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ASSUNCAO, P. C.F. Eletroforetograma das proteinas do soro de equinos
submetidos a diferentes protocolos de exercicio. Botucatu, 2013. 84 p.
Dissertacédo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O exercicio de alta intensidade em animais esta associado a leséo de
células musculares e a inducdo da resposta de fase aguda (RFA). Uma das
alteragdes provocada por esta RFA é o estimulo da sintese de proteinas de
fase aguda pelo figado e por 6rgdos extra-hepaticos. Esta RFA é rapida e néo
especifica. Foram utilizados dez equinos das ragas Puro sangue Arabe (n=5) e
Crioula (n=5), submetidos a testes de exercicio de rapida aceleracdo e curta
duracdo predominantemente anaérobico (TRA) e exercicios de baixa
intensidade e longa duragdo (TLD) predominantemente aerdbico em esteira.
Amostras de sangue venoso foram colhidas antes do inicio do exercico (T0) e
em diferentes momentos apos o exercicio: imediatamente apo6s (T1), 30
minutos (T2), 03h (T3), 12h (T4), 24h (T5) e 48h (T6) ap6s o exercicio. A
avaliacao dos protocolos de exercicio baseou-se na avaliacédo da atividade
sérica de creatina quinase (CK) e na dosagem de fibrinogénio e proteinas de
fase aguda por SDS-PAGE. Observou-se diminuigdo nas concentragbes de
haptoglobina (p<0,05) no TRA, entre os momentos T1 e T2 e entre T1 e T4
ap6s a pratica do mesmo. As concentragcbes de albumina apresentaram
aumento (p<0,05) no T2, no protocolo TLD. Os valores de a-1 glicoproteina
acida apresentaram aumento significativo (p<0,05) quando comparados os
protocolos TRA E TLD no T2.

Palavras chave: equinos, resposta de fase aguda, proteinas séricas,

creatina quinase.



ASSUNCAO, P. C.F. Electrophoretogram of serum proteins in horses
subjected to different exercise protocols. Botucatu, 2013. 84p. Botucatu,
2013. Dissertagao (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The high intensity exercise in animals is associated with muscle cell
lesions and an acute phase response (APR). One of the changes promoted by
this APR is the stimulus to produce acute phase proteins by the liver and extra-
hepatic organs. This APR is fast and non-specific. Ten horses were used: five
Arabian breed and five Creole breed. These animals were submitted to rapid
acceleration and short duration exercises (TRA) and low intensity and long
duration exercises on treadmill. Blood samples were obtained before (TO) and
in different moments after exercise: immediately after (T1), 30 minutes(T2), 3
hours(T3), 12 hours(T4), 24 hours (T4)and 48 hours(T5) after the exercises. To
evaluate the different exercise protocols, the creatine kinase serum activity and
fibrinogen concentration were determined. Serum electrophoresis was also
performed by means of SDS-PAGE. Observed a decrease in the concentrations
of haptoglobin (p < 0.05) in TRA, between T1 and T2 and between T1 and T4
after practice the same. Albumin concentrations showed an increase (p <0.05)
in T2, the protocol TLD. The values of a 1-acid glycoprotein showed a

significant increase (p <0.05) when compared protocols TRA AND TLD in T2.

Key words: horses, acute phase response, serum proteins, creatine

kinase.
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1. INTRODUGAO

Dentre os animais de esporte, os equinos tem a habilidade unica em
aumentar sua demanda de oxigénio num fator de 60 vezes durante exercicio
intenso, além de apresentar um metabolismo energético elevado, tornando-os
um excelente modelo para investigacéo de processos patologicos relacionados
ao exercicio (ART e LEKEUX, 2005).

A atividade fisica € uma forma conhecida de estresse e a exposi¢cao
cronica a ela, chamada de treinamento fisico € capaz de disparar alteragdes
em a resposta a alteracbes causada por este estresse (SCHNEIDER &
OLIVEIRA, 2004). Embora a pratica de exercicios fisicos seja amplamente
recomendada, a participacdo em eventos esportivos cada vez mais exaustivos
exige a compreensao da resposta fisioldgica para a seguranca do animal atleta
(WATANABE, 2007; YONEZAWA, 2010).

E complexa a relagdo entre a pratica do exercicio e o sistema imune e a
susceptibilidade a desenvolver doengcas. Mesmo com o0 grande numero de
variaveis relacionadas nesta area, aparentemente o estresse causado pelo
exercicio tem dois efeitos no sistema imune, aumento ou supressdo do mesmo.
Embora ainda nédo tenha sido bem documentado, o exercicio pode induzir
imunossupressao que contribui para o aumento da incidéncia e gravidade de
algumas doencas observadas em cavalos de corrida e de alto rendimento
(HAIN et al., 1996).

