, 2003). Por ser um animal atleta e participante de competicdes
esportivas, ha constante preocupagdo com a queda de desempenho em
decorréncia de diversas disfun¢des organicas. Dentre elas, as cardiovasculares
sdo responsaveis por alteracbes que acarretam desde uma intolerancia ao
exercicio até a morte subita e sdo referidas como a terceira maior causa de
queda de desempenho (MARTIN et al., 2000; YONEZAWA et al., 2009).

O exercicio fisico & capaz de promover estresse oxidativo induzido pelo
desequilibrio entre a produgcéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a
capacidade antioxidante das células e dos fluidos extracelulares, ocasionando
lipoperoxidagdo das membranas celulares e lesdo tecidual (WILLIAMS e
CARLUCCI, 2006; YONEZAWA et al., 2010a). Deste modo, a suplementacéo
com antioxidantes objetiva restabelecer ou manter o equilibrio
oxidante/antioxidante e parece ser uma perspectiva promissora para o bem-
estar animal e desempenho atlético. Como a deficiéncia de antioxidantes, o
estresse oxidativo induzido e a consequente intolerancia ao exercicio fisico ja
foram claramente estabelecidos, o oposto, ou seja, a suplementacdo de
antioxidantes para melhoria do desempenho atlético, ainda precisa ser
comprovado (DE MOFFARTS et al., 2005; YONEZAWA et al., 2010a).

Um dos antioxidantes amplamente utilizados é a vitamina E (dl-alfa-
tocoferol) que reduz os efeitos da peroxidacao lipidica sobre as estruturas
celulares, capturando as ERO e diminuindo os peréxidos lipidicos que sao
téxicos e destroem as células, reduzindo a ocorréncia de lesées (CERQUEIRA
et al., 2007). Embora haja evidéncias diretas da ocorréncia de estresse
oxidativo e de lipoperoxidagdo, a vitamina E pode promover protecdo do
coragao contra situacdes deletérias decorrentes do exercicio agudo. O musculo

cardiaco apresenta um alto metabolismo aerdbico, exibindo uma elevada
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demanda de oxigénio em condigdes de repouso, que aumenta em grandes
proporgdes durante um exercicio fisico exaustivo. Essa alta taxa de
metabolismo oxidativo & geralmente associada com a producao exacerbada de
ERO. Contudo, no coragédo, a capacidade antioxidante parece ser limitada,
tornando-o susceptivel a leséo tecidual por estresse oxidativo apés um periodo
de exercicio agudo (ASCENSAO et al., 2003; YONEZAWA et al., 2010a).

Ainda néo foi totalmente estabelecido se o exercicio fisico, tanto de curta
como o de longa duragcdo, pode promover lesdo cardiaca e por qual
mecanismo de acdo. Especula-se que a lesdo miocardica possa ocorrer em
decorréncia de uma isquemia durante o exercicio e deva estar associada ao
acumulo de ERO (WHYTE et al., 2000). Adicionalmente, em equinos, ainda
parece ser dificil a deteccéo e quantificacao da injuria miocardica.

Embora a pratica de exercicios fisicos seja amplamente recomendada, a
participagcdo em eventos esportivos cada vez mais exaustivos exige o
conhecimento da resposta fisiologica cardiaca para a seguranca do animal
atleta. Portanto, o presente trabalho pretendeu avaliar o efeito fisiolégico do
exercicio e deletério das ERO, sob o ponto de vista bioquimico, sobre as
células musculares cardiacas por meio da determinacdo de marcadores
cardiacos séricos e de lipoperoxidagao, e o efeito da suplementagcdo com
vitamina E em equinos submetidos ao exercicio de rapida aceleragao e curta
duracao (Capitulo Il) e de baixa intensidade e longa duracao (Capitulo IIl) em
esteira de alta velocidade. Além do mais, objetivou-se a determinacdo da
albumina modificada pela isquemia como um provavel marcador de isquemia

miocardica na espécie equina (Capitulo V).

REVISAO DE LITERATURA

Para a manutencéo da integridade e fungao celular, ocorrem reacgdes de
oxido-reducado responsaveis pelo fornecimento de energia no organismo. A
maior parte do oxigénio consumido é transformada em diéxido de carbono e
agua (WILLIAMS et al., 2004). Contudo, 1 a 5% sé&o reduzidos em metabdlitos
reativos ou radicais livres, que sdo definidos como atomos ou moléculas

altamente reativos que contém um ou mais elétrons ndo-emparelhados em sua
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ultima camada eletrénica, sendo sua reatividade consequente da atragcdo ao
elétron. Os derivados de oxigénio n&o-radicais, como o ozbnio e o perdxido de
hidrogénio que sdo mais reativos que o préprio oxigénio, sdo também capazes
de induzir oxidagéo. Tanto os radicais livres como os derivados nao-radicais
séo coletivamente denominados de espécies reativas de oxigénio (DEATON e
MARLIN, 2003; SOFFLER, 2007).

Embora a mitocéndria se apresente como a principal produtora de ERO,
existem outras fontes celulares para sua formacgdo. Algumas se encontram
ativas em condi¢des fisioldgicas, mas outras sdo ativadas apenas em
circunstancias especiais, tais como situagdes de isquemia-reperfuséo,
administracdo de farmacos ou exercicio intenso. Todos os componentes
celulares sao susceptiveis a acdo das ERO, porém a membrana é um dos mais
atingidos em decorréncia da lipoperoxidac&o, acarretando alteragdes em sua
estrutura e permeabilidade. Como consequéncia, a lesao oxidativa pode levar a
perda da seletividade na troca ibnica, liberacdo do conteudo das organelas,
formacao de produtos citotoxicos, inativagdo enzimatica, mutacao, ruptura de
membrana, ao aumento na aterogenicidade de lipoproteinas plasmaticas de
baixa densidade e a morte celular. No entanto, ha evidéncias de que um certo
nivel de ERO é imprescindivel para muitas fung¢des fisiolégicas, tais como a
transcricdo de genes ap6s oxidacao transitoria, além de baixas concentracdes
de oxidantes que estimulam a proliferacéo celular (ASCENSAQO et al., 2003;
CERQUEIRA et al., 2007).

As ERO sao formadas como parte do metabolismo celular normal, mas
podem se tornar prejudiciais causando consideravel dano irreversivel as
células e as membranas celulares, levando a injuria ou doenca. Uma vez
formadas, as ERO podem iniciar uma cadeia de reagdes resultando um efeito
cascata em muitas outras moléculas dentro das células e em suas membranas,
desencadeando o estresse oxidativo (KANE, 2009). Esse fenbmeno é
ocasionado quando ha desequilibrio entre os mecanismos de producdo e
neutralizacdo das ERO, de modo que os primeiros sejam os predominantes
(YONEZAWA et al., 2010a). O estresse oxidativo pode ocorrer como resultado
da producgédo acrescida de ERO, mas com a capacidade e fungdo oxidantes
normais; de uma producdo normal de ERO, porém com a capacidade

antioxidante diminuida; da combinacdo de ambas as situagbes; ou do
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desequilibrio entre os diferentes componentes antioxidantes. Entretanto, a
presenca de estresse oxidativo n&o implica necessariamente em dano oxidativo
(DEATON e MARLIN, 2003).

Um consideravel numero de estudos ja demonstrou que o exercicio
fisico promove o estresse oxidativo em cavalos, sendo que existem diversos
mecanismos de produgdo de ERO. O exercicio aumenta o consumo de
oxigénio e a formacédo excessiva de ERO esta associada ao metabolismo
energético aumentado. Esse aumento do consumo pode ser de 2 mL/min/kg de
peso vivo, no repouso, podendo aumentar a 114,9 mL/min/kg no exercicio
maximo em equinos segundo Watanabe et al. (2009). A principal fonte de ERO
produzida pelo exercicio fisico € a cadeia respiratoria da mitocdndria, embora
outros mecanismos como a ativacao dos fagocitos pela explosao respiratéria e
por diversas enzimas, e a auto-oxidac&o de catecolaminas e da oxi- para meta-
hemoglobina também contribuam para o aumento da liberagdo de ERO
(DEATON e MARLIN, 2003; DE MOFFARTS et al., 2005). Essas ERO podem
contribuir para lesbes celulares, tissulares e organicas, prejudicando o
desempenho do atleta (ASCENSAO et al., 2003; KOURY e DONANGELO,
2003).

O estresse oxidativo induzido pelo exercicio extremo parece contribuir
para uma fadiga muscular acelerada e lesdo da fibra muscular, levando a
intolerancia ao exercicio e queda de desempenho atlético nos animais, assim
como diminuicdo da defesa imunolégica do organismo (DE MOFFARTS et al.,
2005). Para avaliacdo da intensidade dessa condicdo, determina-se o
malondialdeido (MDA), formado pela quebra de acidos graxos poliinsaturados
das membranas celulares, definido como o principal produto da lipoperoxidagéo
(BUEGE e AUST, 1978; LYKKESFELDT e SVENDSEN, 2007). Avellini et al.
(1995) e Chiaradia et al. (1998) observaram elevagdes de MDA no plasma de
equinos apo6s realizacdo de esforgco fisico, confirmando a ocorréncia de
estresse oxidativo induzido pelo exercicio.

Como os componentes celulares ndo sao protegidos totalmente pelos
antioxidantes endogenos, € indispensavel a obtencdo desses componentes na
dieta para uma defesa apropriada contra processos oxidativos e manutencéo
da saude (CERQUEIRA et al., 2007). A suplementagdo com antioxidantes para

a prevencao de lesbes oxidativas induzidas pelo exercicio € amplamente
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utilizada em atletas humanos, apesar da falta de consenso sobre a
necessidade real de antioxidantes e os beneficios que estes podem promover
(DE MOFFARTS et al., 2005). Segundo Kirschvink et al. (2007), um achado
interessante é o fato de que as alteragdes dos niveis antioxidantes induzidas
pelo exercicio ndo necessariamente aparecem durante ou imediatamente apds
0 exercicio, mas sim podem ser detectadas em 16 a 24 horas apos.
McMeniman e Hintz (1992), avaliando pbneis submetidos a exercicio em
esteira e suplementados com vitamina E, observaram uma correlagdo negativa
entre a vitamina E plasmatica e os indices de lipoperoxida¢do, demonstrando o
consumo desta pelo aumento do estresse oxidativo induzido pelo exercicio.

Embora existam evidéncias diretas da ocorréncia de estresse oxidativo e
de lipoperoxidacdo, a vitamina E pode assumir um papel fundamental na
protecdo do coragdo contra situagdes deletérias decorrentes do exercicio
agudo. Como o musculo cardiaco apresenta um alto metabolismo aerdébico,
exibe uma elevada demanda de oxigénio em condigcdes de repouso, que
aumenta em grandes propor¢gdes durante um exercicio fisico exaustivo. Essa
alta taxa de metabolismo oxidativo é geralmente associada com a producéo
acrescida de ERO (ASCENSAOQ et al., 2003; YONEZAWA et al., 2010a). Se por
um lado o exercicio parece apresentar-se como uma atividade benéfica do
ponto de vista da saude, em contrapartida constitui-se como uma agressao
organica devido a produgcdo de ERO, quando extenuante. Além disso, no
coragao, a capacidade antioxidante parece ser limitada, o que parece torna-lo
susceptivel a lesdo tecidual por estresse oxidativo apés um periodo de
exercicio agudo. Assim, o tecido muscular cardiaco encontra-se vulneravel a
essas situacdes que podem alterar sua homeostasia (ASCENSAO et al., 2003).

