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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa apresenta impacto potencial relevante ao propor um modelo experimental
minimamente invasivo para induzir resposta inflamatdria aguda em equinos por meio do exercicio
fisico controlado. Ao substituir protocolos dolorosos tradicionalmente usados em pesquisas
inflamatdrias, o método reforca os principios dos 3Rs (substitui¢do, reducdo e refinamento) e
promove maior respeito ao bem-estar animal.

No ambito cientifico, o estudo demonstra que o exercicio intenso é capaz de gerar
inflamacéo transitéria monitoravel por diversos biomarcadores, oferecendo um modelo seguro e
reprodutivel para testar a eficacia de anti-inflamatorios e aprimorar o entendimento de processos
fisioldgicos associados ao esforgo fisico.

Do ponto de vista social, contribui com préaticas mais éticas na experimentacao, além de
beneficiar a equinocultura brasileira setor de grande relevancia econémica e empregadora de
milhdes de pessoas ao melhorar 0 manejo e a avaliagdo de salde de equinos atletas e de trabalho.

Quanto ao impacto econémico, o modelo pode reduzir custos e otimizar o
desenvolvimento de novos farmacos veterinarios, estimulando inovagdo tecnoldgica e
fortalecendo a industria de satde animal.

A pesquisa se alinha diretamente aos ODS 3 (Saude e Bem-Estar), ODS 9 (Industria,
Inovacdo e Infraestrutura), ODS 12 (Consumo e Producdo Responsaveis) e ODS 15 (Vida
Terrestre), promovendo ciéncia ética, sustentavel e de impacto pratico na sociedade.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This research presents relevant potential impact by proposing a minimally invasive
experimental model to induce acute inflammatory response in horses through controlled physical
exercise. By replacing traditionally painful protocols used in inflammation studies, this method
reinforces the principles of the 3Rs (replacement, reduction, and refinement) and promotes greater
respect for animal welfare.

From a scientific perspective, the study demonstrates that intense exercise can generate
a transient inflammatory response measurable through several biomarkers, offering a safe and
reproducible model for testing anti-inflammatory drugs and improving the understanding of
physiological processes associated with physical effort.

In terms of social impact, it contributes to more ethical experimentation practices and
benefits the Brazilian equine industry—a sector of major economic relevance—by improving the
management and health assessment of athletic and working horses.

Regarding the economic impact, the proposed model may reduce costs and optimize the
development of new veterinary drugs, stimulating technological innovation and strengthening the

animal health industry.



This research aligns with the Sustainable Development Goals (SDGs), especially SDG
3 (Good Health and Well-Being), SDG 9 (Industry, Innovation, and Infrastructure), SDG 12
(Responsible Consumption and Production), and SDG 15 (Life on Land), promoting ethical,

sustainable, and socially relevant science.
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RESUMO

O exercicio fisico pode provocar alteracdes transitorias na homeostase de equinos,
podendo desencadear resposta inflamatoria aguda fisiologica. Avaliou-se a aplicabilidade
do exercicio fisico como modelo experimental para inducdo do processo inflamatorio,
seis equinos adultos (15 +4 anos; 410 +44 kg) foram submetidos a0 teste de esforco
incremental (TEI), com avaliacdes clinicas, laboratoriais e histopatologicas realizadas
antes, durante e ap6s o exercicio. Os animais foram utilizados em trés grupos: controle
(GC), dexametasona intravenosa (GDEXIV) e intramuscular (GDEXIM), com dose
reduzida de 0,006 mg/kg administrada preemptivamente, 10 minutos antes do TEI, em
delineamento crossover com washout de quatro semanas. Observaram-se alteracdes
estatisticamente significativas, independente do grupo experimental, na temperatura retal
(p<0,05), glicemia (valores médios de até¢ 125 mg/dL), lactatemia (até 9,3 mmol/L),
leucocitose (13,8 x 103/ulL) e aumento da atividade da enzima CK (até¢ 548 U/L). A
termografia revelou incremento na temperatura da caruncula ocular (até 36,4 °C) e nos
membros toracicos (articulacao carpica) (até 34,7 °C). Os eicosanoides 11-HETE e TBX2
apresentaram elevacdo ap6s o esforco. Animais tratados com dexametasona
demonstraram reducdo das concentracBes de cortisol (até 38%) em ambos os grupos e
progesterona (até 42%) no grupo GDEX IM. Néao houve diferencas entre 0s grupos para
cortisona, corticosterona e fator ativador de plaquetas (PAF). A analise histopatoldgica
evidenciou infiltrado inflamatdério em amostras musculares todos os grupos. Conclui-se
que o exercicio fisico agudo induziu inflamacdo transitoria em equinos, sendo modelo
experimental com potencial para estudos farmacoldgicos e clinicos sobre a eficacia anti-
inflamatdria nesta espécie.