O exercicio de alta intensidade, portanto, pode estar associado a
presenca de lesdo muscular e por consequéncia a resposta de fase aguda pelo
organismo e produgdo das proteinas de fase aguda. A producdo destas
proteinas pode ser entendida como uma resposta ao estresse, que apesar das
alteragdes nas concentragcbes das mesmas sejam decorréncia de uma resposta
transitoria, essas tem importéncia devido a diminui¢do de algumas fungdes da
resposta imune frente a exercicios de alta intensidade (ROSA et al., 2002).

Esta resposta de fase aguda esta relacionada a processos inflamatorios
(ou ndo) em estagios iniciais, ndo especificos. No sitio inflamatério, ocorrem
alteragdes que promovem a liberacdo de citocinas, resultando em respostas
sistémicas, como febre, leucocitose e sintese e liberagéo de proteinas de fase
aguda (ECKERSALL, 2008).
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Equinos submetidos a exercicios de ultramaratona apresentaram
alteracdes na resposta de fase aguda, como consequéncia ao exercicio,
similares a condigdes clinicas ou cirurgicas (FAZIO et al., 2013). Além destes,
Fallon et al (2011), afirmaram que a resposta de fase aguda provocada pelo
exercicio esta relacionada com a lesdo muscular e consequente inflamacéo,
confirmada pelo aumento da atividade sérica de creatina quinase (CK).

Durante o processo inflamatorio ocorrem alteragdes nas concentragdes
das proteinas séricas, que refletem a resposta de fase aguda. Em humanos e
animais domésticos, a avaliacdo das concentracdes de proteina C reativa
(CPR), haptoglobina (Hp) e amiloide A sérico (SAA) sao descritos e utilizados
para avaliar a higidez, incluindo a deteccdo de inflamagdes subclinicas,
avaliacao da gravidade do processo e periodo de convalescéncia (CYWINSKA
et al., 2010). Essas alteragcbes podem ser encontradas relacionadas ao
exercicio ja que o mesmo promove alteragdes reversiveis que podem ser
determinadas e quantificadas laboratorialmente (GONDIM et al., 2013).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi investigar as concentracdes de
proteinas de fase aguda (PFAs) antes e apds a pratica de diferentes protocolos
de exercicios, bem como relacionar estas avaliagcbes com presenca de les&o

muscular (estresse) causada também pelo exercicio.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O EXERCICIO / CAVALO ATLETA

Considerando-se o bem-estar dos equinos, podem ser observados
alguns fatores que estao relacionados ao comportamento nas pistas, como as
relacdes homem—animal, animal-ambiente (temperatura ambiente, umidade
relativa do ar, altitude, radiagéo solar, poluigcédo sonora), além dos sistemas de
manejo, estado fisico e outros. Todos esses agentes podem interferir no
desempenho de um cavalo atleta. Por serem muitas vezes agentes agressores,
podem promover, no organismo, reagdes nao especificas de adaptacao, e
consequentemente, alteragdo da secrecdo hormonal e das caracteristicas
fisiologicas, requerendo, portanto, cuidados especiais (HODGSON, 1994).

O exercicio causa um estresse fisico, que pode ter como resultado
alteracdes quimicas e celulares. Essas alteracbes dependem de um numero de
fatores como clima, condi¢cdes corporais, nutricdo e o tipo de duracdo do
exercicio. O exercicio prolongado pode alterar a hemostasia do organismo,
como ja demonstrado em atletas humanos (FALLON et al., 2001). Em cavalos
atletas o exercicio induz alteragbes nos constituintes bioquimicos do plasma
(FAZIO et al., 2010).

A resposta ao exercicio poder ser dividida em dois componentes:
resposta aguda e adaptagdo crbnica, sendo que a aguda é a resposta
transitéria ao estresse, e a crbnica uma resposta que permite o organismo a
tolerar de maneira adequada o estresse. As alteragcdes da resposta imune
temporarias, causadas por uma sessao de exercicio, sdo conhecidas como
resposta aguda ao exercicio (ROSA et al., 2002).

Os treinamentos com animais, para melhorar capacidade de
desempenho e participagdo em provas de corridas ou enduros equestres, tém
se tornado cada vez mais comuns, mas a busca por estes objetivos deve
respeitar limites fisiolégicos. A pratica extenuante de exercicio sem cuidados
acarreta em uma sindrome de excesso de treinamento (overtraining). Essa
sindrome é caracterizada como um disturbio neuroendécrino provocado pela
falta de compatibilidade entre a pratica esportiva e os momentos de descanso,
levando a problemas metabodlicos (BARBANTIL, 1997; ROGERO et al., 2005).