Parece consensual que o exercicio agudo promove no coragdo um
aumento dos indicadores oxidativos de leséo celular. No entanto, a escassez
de trabalhos com humanos que analisam os indicadores de estresse oxidativo
e de leséo oxidativa cardiaca limita-se a dificuldade de obtencdo de amostras
de tecido cardiaco (ASCENSAO et al., 2003; YONEZAWA et al., 2010a),
podendo extrapolar-se para a espécie equina.

Benderitter et al. (1996) avaliaram em ratos a relagdo entre as
concentragdes cardiacas de vitamina E e de marcadores de lipoperoxidacgéao.

Verificaram uma diminuicdo das concentragbes do antioxidante nos animais
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exercitados até a exaustdo, sem quaisquer alteragbes nas concentracbes dos
marcadores no corac¢ao, permitindo evidenciar o auxilio da vitamina E no
combate a lipoperoxidacdo cardiaca induzida pelo exercicio. Outros estudos
em ratos verificaram a relagcdo inversa entre os marcadores cardiacos de
lipoperoxidacdo e os diversos sistemas antioxidantes apos a realizagcado de
diferentes tipos de exercicio (POWERS et al.,, 1993; TIIDUS e HOUSTON,
1994; VENDITTI e DI MEO, 1996; LEEUWENBURGH et al., 1997).

Em humanos, o exercicio pode causar elevacdo de marcadores
bioquimicos cardioespecificos. Dosagens séricas da isoenzima MB da
creatinoquinase (CK-MB), de mioglobina e troponina | cardiaca (TIC) séo
comumente realizadas quando ha suspeita de lesdao dos cardiomidcitos
(COLLINSON e GAZE, 2007). Mas em equinos, parece ser dificil a detecgéo e
quantificacédo da injuria miocardica. Tradicionalmente, a concentragao sérica da
isoenzima CK-MB é mensurada, com limitagbes baseadas na meia-vida curta e
reatividade cruzada com o musculo esquelético (PHILLIPS et al., 2003;
MICHIMA et al., 2010). Reimer et al. (1992) relatam aumento da concentracao
da CK-MB sérica como método de diagnosticar injuria miocardica em equinos
com taquicardia ventricular. A mioglobina € uma hemoproteina presente no
citosol tanto das células de musculo estriado esquelético quanto cardiaco
(VALBERG, 2008), sendo que sua determinagao é rotineiramente utilizada para
diagndstico de infarto agudo do miocardio em humanos. Entretanto, ndo possui
cardio-especificidade, elevando-se também apo6s lesdes musculares
esqueléticas (GODOY et al., 1998).

As troponinas cardiacas sdo consideradas o teste de escolha para
determinacdo de necrose miocardica em humanos (COLLINSON e GAZE,
2007). Em medicina veterinaria, a TIC foi descrita como um marcador cardiaco
altamente especifico e sensivel para injuria miocardica em muitas espécies de
mamiferos, sendo que sua estrutura € muito parecida entre elas (SERRA et al.,
2010; YONEZAWA et al., 2010b). Contudo, parece haver diferengas nas
respostas espécie-especificas para os varios kits comerciais de determinacao
disponiveis no mercado (APPLE et al., 2008).

A maior parte da troponina (>90%) esta ligada a tropomiosina no
filamento fino da miofibrila, sendo que o remanescente é representado por um

pool citosodlico. Até o presente momento, a funcédo desse pool ainda é
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desconhecida, mas sugere-se que seja um reservatério para regeneracao da
troponina ligada a tropomiosina (SHAVE et al., 2010).

Segundo Shave et al. (2010), embora haja na literatura muitos trabalhos
que relatam elevagdo da concentracdo sérica de troponina apos atividade
fisica, ndo ha um consenso sobre a prevaléncia, os mecanismos e o significado
clinico da liberagdo de troponina induzida pelo exercicio. Contudo, como a
maioria dos dados da literatura envolve individuos saudaveis, especula-se que
essa liberacdo seja um processo benigno e que nao esteja relacionada com
necrose miocardica (MARTINS, 2009; SHAVE et al., 2010).

Durando et al. (2007), avaliando o exercicio intenso de curta duragdo em
esteira de alta velocidade em equinos, verificaram que as concentragdes
maximas de TIC ocorrem trés a seis horas ap6s o exercicio. Este periodo
parece ser 6timo para mensurar a TIC com o intuito de detectar leséo
miocardica induzida pelo exercicio em equinos. Shave et al. (2004) avaliaram a
TIC em atletas apds exercicio maximo em esteira e ndo encontraram elevacgéao
nas troponinas. Ao contrario do que ocorre em humanos, equinos que realizam
um teste de exercicio maximo, do qual tornam-se hipoxémicos, devem
apresentar um maior estresse cardiovascular, por isso, correspondem a um
leve aumento da TIC (DURANDO et al., 2007).

Os marcadores cardiacos disponiveis atualmente apresentam limitada
sensibilidade em casos de condigao isquémica reversivel no inicio da lesdo. A
albumina modificada pela isquemia (AMI) foi relatada em humanos como
marcador capaz de refletir a condigdo isquémica do miocardio, em contraste
aos demais marcadores cardiacos que séo liberados quando ocorre necrose.
Trata-se do unico teste clinico para detecgéo de isquemia miocardica aprovado
pelo FDA americano (U.S. Food and Drug Administration) (SBAROUNI et al.,
2008; LEE et al.,, 2010; YONEZAWA et al.,, 2010b). Lee et al. (2007)
demonstraram que a AMI apresentou sensibilidade maior como marcador de
triagem em relagdo aos demais marcadores cardiacos (mioglobina, CK-MB e
troponina T cardiaca) para identificar se pacientes com dor toracica e suspeita
de sindromes coronarianas agudas necessitavam de terapia intensiva ou
tratamento de emergéncia.

A albumina possui a caracteristica de se ligar a varias moléculas, agindo

como um agente quelante para moléculas toxicas endégenas ou exdégenas na
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circulacdo. A por¢cao amino-terminal da albumina €& o local de ligagao para
metais de transicdo como o cobalto, cobre e niquel. Durante a isquemia, essa
porcao € alterada, possivelmente como resultado de hipdxia, acidose, injuria
causada por ERO ou exposigéo ao ferro e cobre livres, reduzindo sua afinidade
aos metais. O aumento da quantidade de AMI resulta em menor ligagdo ao
cobalto, que fica disponivel na forma residual para formar o complexo com o
cromogeno, que € mensurado fotometricamente. Essa é a base para o teste de
ligagdo do cobalto a albumina (LEE et al., 2007; SBAROUNI et al., 2008; KIM et
al., 2008; LEE et al., 2010; YONEZAWA et al., 2010b; SBAROUNI et al., 2011).
Para Piva et al. (2010), a AMI também pode ser utilizada como indicador de
estresse oxidativo.

Ha relatos que a concentracdo de AMI aumenta dentro de seis a dez
minutos apos o inicio da isquemia miocardica, permanecendo elevada por até
seis horas, permitindo a detecgdo de condicdo isquémica antes do
desenvolvimento de necrose miocardica evidenciada pela mensuragao de CK-
MB, troponina cardiaca e mioglobina (CHRISTENSON et al., 2001; SBAROUNI
et al., 2008). Considerando a depuracao da AMI, as alteracdes a molécula de
albumina nao séo irreversiveis, e podem retornar as condigbes pré-isquémicas
em poucas horas (12 a 24 h) com a remocgéo das ERO ou rapida depuracgéo
devido a modifica¢gdes conformacionais da proteina (SBAROUNI et al., 2011).

Muitos estudos foram realizados avaliando o valor da AMI como
marcador de isquemia em pessoas que realizaram diversos tipos de atividade
fisica (APPLE et al., 2002; ROY et al.,, 2004; VAN DER ZEE et al., 2005;
SBAROUNI et al., 2006; KIM et al., 2008; LEE et al., 2010). Sabe-se que néo
ha uma resposta homogénea em alteragbes dos niveis de AMI induzidas pelo
exercicio e ha um consenso que novos estudos devem ser realizados para
suprir a caréncia dessas informagdes. Em medicina veterinaria, ndo ha dados
referentes a AMI, sendo o presente estudo o primeiro relato de utilizagcdo como

marcador de isquemia cardiaca.
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Efeito da suplementagdo com vitamina E sobre os metabolismos
oxidativo e cardiaco em equinos submetidos a exercicio de alta

intensidade em esteira

RESUMO

A suplementacdo antioxidante visa prevenir os danos oxidativos induzidos pelo
exercicio fisico em diversos tecidos, como o miocardio. Nesse contexto, esse
estudo objetivou avaliar os marcadores cardiacos e de lipoperoxidagdo em
equinos no teste de exercicio de rapida aceleragdo e curta duracdo (TRA),
antes e apos a suplementagdo com vitamina E. Para tanto, foram utilizados 10
equinos, sendo cinco Arabes e cinco Crioulos, machos e fémeas, clinicamente
saudaveis e sem treinamento prévio. Realizou-se o primeiro TRA, com carga
de trabalho fundamentada no consumo maximo de oxigénio individual (VO2max).
Em seguida, durante 52 dias os equinos receberam vitamina E (dl-alfa-
tocoferol) na dose de 1.000 Ul/dia, por via oral e, posteriormente, realizaram
um segundo TRA com o mesmo protocolo de TRA1. As amostras de sangue
foram colhidas nos momentos antes do exercicio, imediatamente apo6s o
término doteste eem 1 h, 3 h, 6 h, 12 h e 24 h subsequentes. Determinou-se o
malondialdeido (MDA) plasmatico, como indice de lipoperoxidagcdo, e as
concentragbes séricas de troponina | cardiaca (TIC), isoenzima MB da
creatinoquinase (CK-MB) e mioglobina como marcadores cardiacos. Como
efeito do exercicio, observou-se aumento discreto de MDA, de TIC e de CK-
MB, sendo significativo apenas para CK-MB. A suplementacdo foi capaz de
amenizar a producédo de ERO, evidenciada pela menor concentracdo de MDA
em TRA2 em 24 h, além de causar um efeito protetor no miocardio, devido a
diminuicéo de TIC em 6 h no TRA2 em relagcdo ao TRA1. N&o houve grandes
alteracdes na dinédmica de liberagdo da mioglobina. Concluiu-se que o exercicio
de alta intensidade promoveu estresse miocardico em equinos, mas de forma
leve. Verificou-se também o efeito benéfico da vitamina E sobre a
lipoperoxidacgéo e na protecédo miocardica dos equinos.