Palavras-chave: biomarcadores; dexametasona; equinos; exercicio fisico; farmacologia;

inflamacéo.



ABSTRACT

Physical exercise can induce transient alterations in equine homeostasis, potentially
triggering a physiological acute inflammatory response. The applicability of physical
exercise as an experimental model for inducing inflammatory processes was evaluated.
Six adult horses (15 * 4 years; 410 + 44 kg) were subjected to an incremental exercise
test (IET), with clinical, laboratory, and histopathological assessments performed before,
during, and after exercise. The animals participated in three groups: control (CG),
intravenous dexamethasone (GDEX 1V), and intramuscular dexamethasone (GDEX IM),
using a reduced preemptive dose of 0.006 mg/kg administered 10 minutes prior to the
IET, in a crossover design with a four-week washout period. Statistically significant
changes were observed, regardless of experimental group, in rectal temperature (p <
0.05), blood glucose (mean values up to 125 mg/dL), blood lactate (up to 9.3 mmol/L),
leukocytosis (13.8 x 103/uL), and creatine kinase activity (up to 548 U/L). Thermography
revealed an increase in ocular caruncle temperature (up to 36.4 °C) and in the thoracic
limbs (carpal joint) (up to 34.7 °C). The eicosanoids 11-HETE and TBX2 increased after
exercise. Dexamethasone-treated horses showed reduced cortisol concentrations (up to
38%) in both groups and decreased progesterone levels (up to 42%) in the GDEX IM
group. No differences were found among groups for cortisone, corticosterone, or platelet-
activating factor (PAF). Histopathological analysis revealed inflammatory cell infiltration
in muscle samples from all groups. It is concluded that acute physical exercise induced
transient inflammation in horses, supporting its use as an experimental model with
potential applications for pharmacological and clinical studies on anti-inflammatory
efficacy in this species.

Keywords: biomarkers; dexamethasone; inflammation; horses;physical exercise;

pharmacology.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

Com o passar dos anos, a equinocultura vem evoluindo de forma crescente, sendo
constatada semelhante evolucéo na medicina esportiva equina (Primiano, 2010). Tal fato
ocorreu devido a modificacdo da funcéo zootécnica dos equinos, passando de individuos
destinados ao trabalho para animais usados nos esportes, com niveis de performance cada
vez mais elevados. Para monitorar e acompanhar a aptidao aerébia dos animais, novas
técnicas de avaliacdo foram desenvolvidas e aprimoradas ao longo dos anos (Van Weeren,
2017).

O complexo do agronegdcio do cavalo no Brasil tem se destacado como segmento
econbémico importante. O rebanho equino brasileiro é considerado o terceiro maior
rebanho do mundo, com cerca de cinco milhGes de cabecas. A evolucdo do mercado
hipico vem ocorrendo, sendo que em 2006 a movimentacao financeira estava em R$ 7,5
bilhdes reais. Em 2016, houve aumento para R$ 16,15 bilhdes, gerando 3,2 milhdes de
empregos diretos e indiretos (Lima et al., 2006; Arruda; Cintra, 2016). Aproximadamente
1% desses animais sdo utilizados em esportes equestres diversos, tais como hipismo,
concurso completo de equitacdo, enduro, rédeas, apartacdo, vaquejada, polo,
adestramento, entre outros (Sales, 2018).

Dados recentes indicam que o setor equestre brasileiro movimenta
aproximadamente US$ 48,18 milhdes apenas no mercado de equipamentos para cavalos
em 2024 (COGNITIVE MARKET RESEARCH, 2024). Além disso, o mercado brasileiro
de inseminacdo equina gerou cerca de US$ 29,4 milhdes no mesmo ano, com perspectiva
de crescimento continuo até 2033 (GRAND VIEW RESEARCH, 2024). Esses himeros

evidenciam a relevancia econémica crescente da criacdo, manejo e performance de



equinos no Brasil, reforcando a aplicabilidade de modelos experimentais de exercicio
fisico em equinos de desempenho.