Palavras-chave: antioxidante, fisiologia do exercicio, troponina | cardiaca, CK-

MB, mioglobina, malondialdeido, cavalo.
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INTRODUCAO

O fornecimento de energia no organismo € normalmente acompanhado
por reacbes de 6xido-reducédo para a manutencao da integridade e fungcao das
células. Grande parte do oxigénio consumido €& transformada em dioxido de
carbono e agua. Contudo, 1 a 5% s&o reduzidos a metabdlitos reativos
conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ERO), que podem causar
danos celulares™?.

No exercicio, ha elevacdo da demanda de oxigénio em relagdo ao
estado de repouso e, com aumento do consumo de oxigénio pela mitocéndria e
do fluxo de elétrons através da cadeia respiratéria, ocorre maior producao de
ERO. Em exercicios anaerdbicos, o organismo utiliza principalmente os
fosfatos de alta energia estocados nas células e o sistema glicolitico latico
como vias metabdlicas para ressintese de ATP. Assim, a produgao de ERO
também ocorre por outros mecanismos, como a ativagdo da xantina oxidase
devido ao fenbmeno da isquemia-reperfusdo, a explosdo respiratéria dos
leucécitos devido a processos inflamatérios e a oxidagdo de catecolaminas e
de acido latico®. Quando as defesas antioxidantes das células e dos fluidos
extracelulares ndo sdo capazes de neutralizar as ERO, institui-se o estresse
oxidativo, do qual pode ocorrer lipoperoxidacdo das membranas celulares e
leséo tecidual®”®.

Embora as defesas antioxidantes endbégenas sejam efetivas, os
componentes celulares ndo estao totalmente protegidos, sendo indispensavel a
obtencdo de antioxidantes na dieta para uma defesa apropriada contra
processos oxidativos e manutencéo da satde®. Considerando o efeito deletério
da producéo excessiva de ERO e a evidéncia de que o exercicio induz o
estresse oxidativo em equinos, a suplementagdo com antioxidantes objetiva
restabelecer ou manter o equilibrio oxidante/antioxidante e parece ser uma
perspectiva promissora para o bem-estar animal e prevencao de lesdes®.

A vitamina E (dl-alfa-tocoferol) € um antioxidante amplamente estudado

para prevengdo de lesdes oxidativas®’ 8%

e parece assumir um papel
determinante na protecdo do coracdo contra situacdes deletérias decorrentes
do exercicio agudo. Como o musculo cardiaco apresenta um alto metabolismo

aerobico, ha elevada taxa de metabolismo oxidativo geralmente associada a
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producao acrescida de ERO. Contudo, no coracéo, a capacidade antioxidante
parece ser limitada, tornando-o susceptivel a leséo tecidual por estresse
oxidativo apos um periodo de exercicio agudo*>.

Segundo Durando et al.', na espécie equina é dificil a avaliagdo de
disfungcdo miocardica que ocorre durante o exercicio. Embora os exames eletro
e ecocardiograficos sejam excelentes ferramentas diagndsticas para arritmias e
funcdo ventricular, requerem equipamentos sofisticados e conhecimento das
técnicas, que nem sempre estao disponiveis. Seria muito conveniente um teste
diagnéstico que pudesse complementar a avaliagéo dos efeitos do exercicio na
fungdo cardiaca em cavalos, uma vez que as alteragbes cardiacas sao
referidas como importante causa de queda de desempenho em equinos5’”.

Tradicionalmente, a concentragcdo sérica da isoenzima MB da
creatinoquinase (CK-MB) é mensurada, com limitacées baseadas na meia-vida
curta e reatividade cruzada com o musculo esquelético’®. Reimer et al.™
relataram aumento da concentragdo da CK-MB sérica como método de
diagnosticar injuria miocardica em equinos com taquicardia ventricular. Em
humanos, utiliza-se também a mensuragdo da mioglobina para avaliagao de
doencas miocardicas, mas nao apresenta cardioespecificidade, devendo ser
acompanhada dos demais marcadores cardiacos para suprir essa deficiéncia'.

A troponina | cardiaca (TIC) foi descrita como um marcador cardiaco
altamente especifico e sensivel para injuria miocardica em equinos®'?. Muitos
trabalhos descrevem que a TIC do miocardio equino apresenta alta reatividade
com os kits de imunoensaios humanos de TIC, podendo ser utilizada como
biomarcador de leszo de cardiomidcitos®'" 12151,

Embora haja na literatura muitos trabalhos que relatam a elevagdo da
concentragcédo sérica de troponina apds atividade fisica, ndo ha um consenso
sobre a prevaléncia, os mecanismos e o significado clinico da liberagdo de
troponina induzida pelo exercicio'’. Deste modo, o presente estudo objetivou a
determinacdo dos marcadores cardiacos e de lipoperoxidagdo em equinos
submetidos a exercicio de rapida aceleragcao e curta duragéo, considerado de

alta intensidade, nas condi¢fes de pré- e pés-suplementagdo com vitamina E.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Utilizaram-se 10 equinos, sendo cinco da raca Puro Sangue Arabe e
cinco da raga Crioula, sem treinamento fisico por mais de um ano, com idade
variando de oito a 10 anos, peso médio de 372,1 £ 32,9 kg, clinicamente
higidos. Os animais foram mantidos em piquetes do Hospital Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Campus de Botucatu, sob as mesmas condigdes de
manejo alimentar e sanitario. O manejo nutricional consistiu de alimentacéo a
base de feno de capim “coast-cross” (Cynodon dactylon), racao comercial para
equinos (Royal Horse Sport, Socil, Brasil), suplemento mineral (Equifos,

Matsuda, Brasil) e agua ad libitum.

Delineamento experimental

Os equinos foram submetidos a um teste padrdao de exercicio
progressivo em esteira de alta velocidade (Mustang 2200 AG, Kagra, Suiga)
inclinada a 6%, na qual a velocidade foi elevada gradualmente, conforme o
protocolo de exercicio proposto por Watanabe et al.'®. Utilizou-se a mascara de
analise de trocas gasosas e dados ventilatérios (Metavet, Cortex, Alemanha),
para se extrair a carga de trabalho para cada equino, com base no consumo
maximo de oxigénio (VOzméx)18, sendo o valor médio dos animais de 110,4 +
20,4 mL/kg/min.

Apoés sete dias do teste progressivo, os equinos foram submetidos ao
teste de rapida aceleragcédo e curta duragéo (TRA) 1. O teste considerado de
exercicio predominantemente anaerébico (concentracao de lactato maior que 4
mmol/L) consistiu, em esteira inclinada a 6%, um periodo de aquecimento de 5
min com a carga de trabalho de 50% do VOnax (velocidade média de 3,7 + 0,9
m/s), seguido por mais 5 min a velocidade de 1,5 m/s. A manta da esteira foi
acelerada tdo rapidamente quanto possivel para a velocidade individual
calculada, para alcangar a carga de trabalho de 105% do VOzmax (velocidade
média de 9,2 + 2,1 m/s), com duracéo de 90 s. Logo apss, houve um periodo
de desaquecimento consistindo de 5 min a velocidade de 3,0 m/s, com a

esteira na posi¢ao horizontal'® (Figura 1).
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50% VO,, ., 1,5 m/s 105% VO, ., 3,0m/s

0 5 min 10 min 11,5 min 16,5 min

Figura 1. Protocolo de exercicio do teste de rapida aceleracdo e curta duracao
(TRA).

A suplementagéo da vitamina E (dl-alfa-tocoferol) dos animais teve inicio
logo apds o teste TRA1, na dose de 1.000 Ul/animal®®, por meio de capsulas
gelatinosas (E-tabs 1000 Ul, Sigma Pharma, Hortolandia, Brasil) misturadas a
raspas de rapadura, por via oral, diariamente e sem interrupgao até o final do
experimento. Apds 52 dias do inicio da suplementacéo, os equinos realizaram

o segundo teste (TRA2) com o mesmo protocolo de TRA1.

Colheita e processamento das amostras

As colheitas de sangue foram realizadas nos momentos MO (antes do
exercicio), PE (imediatamente ap6s) e 1 h, 3 h, 6 h, 12 h e 24 h apds o término
do teste, em tubos contendo ativador da coagulacédo e tubos com EDTA
potassico. O soro e o plasma foram imediatamente separados e congelados a
temperatura de -80°C até serem processadas.

A avaliacdo de lipoperoxidacéo foi realizada por meio da determinagao
de malondialdeido (MDA) plasmatico, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC, Shimadzu Corp., Téquio, Japdo), segundo Nielsen et al.?!. O
perfil dos marcadores cardiacos foi realizado pelas determinagbes séricas de
troponina | cardiaca, CK-MB e mioglobina por meio de kit comercial (Immulite,
Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, EUA) pelo ensaio

imunoenzimatico de fase solida por quimioluminescéncia.

Analise estatistica
Realizou-se a analise estatistica, inicialmente pela analise descritiva das
variaveis e a comparagao entre os momentos e provas pela analise de

variancia, com posterior teste de multipla amplitude de Tukey em caso de
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distribuicdo paramétrica ou teste de Kruskall-Wallis em caso de distribuigédo
nao-paramétrica dos dados. A correlagcdo entre os marcadores cardiacos foi
realizada por meio de teste de correlacdo dos postos de Spearman. Todas as

analises foram consideradas significativas quando P<0,05.

RESULTADOS

Considerando as racas de equinos utilizadas, nado houve diferenca
estatistica entre as variaveis e, assim, os dados estdo apresentados em
conjunto. As concentragbes plasmaticas de MDA n&do se alteraram
estatisticamente com o exercicio em ambas as provas, embora haja um
discreto aumento imediatamente apds o exercicio, retornando ao nivel basal
em 1 h. Com relacao ao efeito da suplementagcédo com vitamina E, em todos os
momentos observou-se valores menores de MDA apds a suplementacdo
(TRA2), porém houve diferenca significativa somente no momento 24 h
(P<0,03) (Tabela 1, Figura 2).

O exercicio causou um aumento discreto na concentracao de TIC sérica,
sendo observado o valor maximo de 0,09 ng/mL em 6 h em TRA1, mas sem
diferenca estatistica. Nesse momento, houve diminui¢do significativa (P<0,05)
apo6s a suplementacéo, sendo o valor de 0,05 ng/mL em TRAZ2. Observou-se
também, exceto pelos momentos MO e 1 h, menores niveis da TIC apos a
suplementacdo em todos os momentos, entretanto, sem diferenca estatistica
(Tabela 1, Figura 3).

Com relagédo a CK-MB, o exercicio promoveu elevacgao significativa
(P<0,03) em TRA1, em 12 h. Em TRA2 também houve aumento da isoenzima,
porém mais discreto e nao significativo. Com excecdo do MO, a concentragéo
de CK-MB em todos os momentos foi menor em TRA2 em relagdo a TRA1,
porém sem significancia (Tabela 1, Figura 4).

A concentragcdo de mioglobina apresentou uma pequena elevagdo com
valor maximo em 12 h apds o exercicio, em ambas as provas, porém nao
houve diferenca estatistica. Tampouco houve diferenca pré- e pos-

suplementagao (Tabela 1, Figura 5).
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Tabela 1.

Médias

(xdesvios-padrao) de malondialdeido (umol/L) e de

mioglobina (ng/mL) e medianas (percentil 25; percentil 75) de
troponina | cardiaca (ng/mL) e CK-MB (ng/mL) de 10 equinos no
teste de rapida aceleracao e curta duracao (TRA) antes (1) e ap6s a
suplementacao com vitamina E (2).

Momentos
MO PE 1h 3h 6h 12 h 24 h P
1,38 1,54 1,21 1,39 1,21 1,16  1,26"
TRA1 (+0,35) (+0,38) (+0,29) (+0,45) (+0,54) (+0,47) (+0,25) 0,354
MDA 1,06 1,32 1,06 1,23 1,16 1,04  0,83°
TRA 2 (+0,34) (+0,59) (+0,49) (+0,48) (+0,47) (+0,37) (+0,49) 0,360
P 0,053 0,333 0,430 0,449 0,847 0,536 0,023
0,04 0,07 0,04 0,06 0,09 0,07 0,07
TRA1 (0,03; (0,05; (0,03; (0,04; (0,06; (0,03; (0,03; 0,085
0,05) 0,11) 0,05) 0,14) 0,26) 0,12) 0,10)
TIC 0,05 0,04 0,04 0,05 0,055 0,04 0,03
TRA2 (0,01; (0,04; (0,02; (0,03; (0,03, (0,03; (0,02; 0,437
0,06) 0,05) 0,05) 0,09) 0,05 0,15) 0,04)
P 0,817 0,127 0,291 0,849 0,048 0,909 0,052
455° 740® 555% 78% 935®% 1065° 8,70%
TRA1 (3,80; (550; (4,38; (6,05, (568; (6,53; (5,38, 0,024
6,50) 10,55) 7,68) 10,40) 12,10) 13,13) 10,38)
EKB' 5,10 5,75 4,75 6,65 7,05 7,00 5,45
TRA2 (3,90; (4,63; (448; (555 (545, (500; (4,60; 0,089
6,55) 7,80) 4,95) 8,63) 8,50) 10,00) 6,53)
P 0,596 0,307 0,325 0,376 0,384 0,364 0,056
0,26 0,28 0,28 0,27 0,32 0,36 0,27
TRA1 (+0,07) (+0,08) (+0,07) (+0,04) (+0,11) (#0,15) (0,09) 0,149
MIO 0,30 0,25 0,29 0,26 0,30 0,33 0,31
TRA2 (+0,10) (+0,04) (+0,09) (+0,08) (+0,07) (+0,06) (0,11) 0,334
P 0,212 0,331 0,844 0,689 0,597 0,546 0,211

MO: antes do exercicio, PE: imediatamente apds o exercicio, MDA: malondialdeido, TIC:
troponina | cardiaca, CK-MB: isoenzima MB da creatinoquinase, MIO: mioglobina.
Letras minusculas na mesma linha indicam diferenca estatistica entre momentos.

Letras maiusculas na mesma coluna indicam diferencga estatistica entre provas.
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1,80 -
1,60
1,40
1,20

1,00 -
0,80 -
0,60 -

Malondialdeido (pmoliL)

0,40 -
0,20 -

0,00 -

PE 1h 3h 6 h 12h 24h
Momentos

BETRA1 ="TRAZ2

Figura 2. Médias da concentracao de malondialdeido (umol/L) de 10 equinos
submetidos ao teste de rapida aceleracédo e curta duracdo (TRA)
antes (1) e ap6s a suplementacdo com vitamina E (2). *Diferenca
estatistica entre provas (P<0,03, Tukey).

Troponina | cardiaca (ng/mL)

MO PE 1h 3h 6h 12h 24h
Momentos

ETRA1 =TRAZ2

Figura 3. Medianas da concentragdo de troponina | cardiaca (ng/mL) de 10
equinos submetidos ao teste de rapida aceleracéo e curta duracao
(TRA) antes (1) e apdés a suplementacdo com vitamina E (2).
*Diferenca estatistica entre provas (P<0,05, Kruskall-Wallis).
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Figura 4. Medianas da concentragdo de CK-MB (ng/mL) de 10 equinos
submetidos ao teste de rapida aceleragdo e curta duracéo (TRA)
antes (1) e ap6s a suplementagao com vitamina E (2). *Diferenca
estatistica entre momentos (P<0,05, Kruskall-Wallis).

Figura 5. Médias da concentracdo de mioglobina (ng/mL) de 10 equinos
submetidos ao teste de rapida aceleragao e curta duracédo (TRA)
antes (1) e apds a suplementacao com vitamina E (2).
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Quanto a correlagdo dos marcadores cardiacos, a TIC e a CK-MB
apresentaram uma correlagdo significativa (r=0,60; P=0,000). Porém, a
correlagao foi considerada muito baixa entre a CK-MB e a mioglobina (r=0,22;
P=0,009) e ndo houve entre TIC e mioglobina (r=0,14; P=0,099).

DISCUSSAO

Os marcadores de peroxidagao lipidica e a vitamina E sdo os mais
extensivamente estudados com relacdo a formacgédo e redugéo do estresse
oxidativo, respectivamente, induzido pelo exercicio fisico'?2. Entretanto, ha
uma ampla variacdo de resultados e ndo foram estabelecidos ainda os
beneficios reais da utilizagdo desse antioxidante®?®. A inconsisténcia desses
resultados pode ser reflexa de diferentes intensidades de exercicio, duragéo,
tipo ou treinamento, ou método usado para averiguar a peroxidagao lipidica’.

As concentragbes de MDA de repouso pré- e pos-suplementacdo foram
superiores as encontradas por Yonezawa et al.> em equinos submetidos a
exercicio progressivo, sendo 1,07 £ 0,67 umol/L para o grupo controle e 0,66 +
0,51 ymol/L para o grupo suplementado com vitamina E na mesma dose de
1.000 Ul por dia. Houve uma clara tendéncia do exercicio de alta intensidade
em promover maior produc¢ao de ERO evidenciada pela elevagéao dos niveis de

MDA em ambas as provas, em acordo com os dados da literatura®"?*.

Duberstein et al.?®

submeteram equinos a treinamento e suplementagdo com
vitamina E na dose de 3.000 Ul por dia e, no final do treinamento, realizaram
teste de exercicio progressivo. Os autores encontraram uma concentragéo pés-
exercicio menor de substancias reativas ao acido tiobarbiturico, que incluem o
MDA, em relagcédo ao pré-exercicio, provavelmente devido a rapida depuracgéo
do MDA, uma vez que apresenta meia-vida curta. Sugere-se que, no presente
estudo, o protocolo de exercicio ndo foi intenso o suficiente para promover
estresse oxidativo e/ou possivelmente o bom condicionamento fisico dos
animais, embora ndo fossem treinados, associado a rapida depuragcdo do MDA
do organismo.

A suplementacao foi benéfica ao amenizar a producado de ERO, sendo
verificada pelos menores valores plasmaticos de MDA em todos os momentos

de TRA2 em relacdo ao TRA1, porém houve diferenca estatistica somente em
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24 h. No estudo de Avellini et al.”, houve aumento significativo das defesas
antioxidantes, que reduziu o fenbmeno peroxidativo induzido pelo exercicio de
alta intensidade ao associar um periodo de treinamento com a suplementacéo
de selénio e vitamina E por 70 dias. Entretanto, Yonezawa et al.’> observaram
maior producdo de MDA pelo grupo suplementado com vitamina E em relagao
ao grupo controle de equinos submetidos a exercicio progressivo,
possivelmente em decorréncia do efeito proé-oxidante da vitamina E. Williams e
Carlucci® ndo encontraram diferencas nos parametros de estresse oxidativo ao
suplementarem equinos de trote com 0, 5.000 e 10.000 Ul de acetato de dI-
alfa-tocoferol por trés semanas e submeterem a exercicio intenso. Os autores
ainda recomendam que a dose de 10.000 Ul deve ser evitada pois pode ser
prejudicial a absor¢ao de beta-caroteno.

Segundo van Erck et al.?®

, a disfungéo cardiaca esta associada a altos
niveis de marcadores de estresse oxidativo. No presente estudo, nao foi
possivel correlacionar os valores de MDA com os de TIC. Observou-se leve
aumento da concentracédo de TIC no TRA1 em 6 h (0,09 ng/mL) acima do limite
da variagao considerada normal proposta por Divers et al.’® em 83 cavalos, de
0,0 a 0,06 ng/mL, indicando que o protocolo de exercicio causou um certo grau
de estresse miocardico, porém pouco expressivo. Em acordo, Durando et al."
verificaram aumento discreto dos niveis de TIC em equinos submetidos a
exercicio maximo de curta duragdo, assim como Nostell e Haggstrom'® e
Yonezawa et al.’, que ainda associaram a elevagao a ocorréncia de contragdes
ventriculares prematuras.

Ainda que existam na literatura muitos trabalhos que relatam elevacgéao
da concentragao sérica de troponina apos atividade fisica, ndo ha um consenso
sobre a prevaléncia, os mecanismos e o significado clinico da liberagdo de
troponina induzida pelo exercicio, existindo varias hipéteses. Uma delas é o
aumento da permeabilidade sarcolemal do miocardio que pode facilitar a
liberacao da TIC citosdélica. Assim, é possivel que a elevagéo da troponina pos-
exercicio ocorra devido a difusdo passiva do compartimento intra para o
extracelular. Esse aumento da permeabilidade pode ser ocasionado por
mecanismos de estresse sobre os cardiomiocitos, producédo elevada de ERO
ou desequilibrio acido-base'’. O exercicio fisico extremo pode ainda levar a

aumentos da troponina, ndo s6 pelo maior consumo do oxigénio por parte do
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miocardio, como também por uma potencial diminuigdo da perfusdo
coronariana por vasoespasmo induzido pelas catecolaminas enddgenas. Outro
mecanismo de liberacao de troponina induzida pelo exercicio é a estimulacao
de integrinas por meio do estiramento do miocardio. As integrinas agem como
moléculas sinalizadoras e estdo envolvidas no remodelamento cardiaco por
sobrecarga de pressdo ou apds infarto do miocardio. A estimulacdo das
integrinas responsivas ao estiramento medeia o transporte de moléculas
intactas de troponina para fora dos cardiomiécitos. Como a maioria dos dados
da literatura envolve individuos saudaveis, especula-se que a liberagdo pos-
exercicio da TIC seja um processo benigno e que nao esta relacionada com
necrose miocardica'’*’. Contudo, ndo ha dados que estimam se essa liberacéo
transitoria esteja relacionada a alteragdes cardiacas futuras.