A espécie equina pode ser modelo experimental valioso para estudar ajustes
fisioldgicos induzidos pelo exercicio agudo, possiveis de serem monitorados e
quantificados. No campo em questdo, o cavalo pode funcionar como modelo bioldgico
viavel para andlise de citocinas inflamatorias produzidas por uma Unica sessdo de
exercicio intenso (Lee et al., 2019).

Considerando estudo recente que descreveu a ocorréncia do aumento da resposta
de fase aguda em equinos submetidos a teste de esforco fisico de alta intensidade
(Assuncdo et al., 2019), nosso grupo de pesquisa observou resposta de fase aguda em
cavalos de polo submetidos a uma partida treino (Gondin et al., 2013). Além disso, existe
também relato sobre a influéncia do exercicio fisico na homeostase articular e tendinea,
sendo uma forma de determinar processos inflamatdrios decorrentes da carga de exercicio
(Te Moller; Van Weeren, 2017).

A partir do exposto, pressupde-se que a utilizacdo do teste de esforco para gerar
alteracBes reversiveis na homeostase dos equinos seja ferramenta auxiliar de
pesquisadores para avaliar mudancas fisiologicas em diferentes sistemas, incluindo a
resposta inflamatoria (De Solis, 2019).

Na medicina esportiva equina, o teste de esforco incremental (TEI) é um dos
principais métodos de avaliacdo. Eles podem ser realizados tanto a campo quanto em
esteira. Também se evidenciam anélises de frequéncia cardiaca e lactato, pois, a partir
delas, é possivel estipular niveis de desempenho, além de prescrever cargas externas
(velocidade, tempo, altura do salto) e internas (% da FC e valores de lactatemia)
(Munsters et al., 2014; Allen et al., 2016). Em adicdo, é possivel realizar estudo da

cinética enzimatica sérica da enzima creatina fosfoquinase, biomarcador muscular que



verifica o0 grau de aumento da permeabilidade sarcoplasmatica (Cerqueira et al., 2018).
Ademais, quando pensamos em metabolismo oxidativo, ha a possibilidade de avaliar o
consumo de oxigénio VO (Allen et al., 2016).

O exercicio induz ajustes metabolicos e fisiologicos transitorios, que sdo similares
a resposta estressante. Ha elevacéo de variaveis hematoldgicas e cardiovasculares, como
0 hematocrito e a frequéncia cardiaca, bem como de parametros metabdlicos e
inflamatdrios, como glicose, lactato e interleucina-6 muscular e plasmatica, os quais, em
ultima instancia, podem indicar condi¢cGes mérbidas associadas a processos patolédgicos.
No entanto, processos fisiopatogénicos que, na maioria das vezes, sao revertidos somente
por meio de intervencgdes terapéuticas podem, por outro lado, ocorrer durante a pratica de
exercicio fisico de maneira transitéria ou reversivel per se (Arazi et al., 2018; Testa,
2020).

Na literatura, sabe-se que o exercicio promove elevagdo na atividade simpatica,
reduzindo o ténus parassimpatico. Tal estimulo induz efeito cronotropico e inotrépico
cardiaco positivo contribuindo para redistribui¢do do fluxo sanguineo para a musculatura
esquelética ativa (Sales et al., 2019). Nesse caso, ao término do esfor¢o fisico, ocorre
recuperacdo com tendéncia clara a homeostase.

Além disso, é amplamente conhecido que o exercicio causa microlesdes por meio
de ruptura miofibrilar ultraestrutural, associada a efluxo sistémico de enzimas musculares
tal como a creatina quinase (CK), que sdo primordiais para a adaptacdo do organismo ao
esforgo fisico (Mello et al., 2016). Essas microlesGes produzem resposta inflamatoria
classica (Chazaud, 2016; Cheng et al., 2020), podendo ocorrer também nos equinos
(Liburt et al., 2010; Lee et al., 2019).

Simultaneamente, ha a sinalizacdo do sarcolema devido a estimulos induzidos

pelas microlesdes, promovendo liberagdo de prostaglandinas, prostaciclinas, leucotrienos



e tromboxanos, mediadores derivados no metabolismo do acido araquidénico. O acido
araquidénico estd localizado na camada fosfolipidica da membrana celular, e seu
metabolismo regula atividade quimiotatica, aumentando a permeabilidade vascular,
promovendo vasodilatacdo, ocasionando sinais classicos do processo inflamatorio
tecidual (Markworth et al., 2018).