Outro fator importante a ser considerado com relagcao as divergéncias
dos dados na literatura sdo os diferentes sistemas analisadores que utilizam
aminoacidos distintos para composi¢do dos anticorpos monoclonais®'’. A
dificuldade em comparar os dados com os apresentados na literatura se deve a
essa divergéncia de metodologias e tipos de amostragem®. Ha necessidade de
um estudo amplo comparando os diversos tipos de kits analisadores comerciais
para determinacdo da TIC na espécie equina, como ja realizado para humanos,
ratos, ces e macacos?®%°.

Mesmo que o exercicio ndo tenha promovido grandes alteragbes no
nivel de TIC, a suplementacdo com vitamina E proporcionou efeito protetor no
coragao, evidenciado pela menor liberacdo de troponina no momento 6 h de
TRA 1 para TRA 2. Este é o primeiro relato desse efeito benéfico da vitamina E
sobre o miocardio de equinos.

Michima et al.*°

acreditam que a utilizagdo da CK-MB como unico
marcador cardiaco nao traz informacdes relevantes a respeito da integridade
cardiaca sob influéncia do exercicio. No presente estudo verificou-se aumento
significativo da isoenzima em 12 h no TRA1, acompanhado por uma correlagéo
significativa com a TIC. Os dados sugerem que, quando associada a troponina
| cardiaca, a CK-MB pode aumentar sua especificidade na detecgdo de
alteracdo miocardica. Observou-se também uma tendéncia do mesmo efeito
protetor da vitamina E devido aos menores niveis de CK-MB no TRA2 em

relacdo ao TRA1, todavia sem significancia.
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Quanto a concentracdo de mioglobina, as alteracbes ocasionadas pelo
exercicio e pela suplementagcédo foram muito sutis. A partir desses dados e por
existir uma correlagcdo muito baixa com a TIC e CK-MB, ndo se recomenda a
utilizacao desse marcador para avaliagdo miocardica em equinos submetidos a
exercicio de alta intensidade. Talvez essa proteina seja mais util na avaliagéo

da musculatura esquelética®”.

CONCLUSOES

Concluiu-se que o exercicio de rapida aceleracédo e curta duracao,
considerado de alta intensidade, promoveu estresse miocardico em equinos
evidenciado pelo aumento de CK-MB, mas nao foi considerado grave. Pelos
dados do presente trabalho, ainda foi possivel verificar o efeito benéfico da
suplementacdo da vitamina E pela diminuicdo da concentragdo de MDA
plasmatico e de TIC sérica. Contudo, para uma melhor compreensao dos
mecanismos de liberacdo dos marcadores cardiacos induzidos pelo exercicio,
sdo necessarios novos estudos, principalmente que considerem os diferentes

tipos de analisadores na espécie equina.
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Avaliacdo dos marcadores cardiacos e de lipoperoxidagdo em equinos
submetidos a exercicio de baixa intensidade e longa duragdo antes e

apos suplementagao com vitamina E

RESUMO

O exercicio fisico de longa duracéo pode promover o estresse oxidativo pela
producao exacerbada de espécies reativas de oxigénio. Assim, a vitamina E
suplementar visa prevenir os danos oxidativos induzidos em diversos tecidos,
como o miocardio. Deste modo, esse estudo objetivou avaliar os marcadores
cardiacos e de lipoperoxidacdo em equinos no teste de exercicio de baixa
intensidade e longa duracdo (TLD), antes e ap6s a suplementagcdo com
vitamina E. Para tanto, foram utilizados 10 equinos, sendo cinco Arabes e cinco
Crioulos, machos e fémeas, clinicamente saudaveis e sem treinamento prévio.
Realizou-se o primeiro TLD, com carga de trabalho fundamentada no consumo
maximo de oxigénio individual (VOzmax). Em seguida, durante 59 dias os
equinos receberam vitamina E (dl-alfa-tocoferol) na dose de 1.000 Ul/dia, por
via oral e, posteriormente, realizaram um segundo TLD com o mesmo protocolo
de TLD1. As amostras de sangue foram colhidas nos momentos antes do
exercicio, imediatamente apo6s o término dotesteeem 1 h, 3 h,6 h, 12 h e 24
h subsequentes. Determinou-se o malondialdeido (MDA) plasmatico, como
indice de lipoperoxidagéo, e a concentracdo sérica de troponina | cardiaca
(TIC), isoenzima MB da creatinoquinase (CK-MB) e mioglobina como
marcadores cardiacos. Como efeito do exercicio, ndo se observou aumento
significativo de MDA, de TIC nem de mioglobina, mas sim da concentragéo
sérica de CK-MB, sugerindo-se o estresse miocardico. A suplementacéo foi
capaz de amenizar a producao de ERO, evidenciada pela menor concentragéo
de MDA em todos os momentos avaliados (P<0,001), porém nao causou efeito
protetor no miocardio. Concluiu-se que o exercicio de baixa intensidade e longa
duracdo promoveu estresse miocardico em equinos, mas de forma leve e a
suplementac&o com vitamina E reduziu a lipoperoxidagao.

Palavras-chave: troponina | cardiaca, CK-MB, mioglobina, malondialdeido,

antioxidante, fisiologia do exercicio, cavalo.
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INTRODUCAO

Os equinos sao considerados atletas natos e s&o participantes de
diversos tipos de competi¢cbes esportivas. Deste modo, ha grande preocupacéo
com a queda de desempenho em decorréncia de diversas disfung¢des
organicas. Dentre elas, as cardiovasculares sdo responsaveis por alteracdes
que acarretam desde uma intolerancia ao exercicio até a morte subita e séo
referidas como a terceira maior causa de queda de desempenho1’2.

Sabe-se que o exercicio fisico € capaz de produzir as espécies reativas
de oxigénio (ERO) e, uma vez formadas, podem iniciar uma cadeia de reagbes
prejudiciais as membranas celulares, ocasionando Iipoperoxidagéo3’4’5. As ERO
sdo normalmente formadas como parte do metabolismo celular, mas quando
ha o desequilibrio entre ERO e antioxidantes, estabelece-se o estresse
oxidativo, podendo causar consideravel dano irreversivel as células,
determinando lesao ou doenga®®.

No exercicio aerébico, a produgcéo de ATP é a via mais importante e ha
uma elevagao da demanda de oxigénio em relagéo ao estado de repouso, com
aumento do consumo de oxigénio pela mitocondria e do fluxo de elétrons
através da cadeia respiratéria, ocasionando uma maior produgédo de ERO’. Um
estudo em humanos, comparando diversos tipos de intensidade de exercicio,
observou que a corrida de maratona promoveu estresse oxidativo mais intenso
comparada as atividades de curta e média duragdo. Sugere-se que a corrida de
longa duragdo poderia conduzir o organismo a uma falta de capacidade em
suportar o estresse oxidativo por um longo tempo, mostrando a necessidade de
suplementacao dietética com antioxidantes®.

Deste modo, a suplementagdo com antioxidantes objetiva restabelecer
ou manter o equilibrio oxidante/antioxidante e parece ser uma perspectiva
promissora para 0 bem-estar animal e desempenho atlético. Como a
deficiéncia de antioxidantes, o estresse oxidativo induzido e a consequente
intolerancia ao exercicio fisico ja foram claramente estabelecidos, o oposto, ou
seja, a suplementacdo de antioxidantes para prevencao de injurias ou até
melhoria do desempenho atlético, ainda precisa ser comprovada®®.

Enquanto que uma elevada demanda de oxigénio ocorre no coragao

durante o exercicio fisico e consequente demasiada producdo de ERO, a
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capacidade antioxidante parece ser limitada no musculo cardiaco, tornando-o
susceptivel a lesdo tecidual por estresse oxidativo apés um periodo de
exercicio agudo. Embora haja evidéncias diretas da ocorréncia de estresse
oxidativo e de lipoperoxidacdo, a vitamina E pode promover protecdo do
coracdo contra situacdes deletérias decorrentes do exercicio® '™,

Ainda néo foi totalmente estabelecido se o exercicio fisico, tanto de curta
como o de longa duracédo, pode promover lesdo cardiaca e por qual
mecanismo de acdo. Especula-se que a lesdo miocardica possa ocorrer em
decorréncia de uma isquemia durante o exercicio e deva estar associada ao
acumulo de ERO"™. Adicionalmente, em equinos, parece ser dificil a detecgéo e
quantificacdo da injuria miocardica.

Ainda que a pratica de exercicios fisicos seja amplamente recomendada,
a participacdo em eventos esportivos cada vez mais exaustivos exige o
conhecimento da resposta fisiolégica cardiaca para a seguranga do animal
atleta. Portanto, o presente trabalho pretendeu avaliar o efeito fisiolégico do
exercicio e deletério das ERO, sob o ponto de vista bioquimico, nas células
musculares cardiacas por meio da determinagcdo de marcadores cardiacos
séricos e de lipoperoxidacgéo, e o efeito da suplementagdo com vitamina E em
equinos submetidos ao exercicio de baixa intensidade e longa duragdo em

esteira de alta velocidade.
MATERIAL e METODOS

Animais

Utilizaram-se 10 equinos, sendo cinco da raca Puro Sangue Arabe e
cinco da raga Crioula, sem treinamento fisico por mais de um ano, com idade
variando de oito a 10 anos, peso médio de 372,1 + 32,9 kg, clinicamente
higidos. Os animais foram mantidos em piquetes do Hospital Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Campus de Botucatu, sob as mesmas condi¢cdes de
manejo alimentar e sanitario. O manejo nutricional consistiu de alimentacao a
base de feno de capim “coast-cross” (Cynodon dactylon), ragdo comercial para
equinos (Royal Horse Sport, Socil, Brasil), suplemento mineral (Equifos,

Matsuda, Brasil) e agua ad libitum.
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Delineamento experimental

Os equinos foram submetidos a um teste padrdao de exercicio
progressivo em esteira de alta velocidade (Mustang 2200 AG, Kagra, Suicga)
inclinada a 6%, da qual a velocidade foi elevada gradualmente, com o protocolo
de exercicio proposto por Watanabe et al.”. Utilizou-se a mascara de analise
de trocas gasosas e dados ventilatorios (Metavet, Cortex, Alemanha), para se
extrair a carga de trabalho para cada equino, com base no consumo maximo

3 sendo o valor médio dos animais de 110,4 + 20,4

de oxigénio (VOgzmax)
mL/kg/min.

Apo6s 14 dias do teste progressivo, os equinos foram submetidos ao
primeiro teste de baixa intensidade e longa duragdo (TLD). O teste,
considerado de exercicio predominantemente aerdbico (concentragdo de
lactato inferior a 4 mmol/L), foi realizado com a esteira inclinada a 6%, a
velocidade de 35% do VO;max de cada animal pelo periodo de 60 min14,
correspondendo a uma velocidade média de 2,3 £ 0,5 m/s.

A suplementacao da vitamina E (dl-alfa-tocoferol) dos animais teve inicio

logo apds o teste TLD1, na dose de 1.000 Ul/animal®

, por meio de capsulas
gelatinosas (E-tabs 1000 Ul, Sigma Pharma, Hortolandia, Brasil) misturadas a
raspas de rapadura, por via oral, diariamente e sem interrupgcéo até o final do
experimento. Apds 59 dias do inicio da suplementacéo, os equinos realizaram
0 segundo teste (TLD2) com o mesmo protocolo de TLD1. A temperatura e a
umidade relativa do ar do saldo do Centro de Medicina Esportiva Equina da
Unesp de Botucatu onde os testes foram realizados variou de 17,0 a 20,6°C e

66 a 81%, respectivamente.

Colheita e processamento das amostras

As colheitas de sangue foram realizadas nos momentos MO (antes do
exercicio), PE (imediatamente ap6s) e 1 h, 3 h, 6 h, 12 h e 24 h ap6s o término
do teste, em tubos contendo ativador da coagulagédo para obtengao de soro, e
tubos com EDTA potassico. O soro e o plasma foram imediatamente separados
e congelados a -80°C até serem processadas.

A avaliacdo de lipoperoxidacéo foi realizada por meio da determinacgao
de malondialdeido (MDA) plasmatico, por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC, Shimadzu Corp., Toquio, Japao), segundo Nielsen et al.’®. O
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perfil dos marcadores cardiacos foi realizado pelas determinagdes séricas de
troponina | cardiaca (TIC), isoenzima MB da creatinoquinase (CK-MB) e
mioglobina foram realizadas por meio de kit comercial (Immulite, Siemens
Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, EUA) pelo ensaio

imunoenzimatico de fase sélida por quimioluminescéncia.

Analise estatistica

Realizou-se a analise estatistica, inicialmente pela analise descritiva das
variaveis e a comparagao entre os momentos e provas pela analise de
variancia, com posterior teste de multipla amplitude de Tukey em caso de
distribuicdo paramétrica ou teste de Kruskall-Wallis em caso de distribuicédo
nao-paramétrica dos dados. Todas as analises foram consideradas

significativas quando P<0,05.

RESULTADOS

Considerando as ragas de equinos utilizadas, ndo houve diferenca
estatistica entre as variaveis e, assim, os dados estdo apresentados em
conjunto. O exercicio fisico ndo promoveu efeito sobre os valores de MDA
plasmaticos, uma vez que nao houve diferenga significativa entre os momentos
em ambas as provas. Entretanto, verificou-se influéncia da vitamina E sobre a
producado de ERO, pela menor concentracdo de MDA (P<0,001) em todos os
momentos apos a suplementacéo (Tabela 1, Figura 1).

As concentragdes de TIC (Tabela 1, Figura 2) e mioglobina (Tabela 1,
Figura 3) séricas ndo se alteraram nem durante o exercicio nem entre as
provas, embora se observe uma clara tendéncia a elevagédo de TIC em 3 h em
TLD1, mas sem significancia. No entanto, observou-se aumento significativo
(P<0,05) dos niveis de CK-MB durante o exercicio em TLD1 e TLD2, sendo

que o valor maximo ocorreu em 12 h em ambas as provas (Tabela 1, Figura 4).
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Tabela 1.

Médias

(xdesvios-padrao) de malondialdeido (umol/L) e de

mioglobina (ng/mL) e medianas (percetil 27; percentil 75) de troponina
| cardiaca (ng/mL) e CK-MB (ng/mL) de 10 equinos no teste de baixa
intensidade e longa duracao (TLD) antes (1) e ap6s a suplementacgéo
com vitamina E (2).

Momentos
MO PE 1h 3h 6 h 12 h 24 h P
A A A A A A A
LD 1 1,56 1,61 1,50 1,56 1,58 1,38 1,29 0.443
(+0,40) (+0,39) (+0,21) (+0,34) (+0,39) (+0,57) (+0,28)
B B B B B B B
MDA LD 2 0,84 0,94 0,87 0,72 0,70 0,71 0,71 0,090
(+0,19) (+0,25) (+0,30) (+0,15) (+0,18) (+0,23) (+0,21)
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
0,03 0,03 0,03 0,07 0,03 0,04 0,03
TLD1 (0,02; (0,02; (0,00; (0,03; (0,01; (0,03; (0,01; 0,249
0,04) 0,04) 0,05 0,18) 0,06) 0,06) 0,04)
TIC 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
TLD2 (0,03; (0,03; (0,02; (0,04; (0,03; (0,03; (0,03; 0,960
0,06) 0,05) 0,06) 0,05\ 0,09 0,18) 0,05)
P 0,129 0,495 0,344 0,495 0,185 0,940 0,288
365° 3,40° 3,50 6,55 560 715> 3,75%®
TLD1 (2,83; (1,85, (2,80; (4,08, (3,98, (6,05 (3,20; 0,001
415) 358) 4,05 9,38) 7,76) 10,48) 6,58)
;KB' 345° 402 340® 6,10* 6,55®° 7,03° 4,35%®
TLD2 (2,93; (3,08, (3,00; (4,33; (4,35, (555, (3,75, 0,007
485) 4,98) 518) 8,08) 895 985 4,85)
P 0,411 0,107 0,791 0,471 0,449 0,762 0,910
0,23 0,25 0,22 0,24 0,22 0,30 0,28
TLD1 (+0,06) (+0,07) (0,10) (+0,06) (+0,09) (+0,10) (+0,09) 0,221
MIO 0,28 0,24 0,26 0,27 0,28 0,30 0,29
TLD 2 (x0,06) (+0,12) (+0,06) (+0,09) (+0,08) (+0,05) (+0,07) 0,707
P 0,108 0,757 0,187 0,442 0,143 0,888 0,625

MO: antes do exercicio, PE: imediatamente apds o exercicio, MDA: malondialdeido, TIC:
troponina | cardiaca, CK-MB: isoenzima MB da creatinoquinase, MIO: mioglobina.
Letras minusculas na mesma linha indicam diferenca estatistica entre momentos.

Letras maiusculas na mesma coluna indicam diferencga estatistica entre provas.
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Figura 1. Médias da concentracdo de malondialdeido (umol/L) de 10 equinos
submetidos ao teste de baixa intensidade e longa duragdo (TLD)
antes (1) e apds a suplementagcdo com vitamina E (2). * e ** indicam
diferenca estatistica entre provas (p<0,001, Tukey).

Figura 2. Medianas da concentragcdo de troponina | cardiaca (ng/mL) de 10
equinos submetidos ao teste de baixa intensidade e longa duracao
(TLD) antes (1) e ap6s a suplementagcédo com vitamina E (2).
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Figura 3. Médias da concentragcdo de mioglobina (ng/mL) de 10 equinos
submetidos ao teste de baixa intensidade e longa duragdo (TLD)
antes (1) e apds a suplementacao com vitamina E (2).

Figura 4. Medianas da concentragdo de CK-MB (ng/mL) de 10 equinos
submetidos ao teste de baixa intensidade e longa duracdo (TLD)
antes (1) e apds a suplementacdo com vitamina E (2). * e ** indicam
diferenca estatistica entre momentos dentro da mesma prova
(p<0,01, Kruskall-Wallis).
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DISCUSSAO

O exercicio prolongado de enduro promove o estresse oxidativo, sendo
avaliado pelo aumento dos niveis de MDA, Neste experimento, o exercicio
nao causou elevagdes na concentragcdo de MDA tanto em TLD1 como em
TLD2. Al-Qudah et al."” demonstraram aumento do MDA de 1,56 + 0,65
nmol/mL para 4,58 nmol/mL em equinos apdés completarem 90 km de uma
prova de enduro de 120 km, com variagdo de temperatura de 15 a 25°C e de
umidade de 30 a 32%. Marlin et al.’® também encontraram valores aumentados
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico, que incluem o MDA, apo6s prova
de enduro de 140 km, em condi¢gdes ambientais de 15 a 19°C de temperatura e
62 a 88% de umidade. A temperatura e umidade do saldo onde os animais
realizaram os testes neste estudo foram préximas das encontradas por Marlin
et al.”®. Segundo Mills et al.'®, o ambiente quente e imido parece aumentar a
lipoperoxidacado e exacerbar o estresse oxidativo. A temperatura e umidade
amenas do presente estudo possivelmente influenciaram nesse aspecto,
ocasionando menor taxa de peroxidagao lipidica. Acredita-se ainda que o
protocolo experimental e/ou possivelmente o bom condicionamento fisico dos
animais, embora n&o fossem treinados, nao permitiram demonstrar a evidéncia
classica de estresse oxidativo.

Williams et al.?®

relataram que o fornecimento de uma quantidade média
de 2.557 Ul do antioxidante por dia ndo estimulou o desempenho atlético
tampouco promoveu a melhoria na saude e bem-estar de um modo geral em
equinos participantes de prova de enduro de 80 km. Em contrapartida, de
acordo com os resultados, observou-se nitidamente o efeito benéfico da
suplementacdo com vitamina E ao diminuir os niveis do marcador de
lipoperoxidagao.

Segundo Atalay e Sen'™, um episddio de exercicio fisico agudo pode
causar danos oxidativos ao coragédo. No presente estudo, foi constatado um
pequeno aumento da concentragcdo de TIC em 3 h em TLD1, discretamente
acima do limite superior da variagao de normalidade descrita por Divers et al.?’
de 0,0 a 0,06 ng/mL, porém sem significancia. Michima et al.?? no encontraram
elevagao do nivel de TIC apo6s provas de enduro de 60, 80, 120 e 160 km,

mesmo nos animais desqualificados por alteragcdes metabdlicas, concluindo
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que esse tipo de exercicio ndo causa injurias cardiacas graves. Em desacordo,
Holbrook et al.® relataram aumento significativo de TIC apds competicdes de
enduro de 80 e 160 km. Os autores nao observaram efeito significativo da
distancia percorrida, da posicdo de chegada e da velocidade média sobre os
valores do marcador, incluindo os animais desqualificados, exceto na prova de
80 km da qual os animais desqualificados apresentaram maior concentracéo
em relacdo aos animais que nao alcancaram as 10 primeiras colocacgoes.
Assim, sugeriram que o exercicio de enduro causa certo grau de estresse
miocardico em alguns cavalos, apesar de que os fatores predisponentes
associados com o exercicio, como o nivel de condicionamento fisico e o
desequilibrio hidroeletrolitico, ndo foram determinados nesse estudo.

Embora os mecanismos de liberacdo de TIC induzida pelo exercicio
ainda nado tenham sido totalmente estabelecidos, especula-se que a via
principal seja por aumento da permeabilidade dos cardiomiécitos, que libera a
troponina dissolvida no citosol celular, causando pequena elevacao da proteina
na circulagéo, de maneira reversivel e ndo por uma necrose permanente como
ocorre no infarto do miocardio®?* Sabe-se que em caes a troponina livre no

1** e em humanos, 3,5%%°, sendo que na

citosol corresponde a 2 a 8% do tota
espécie equina esse valor ndo é conhecido.