Dados obtidos em estudos recentes demonstraram que 0 exercicio agudo
proporciona modificacdo transitdria na contagem de neutréfilos, monacitos e linfocitos,
além de auxiliar como modulador do sistema imunoldgico devido as alteracdes dos
linfécitos (Haspel et al., 2017; Alawna et al., 2020; Da Silveira et al., 2021). Ademais,
sdo perceptiveis 0s aumentos nas concentracGes de cortisol e na expressdo génica
muscular de citocinas inflamatorias (Ferraz et al., 2010; Lee et al., 2019; Trindade et al.,
2020), seguidos de aumento nas citocinas anti-inflamatérias (TNF-a., IL-1, IL-6, IL-10,
IL-1ra, IL-8, IL-15) presentes no sangue e na musculatura esquelética estriada de equinos
(Nieman et al., 2001; Mooren et al., 2002; Liburt et al., 2010; Witkowska-Pitaszewicz et
al., 2019).

A reparacdo do tecido muscular esquelético ap6s microlesdo, induzida pelo
exercicio é complexa, envolvendo interacdes entre células inflamatdrias, células satélites,
fibroblastos e células endoteliais, e uma série de mediadores inflamatdrios secretados por
essas células. Importante, a inflamacéo caracterizada pela resposta celular da musculatura
lesionada é obrigatoria para a reparacdo tecidual adequada, ocorrendo, especificamente
no musculo esquelético, regeneragdo funcional completa (Chazaud, 2016; Cheng et al.,
2020).

Tal inflamag&o da musculatura esquelética, induzida pelo exercicio, engloba fases
sequenciais, incluindo: i) preparagdo da resposta inflamatdria, caracterizada por

infiltracdo de células imunes no local das microlesbes musculares e liberacdo de



mediadores pro-inflamatdrios; ii) a resolucdo da inflamacéo, caracterizada por mudanca
de ambiente pro-inflamatério para estabelecimento da agdo anti-inflamatoria; iii)
reparo/regeneracao tecidual, incluindo angiogénese, matriz remodelacdo e retorno a
homeostase. Quase todos os tipos de celulas imunes participam desse processo
inflamatdrio, ressaltando-se que macrofagos sdo fundamentais em todas as fases e
participam tanto da etapa inicial da inflamacéo quanto da etapa de reparacdo muscular
(Minari et al., 2015; Chazaud, 2016; Zuntini, 2019).

No controle e mitigacdo da inflamacdo em cavalos utilizados no esporte, anti-
inflamatdrios sdo amplamente empregados, especialmente nas enfermidades musculo-
esqueléticas, sendo a dexametasona um corticosteroide de uso frequente, por sua potente
acao anti-inflamatdria e capacidade de restaurar mais rapidamente a funcdo locomotora e
0 desempenho atlético. (Mizen et al., 2017; McClure et al., 2021). Na espécie equina,
inimeros estudos, com objetivos distintos, foram realizados utilizando a dexametasona
(Authie et al., 2010; Soma et al., 2012; Mizen et al., 2017; Haspel et al., 2018; Ekstrand
et al., 2019; Knych et al., 2020; McClure et al., 2021; Pinnell et al., 2023). Um dos
trabalhos verificou se a biodisponibilidade plasmatica da dexametasona poderia ser
modificada pelo exercicio moderado e prolongado. Os autores demonstraram que,
independentemente da via de aplicacéo, i.v. ou i.m., nos animais submetidos a sessdo de
exercicio, existiu incremento da meia-vida da dexametasona devido a provavel reducéo
do clearance hepético, quando comparado a equinos em repouso (Authie et al., 2010).

McClure et al. (2021), por sua vez, estudaram equinos das ragas puro sangue
inglés (PSI) e quarto de milha (QM), que receberam 20 mg de fosfato sodico de
dexametasona por via intravenosa. Os pesquisadores relataram que n&o houve diferengas
estatisticamente significativas nas concentragcdes sanguineas de dexametasona entre 48 e

72 horas apos a aplicacéo do farmaco, independentemente da idade, sexo, raga ou nimero



de administracbes. Num experimento concomitante, afirmaram que a dexametasona
poderia provocar efeitos de contaminacdes cruzadas entre equinos alojados no mesmo
ambiente.

Outro estudo em equinos descreveu que a utilizacdo da dexametasona por
diferentes vias de administracdo parenterais, oral ou intra-articular promoveu distribuicéo
sistémica semelhante (Soma et al., 2012). Além disso, outras pesquisas que focaram a
espécie informaram que a dexametasona induziu elevacdes na lactatemia (Mizen et al.,
2017) ou na glicemia (Ekstrand et al., 2019).