Um fator importante a ser considerado com relagdo as divergéncias dos
dados na literatura sdo os diferentes sistemas analisadores que utilizam
aminoacidos distintos para composi¢do dos anticorpos monoclonais®?®. A
dificuldade em comparar os dados com os apresentados na literatura se deve a
essa divergéncia de metodologias e tipos de amostragem®. Ha necessidade de
um estudo amplo comparando os diversos tipos de kits analisadores comerciais
para determinacéo da TIC na espécie equina, como ja realizado para humanos,
ratos, cdes e macacos?’?%,

Observou-se aumento da CK-MB em 3 h em ambas as provas, porém
somente em 12 h foi significativamente maior em relagdo ao MO. Esses dados
sugerem que houve um leve estresse miocardico, mas sem significancia clinica

aparente. Michima et al.?®

nao verificaram aumento da CK-MB em equinos de
enduro, tanto os que finalizaram as provas como os desqualificados por causa
metabdlica ou claudicagdo. Os autores acreditam que a utilizagdo da CK-MB

como unico marcador cardiaco nao traz informacdes relevantes a respeito da
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integridade cardiaca sob influéncia do exercicio. Neste estudo, o aumento de
CK-MB foi acompanhado pela pequena elevacdo de TIC, embora tenha
ocorrido somente em TLD1, sugerindo o estresse miocardico. N&o foi
evidenciado o efeito protetor da vitamina E sobre o miocardio, uma vez que os
niveis tanto de TIC como de CK-MB n&o se alteraram apo6s a suplementacgao.
Quanto a concentragdo de mioglobina, as alteragbes ocasionadas pelo
exercicio e pela suplementacdo foram muito sutis. Com base nesses dados,
sugere-se que a utilizacdo desse marcador n&o seja adequada para avaliagao
miocardica em equinos submetidos a exercicio de baixa intensidade. Talvez

essa proteina seja mais util na avaliagdo da musculatura esquelética®.
CONCLUSOES

A partir dos resultados do presente estudo, foi possivel concluir que o
exercicio de baixa intensidade e longa duragdo promoveu um estresse
miocardico em equinos evidenciado pelo aumento de CK-MB, mas né&o foi
considerado grave. Verificou-se também o efeito benéfico da suplementagéo da
vitamina E pela diminuigdo da concentragdo de MDA plasmatica em todos os
momentos avaliados, porém ndo houve influéncia do antioxidante sobre
miocardio. Para uma melhor compreensao dos mecanismos de liberacao dos
marcadores cardiacos induzidos pelo exercicio, recomenda-se novas
pesquisas, principalmente que considerem os diferentes tipos de analisadores

na espécie equina.
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Albumina modificada pela isquemia como indicador da condigcao
isquémica do miocardio de equinos exercitados em diferentes

intensidades na esteira de alta velocidade

RESUMO

A albumina modificada pela isquemia (AMI) € considerada um marcador de
isquemia miocardica em humanos em contraste aos demais marcadores
cardiacos que séo liberados quando ocorre necrose. Pouco se sabe sobre suas
condi¢gbes de liberacdo no exercicio, sendo este o primeiro relato na espécie
equina. Desta forma, o presente estudo objetivou determinar a AMI para
avaliagéo da condig¢do isquémica do miocardio induzida pelo exercicio de alta e
baixa intensidades em equinos. Utilizaram-se 10 equinos, sendo cinco Arabes
e cinco Crioulos, machos e fémeas, clinicamente saudaveis e sem treinamento
prévio, os quais foram submetidos a um teste de rapida aceleragdo e curta
duracdo (TRA), considerado de alta intensidade e, sete dias ap6s, a um teste
de baixa intensidade e longa duragéo (TLD). As amostras de sangue foram
colhidas nos momentos antes, durante, imediatamente apos o término do teste
e aos 15 e 30 min subsequentes. Determinou-se a AMI, lactato e albumina
séricos e o malondialdeido (MDA) plasmatico. Nao se observou alteracdes
significativas na concentracao de AMI em nenhum dos testes, embora haja
uma leve tendéncia a diminuigdo dos valores. Houve correlagdo negativa entre
as concentragcbes de AMI e albumina em ambos os testes e entre AMI e lactato
em TLD, mas nao entre AMI e MDA. Concluiu-se que os testes TRA e TLD néao
promoveram alteracdes significativas na AMI, sugerindo-se que esse marcador
nao seja sensivel para avaliagdo da isquemia miocardica na espécie equina em
condi¢gbes de exercicio.

Palavras-chave: marcador de isquemia, malondialdeido, cavalo, fisiologia do

exercicio.

INTRODUGCAO

Em medicina esportiva equina, ha constante preocupagéo com a queda

de desempenho dos animais atletas em decorréncia de diversas disfuncdes
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organicas. Dentre elas, as cardiovasculares sdo responsaveis por alteracdes
que acarretam desde uma intolerancia ao exercicio até a morte subita e séo
referidas como a terceira maior causa de queda de desempenho1’2.

Sabe-se que o exercicio pode causar elevagdo de marcadores

bioquimicos cardioespecificos na corrente sanguinea®*°.

Entretanto, os
marcadores cardiacos disponiveis atualmente apresentam limitada
sensibilidade em casos de condigdo isquémica reversivel no inicio da les&0®.
Assim, a albumina modificada pela isquemia (AMI) emergiu como uma
modalidade diagnostica muito util para avaliar pacientes humanos com
sindrome coronariana aguda, correspondendo ao unico marcador de isquemia
aprovado pelo FDA americano (U.S. Food and Drug Administration)”®.

A porgao amino-terminal da albumina plasmatica normalmente tem
afinidade com metais de transicdo como o cobalto, cobre e niquel. Em
condi¢cdes de isquemia, a falta de oxigénio localizada em areas do coragao
induz uma série de reacdes envolvendo espécies reativas de oxigénio (ERO),
levando a alteragdo da estrutura amino-terminal da albumina e produzindo a

AMI com baixa afinidade aos metais®®°.

Sua mensuragédo é realizada
indiretamente pelo método de ligacdo do cobalto a albumina, sendo que uma
quantidade de cobalto constante reage com o soro do paciente e se liga a
albumina, enquanto que o cobalto ndo ligado remanescente € mensurado por
espectrofotometria®®.

Ha relatos que a concentracdo de AMI aumenta dentro de seis a 10
minutos apos o inicio da isquemia miocardica, permanecendo elevada por até
seis horas, permitindo a detecgdo de condicdo isquémica antes do
desenvolvimento de necrose miocardica evidenciada pela mensuragao de CK-
MB, troponina cardiaca e mioglobina®'®. Considerando a depuracéo da AMI, as
alteragcdes a molécula de albumina sdo reversiveis, e podem retornar as
condigbes pré-isquémicas em poucas horas (12 a 24 h) com a remog¢ao das
ERO ou rapida depuracdo devido a modificacbes conformacionais da
proteina’’. Piva et al.'? ainda sugerem que a AMI possa ser um indicador de
estresse oxidativo.

Muitos estudos foram realizados avaliando o valor da AMI como
marcador de isquemia em pessoas que realizaram diversos tipos de atividade

fisica” 114151617 gapbe-se que ndo ha uma resposta homogénea em alteracées
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dos niveis de AMI induzidas pelo exercicio e ha um consenso que novos
estudos devem ser realizados para suprir a caréncia dessas informagdes. Em
medicina veterinaria, ndo ha dados referentes a AMI, sendo o presente estudo
o primeiro relato de utilizagdo como marcador de isquemia cardiaca em
equinos. Deste modo, o presente estudo objetivou a determinagéo da albumina
modificada pela isquemia para avaliacdo da condi¢c&o isquémica do miocardio

induzida pelo exercicio de diferentes intensidades em equinos.
MATERIAL e METODOS

Animais

Utilizaram-se 10 equinos, sendo cinco da raga Puro Sangue Arabe e
cinco da raga Crioula, sem treinamento fisico por mais de um ano, com idade
variando de oito a 10 anos, peso médio de 372,1 + 32,9 kg, clinicamente
higidos. Os animais foram mantidos em piquetes do Hospital Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Campus de Botucatu, sob as mesmas condigdes de
manejo alimentar e sanitario. O manejo nutricional consistiu de alimentagéo a
base de feno de capim “coast-cross” (Cynodon dactylon), ragédo comercial para
equinos (Royal Horse Sport, Socil, Brasil), suplemento mineral (Equifos,

Matsuda, Brasil) e agua ad libitum.

Delineamento experimental

Os equinos foram submetidos a um teste padrdao de exercicio
progressivo em esteira de alta velocidade (Mustang 2200 AG, Kagra, Suicga)
inclinada a 6%, da qual a velocidade foi elevada gradualmente, com o protocolo
de exercicio proposto por Watanabe et al.”®. Utilizou-se a mascara de analise
de trocas gasosas e dados ventilatorios (Metavet, Cortex, Alemanha), para se
extrair a carga de trabalho para cada equino, com base no consumo maximo
de oxigénio (VOumax)'®, sendo o valor médio dos animais de 110,4 + 20,4
mL/kg/min.

Apoés sete dias do teste progressivo, os equinos foram submetidos ao
teste de rapida aceleracdo e curta duracédo (TRA). O teste, considerado de

exercicio predominantemente anaerébico (concentracao de lactato maior que 4
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mmol/L) consistiu, em esteira inclinada a 6%, um periodo de aquecimento de 5
min para a carga de trabalho de 50% do VO;nmax (velocidade média de 3,7 + 0,9
m/s), seguido por mais 5 min a velocidade de 1,5 m/s. A manta da esteira foi
entdo acelerada tao rapidamente quanto possivel para a velocidade individual
calculada, para alcangar uma carga de trabalho de 105% do VOzmax (velocidade
média de 9,2 + 2,1 m/s), com duracao de 90 s. O equino foi entdo submetido a
um periodo de desaquecimento consistindo de 5 min a velocidade de 3,0 m/s'®,
com a esteira na posi¢céo horizontal.

Sete dias apds o primeiro TRA, os equinos foram submetidos ao teste de
baixa intensidade e longa duracdo (TLD). O teste, considerado de exercicio
predominantemente aerébico (concentragcido de lactato inferior a 4 mmol/L), foi
realizado com a esteira inclinada a 6%, a velocidade de 35% do VOgzmsx de
cada animal pelo periodo de 60 min'® correspondendo a uma velocidade média
de 2,3+ 0,5 m/s.

Colheita e processamento das amostras

No dia dos testes, cada equino foi preparado para o exercicio que
consistiu da cateterizacdo da veia jugular com o uso de cateter 14 G,
conectado a um extensor acoplado a uma torneira de trés vias, para proceder a
colheita de sangue mediante auxilio de seringa de 20 mL. As amostras obtidas
foram transferidas para tubos contendo ativador da coagulacao para obtencéo
de soro, e tubos com EDTA potassico. No circuito, apés cada colheita, foi
infundida solucéo fisiolégica heparinizada (1.000 Ul a cada 1 L de solugéo),
para evitar coagulacdo de sangue no mesmo. O soro e o plasma foram
imediatamente separados e congelados a -80°C até serem processadas.