Portanto, esses biomarcadores do metabolismo de carboidratos podem ser
utilizados para avaliar a acdo da dexametasona, sendo que a glicemia elevada, em
particular, induzida pela acdo desse medicamento, estaria relacionada ao possivel efeito
antirreumatico na espécie humana (Ekstrand et al., 2019). Ainda, estes ultimos autores
sugeriram que o controle da glicemia seria fator relevante para o controle antidopagem
da dexametasona em cavalos atletas.

Por fim, ressalta-se o estudo de Knych et al. (2020), no qual os equinos tratados
com dexametasona pelas vias intravenosa ou oral obtiveram inibicdo do quadro
inflamatdrio induzido ex vivo. Quantificaram-se biomarcadores inflamatérios tais como
prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina alfa F2 (PGF2a), leucotrieno B4 (LTB4), entre
outros, tendo o efeito perdurado por sete dias.

Devido ao contexto apresentado, a hipotese desta pesquisa € que uma nica sessao
de exercicio agudo, realizada com carga externa proxima a 90% da frequéncia cardiaca
méaxima (90% FCmaéx), é capaz de induzir uma resposta inflamatoria classica e transitoria.
Essa resposta, por sua vez, pode ser controlada pela administracdo parenteral e
preemptiva de anti-inflamatorios esteroidais (AIEs), farmacos que atuam na inibicao da

fosfolipase A2 e blogueiam a degradacdo do &cido araquidbnico. Essa enzima participa



da primeira etapa da via enzimatica que converte o acido araquidonico em eicosanoides
(prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas) e induz inflamacdo na espécie equina
(Knych, 2017; Mizen et al., 2017, Ekstrand et al., 2019; Carvalho et al., 2024).

As pesquisas envolvendo a inducdo da inflamacdo em equinos normalmente
utilizaram alguns protocolos que provocam algesia intensa, tais como implantes de
carragenina (Hunter et al., 1999), hemartrose iatrogénica (Judy e Galuppo, 2005) e
aplicacdo de adjuvante de Freund (Pozzobon et al., 2008). O modelo mais comum para
essa inducdo € a administracdo intra-articular de lipopolissacarideo (LPS), que induz
sinovite aguda, moderada e transitdria, sendo que este protocolo é frequentemente
utilizado para avaliar tanto a eficacia de anti-inflamatdrios nao esteroidais (Van de Water
et al., 2021; Carvalho et a., 2024), como a analgesia mediada por opioides (Carregaro et
al., 2014).

A partir do exposto, nota-se que a utilizacdo de modelo experimental
minimamente invasivo para induzir processo inflamatério moderado e possivel de ser
controlado por meio da utilizacdo de agentes anti-inflamatorios na espécie equina €
necessaria. Dessa maneira, justifica-se 0 uso de exercicio fisico intenso e agudo para
induzir inflamacdo (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000; Lavin et al., 2020; Methenitis et
al., 2021) e para, em seguida, tentar controla-la com a administracdo parenteral de anti-
inflamatorios.

Contudo, outro aspecto a ser considerado é a experimentac¢do clinica com
animais, que provoca cada vez mais preocupacoes publicas, sociais e até mesmo politicas.
Diante dessa realidade, por vezes controversa, provocada pelo emprego de animais em
pesquisa, o protocolo experimental aqui proposto, de utilizagdo do exercicio fisico para
inducdo de resposta inflamatoria (Liburt et al., 2010; Gondin et al., 2013; Cheng et al.,

2020), esta de acordo com o conceito 3Rs (substituicdo, reducéo e refinamento). Ademais,



podera ser utilizado pela comunidade cientifica que estuda efeitos de moléculas antigas
ou novas de anti-inflamatorios, ndo somente em equinos, mas também em outras espécies
de interesse, como cées e até mesmo a espécie humana.

Finalmente, destacam-se as recentes normativas publicadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Segundo a Resolucdo
Normativa N. 25, de 29 de setembro de 2015, os pesquisadores devem estar cientes de
que a dor e o sofrimento dos animais devem ser mitigados ou evitados. A resolucéo
informa ainda que esse aspecto relacionado ao bem-estar é tdo importante quanto atingir
objetivos cientificos e estimula o uso de ensaios alternativos em relacdo ao uso de animais

em experimentacéo.



CONCLUSAO
Conclui-se que no presente protocolo de exercicio e a aplicacdo previa

de glicocorticoide ndo modificou os valores do PAF em equinos.
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