As colheitas de sangue foram realizadas nos momentos MO (antes do
exercicio), DE (durante o exercicio), PE (imediatamente apo6s) e aos 15 min e
30 min ap6s o término do teste. No TRA, o momento durante o exercicio
compreendeu apdés o animal completar a velocidade de 105% do VOzmax,
enquanto que no TLD correspondeu aos 30 minutos de exercicio, ou seja, apos
completar metade do protocolo.

A concentracéo sérica de AMI foi determinada pela técnica de ligagéo da
albumina ao cobalto descrita por Bar-Or et al.?°, sendo os resultados expressos

em unidades de absorbancia (ABSU). Analisou-se ainda as concentracdes
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séricas de albumina e lactato séricos por meio de kit comercial (Bioclin,
Quibasa, Belo Horizonte, Brasil) e analisador bioquimico automatico (Cobas
Mira Plus, Roche, Montclair, EUA), e de malondialdeido plasmatico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, Shimadzu Corp., Téquio,

Japao), segundo Nielsen et al.?".

Analise estatistica

Realizou-se a analise estatistica, inicialmente pela analise descritiva das
variaveis e a comparagao entre os grupos pela analise de variancia e posterior
teste de multipla amplitude de Tukey. As correlacbes entre a AMI com as
variaveis albumina, lactato e MDA foram determinadas pelo teste de Pearson.

Todas as analises foram consideradas significativas quando P<0,05.
RESULTADOS

Considerando as ragas de equinos utilizadas, ndo houve diferenga
estatistica entre as variaveis e, assim, os dados estdo apresentados em
conjunto. As concentragdes séricas de AMI, albumina e lactato e os niveis de
malondialdeido plasmaticos estdo apresentados na Tabela 1. O exercicio fisico
promoveu discreta reducdo da concentracdo de AMI em ambas as provas,
porém sem significAncia. A albumina se elevou discretamente durante o
exercicio no TRA e imediatamente ap6s no TLD, porém sé houve diferenca
estatistica entre DE e 30 min (P=0,012). Como esperado, os niveis de lactato
aumentaram estatisticamente no teste de alta intensidade (TRA),
permanecendo elevados até 30 min (P<0,01), o que ndo ocorreu no teste de
baixa intensidade (TLD). Observou-se aumento do MDA em ambas as provas,
sendo que os valores de TLD foram sempre maiores que TRA, porém sem
diferenca significativa.

A AMI nao apresentou correlagdo com o lactato em TRA (r=-0,20;
P=0,167), ao contrario de TLD (r=-0,39; P=0,0047), embora considerada baixa,
foi significativa. As correlacbes entre AMI e albumina também foram
consideradas baixas mas significativas tanto em TRA (r=-0,37; P=0,007) como
TLD (r=-0,30; P=0,0349). Nao houve correlacdo entre a albumina modificada
pela isquemia e MDA (TRA: r=-0,17; P=0,241, TLD: r=-0,054; P=0,711).
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Tabela 1. Médias (+ desvios-padrao) da albumina modificada pela isquemia
(ABSU), albumina sérica (g/dL), lactato sérico (mmol/L) e de
malondialdeido (umol/L) de dez equinos no teste de rapida
aceleracéo e curta duracéo (TRA) e no teste de baixa intensidade e
longa duracgao (TLD).

Momentos
MO DE PE 15 min 30 min P
0,292 0,250 0,242 0,261 0,276
TRA (+0,056)  (+0,056) (+0,071)  (+0,059)  (+0,057) 0,943
AMI 0,277 0,276 0,246 0,253 0,250
TLD (£0,021)  (+0,043)  (£0,026)  (£0,023)  (+0,026) 0,062
P 0,478 0,274 0,882 0,711 0,228
ab a ab ab b
TRA 3,54 3,72 3,66 3,44 3,35 0.012
(0,27)  (x0,17)  (#0,27)  (#0,27) (+0,16)
ALB 3,50 3,47 3,63 3,55 3,48
TLD (0,29)  (+0,44)  (x0,31) (£0,31) (£0,27) 0,5887
P 0,774 0,132 0,856 0,464 0,235
a Abc Ab Abc Ac
TRA 3,77 18,44 21,07 18,43 15,15 <0,01
(+1,32)  (¥3,28)  (#0,57)  (3,47) (+5,96)
B B B B
LAC TLD 3,74 3,58 4,26 4,28 4,04 0,809
(1,43)  (1,17)  (¢1,59) (£1,70) (+1,47)
P 0,973 <0,001 <0,0001 <0,001 <0,001
1,38 1,47 1,54 1,41 1,38
TRA (x0,35)  (¢0,40)  (+0,38) (£0,27) (£0,28) 0,811
MDA 1,56 1,52 1,61 1,55 1,50
TLD (£0,40)  (+0,33)  (#0,39)  (+0,35) (£0,28) 0,848
P 0,296 0,742 0,661 0,344 0,351

MO: antes do exercicio, DE: durante o exercicio, PE: imediatamente apds o exercicio, AMI:
albumina modificada pela isquemia, ALB: albumina, LAC: lactato, MDA: malondialdeido.

Letras minusculas na mesma linha indicam diferenca estatistica entre momentos.
Letras maiusculas na mesma coluna indicam diferenca estatistica entre provas.

DISCUSSAO

humanos,

tanto em exercicio submaximo

7,15,17

Muitos trabalhos relatam a diminuicdo da AMI apos atividade fisica em

como em provas de
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maratona'®?*. De acordo, os dados do presente trabalho indicaram uma leve
tendéncia a redugdo dos valores de AMI séricos induzida pelo exercicio,
embora sem significancia.

Sbarouni et al.'® observaram que o nivel de AMI diminuiu
significativamente no pico do exercicio submaximo em esteira, comparado ao
de repouso e retornou ao normal apdés 60 min. Sugeriram, entdo, que a AMI
parece nao refletir a isquemia miocardica, propondo que a hemoconcentragcao
que ocorre durante o exercicio deve aumentar a concentracdo de albumina e
subsequentemente diminui a por¢éo nao ligada de cobalto, podendo causar um
falso negativo. Corroborando com essas informagdes, um estudo em pacientes
com suspeita de doenca coronariana verificou menores niveis de AMI apds
exercicio submaximo, obtendo-se uma correlagdo negativa entre as
concentracdes de AMI e albumina (r=-0,484; P=0,002)"°.

Lee et al."’

, que também verificaram a diminuicdo da AMI p6s-exercicio
submaximo em esteira, ndo encontraram correlacdo entre AMI e albumina,
sugerindo uma possivel interferéncia do lactato sobre a determinacéo de AMI,
uma vez que concentragdes in vitro de 3 a 11 mmol/L de lactato reduziram os
valores de AMI de 7 a 25%%. De fato, Kim et al.” verificaram correlagéo entre a
AMI e o lactato ap6s exercicio submaximo em esteira (r=-0,61; P<0,01). No
presente estudo, no teste de alta intensidade, os menores valores de AMI se
devem a influéncia da hemoconcentragcdo, pois houve boa correlacao do
marcador de isquemia com a albumina sérica, mas nao houve interferéncia do
lactato.

Apple et al.”® e Middleton et al.? relataram que a concentragdo de AMI
diminuiu imediatamente apds o exercicio comparado ao pré-exercicio em
maratonistas. Ambos os estudos n&do estabeleceram correlacédo entre AMI e
albumina, e ainda questionaram a eficacia da AMI em determinar isquemia
cardiaca produzida por exercicio. Com base nos resultados apresentados no
teste de baixa intensidade e longa duragdo, houve uma possivel interferéncia
da albumina e do lactato sobre os valores diminuidos de AMI devido as baixas,

1.?2 ainda

porém significativas correlagcdes entre as variaveis. Middleton et a
sugerem que, uma vez que a albumina facilita o transporte e metabolismo dos

acidos graxos livres, € possivel que a redugao da relagdo AMl:albumina total
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seja em fungdo da maior utilizagdo desses acidos graxos durante o exercicio
prolongado.

Como nao houve correlacdo entre os valores de AMI e de MDA, este
estudo ndo recomenda a determinagdo da AMI como marcador de estresse

oxidativo, como reportado por Piva et al.'?

, em exercicios de alta e baixa
intensidades. Entretanto, sugere-se que a AMI possa ser associada ao MDA
em outras situagdes, como nas enfermidades miocardicas isquémicas, uma vez
que esta relacionada com a producéo de espécies reativas de oxigénio.

Como os mecanismos de alteracdo da AMI durante o exercicio nao
foram estabelecidos, possivelmente, fatores interferentes como a albumina ou
lactato devem ser considerados, além de outros tecidos predispostos a
isquemia além do miocardio®>. Embora os dados da literatura sugiram que o
exercicio nao promove qualquer ou alguma isquemia miocardica, acredita-se
que ha isquemia cardiaca induzida pelo exercicio, todavia a AMI n&o seria um
bom marcador para essa determinacao. Novos estudos devem ser realizados a
fim de averiguar essas informacgdes e estabelecer se a AMI é sensivel para a
determinacdo da condicdo isquémica no equino em situagdes além do

exercicio fisico.
CONCLUSOES

Concluiu-se que os exercicios de alta e baixa intensidades nao
promoveram alteragdes significativas na albumina modificada pela isquemia,
sugerindo que esse marcador nao foi sensivel para esse tipo de avaliacédo na

espécie equina.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os marcadores de peroxidacao lipidica e a vitamina E s&do os mais
extensivamente estudados com relagdo a formacdo e redugcéo do estresse
oxidativo, respectivamente, induzido pelo exercicio fisico. Entretanto, ha uma
ampla variagéo de resultados e ndo foram estabelecidos ainda os beneficios
reais da utilizacdo desse antioxidante.

Com base nos resultados do presente estudo, observou-se que os
exercicios de rapida aceleragdo e curta duragédo, considerado de alta
intensidade, e de baixa intensidade e longa duragdo promoveram um estresse
miocardico em equinos evidenciado pelo aumento de CK-MB, mas n&o foi
considerado grave. Houve ainda o efeito benéfico da suplementagdo da
vitamina E pela diminuigdo da concentragdo de MDA plasmatico em ambos os
tipos de exercicio, e de TCIl sérica no teste de rapida aceleragédo e curta
duracdo. Contudo, para uma melhor compreensdo dos mecanismos de
liberacédo dos marcadores cardiacos induzidos pelo exercicio, s&o necessarios
novos estudos, principalmente que considerem os diferentes tipos de
analisadores na espécie equina.

A albumina modificada pela isquemia ndo se mostrou eficaz na detecgao
de isquemia miocardica nos equinos avaliados, uma vez que os exercicios de
alta e baixa intensidades nao promoveram alteracdes significativas. Sugeriu-se
que esse marcador néo foi sensivel para esse tipo de avaliagdo na espécie
equina. Ha necessidade ainda de averiguar se ocorre isquemia cardiaca
induzida pelo exercicio, aléem de se estabelecer em quais outras condi¢cdes que

a AMI se mostra sensivel em cavalos.
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