Um dos mecanismos metabdlicos que pode explicar essa sindrome é que
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microtraumas teciduais adaptativos ocorrem normalmente durante a execucao
de exercicios e a recuperacdo depende apenas de um programa de
treinamento adequado, caracterizado por periodos de repouso suficientes.
Estes microtraumas resultam em uma resposta inflamatéria moderada, que tem
como finalidade um processo de cicatrizagdo com consequente adaptacéo
muscular, 6ssea e articular. Essas respostas inflamatérias locais resultam em
processos de recuperagdao do trauma. No entanto, acredita-se que essa
recuperacdo ndo pode ser alcangada por atletas que estejam realizando
treinamentos de alta intensidade e a inflamacado aguda e local pode evoluir
para um quadro de inflamagao crbnica e acarretar em uma possivel inflamacao
sistémica, sendo que parte desta envolve a ativagcdo de monocitos circulantes,
que sintetizam citocinas pré-inflamatérias como as interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-
6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (SMITH, 2000; SMITH, 2004;
ROGERO et al., 2005).

As citocinas pro-inflamatorias exercem sua agéo por meio da regulagéo
da fungéo hepatica, promovendo a manutencdo da glicemia e favorecendo a
sintese de proteinas de fase aguda (PFAs) relacionadas ao processo de
inflamagéo, concomitante ao estado hipercatabdlico (SMITH, 2004; ROGERO
2005).

A resposta de fase aguda foi investigada por Fallon (2001) em humanos
submetidos a exercicios prolongados (ultramaratona) associando as proteinas
de fase aguda a lesdo muscular, que foi comprovada pelo aumento da
atividade sérica da creatina quinase. Neste estudo, ocorreu uma reacdo de
fase aguda analoga a que ocorre em processos inflamatérios, devido ao
aumento significativo na concentragdo sérica de CPR durante os dias do
treinamento e pds-treinamento e da concentracao sérica de haptoglobina. Nao
houve diferenca significativa nas concentracbes de albumina e alfa-1
antitripsina (AAT). Porém, poucos estudos foram realizados para avaliar a
concentragao das proteinas de fase aguda (PFAs) durante o treinamento fisico
em animais, até mesmo em humanos.

Fazio et al. (2010) avaliaram alteragbes nas concentragdes das PFAs
em equinos durante um programa de treinamento semanal prolongado. Houve
diferenca significativa nas concentragcbes de fibrinogénio apdés 60 dias e um

aumento gradual da concentragéo de haptoglobina durante todo o treinamento.
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De acordo com Snow (1983) e Hain et al. (1996), o aumento da
liberagdo da adrenalina provocada pela pratica do exercicio pode resultar em
uma contracéo esplénica que ira promover nao so a liberagao de eritrocitos na
circulagao periférica, mas também de leucécitos. A variagdo na contagem total
de leucécitos é a resposta mais comum a inflamagdo (WEISER, 2004). O
exercicio normalmente induz uma resposta similar a resposta imune, que tem
como resultado um aumento do numero total de leucocitos. Assim, o exercicio
induz a leucocitose e geralmente € comparado como uma resposta a uma
inflamacéo e induz a resposta de fase aguda pelo organismo (FAZIO et al.,
2010). A leucocitose decorrente de exercicios de alta intensidade é promovida
pela secrecao de epinefrina e cortisol (TIZARD, 2009; HINCHCLIFF, et al.,
2004).

Segundo Rosa et al. (2002), a reposta dos neutréfilos polimorfonucleares
a uma sessao Unica de exercicio depende da sua intensidade. A neutrofilia
observada logo ap6s o exercicio pode ser decorrente de alteragdes
hemodindmicas associadas a acdo de catecolaminas. Varias horas apds o
exercicio pode ocorrer um pico de neutrofilia decorrente da mobilizacédo de
células do pool marginal para o pool circulante em resposta a elevagao das
concentragdes plasmaticas de cortisol. Estes mesmos autores relatam que
tanto a resposta funcional ao exercicio quanto o trabalho moderado, associam-
se ao aumento da funcdo do neutréfilo, aumento das fungbes quimiotaticas e
fagociticas, bem como da atividade antimicrobiana e que o estresse causado
pelo exercicio parece ter efeito estimulante na maioria das células da série
mondcito e macréfago, provocando monocitose transitéria, decorrente da acao
das catecolaminas. Com relacdo a funcdo, sdo descritas alteragcbes como:
quimiotaxia, fagocitose e atividade citotoxica, possivelmente associada as

secrec¢des aumentadas de cortisol, prolactina e tiroxina.
2. 2 PROTEINAS

As proteinas sédo cadeias polipeptidicas de aminoacidos. A estrutura
primaria de uma proteina é a sequéncia de aminoacidos que constitui uma
composi¢ao unica da mesma. Com 20 aminoacidos diferentes que ocorrem em

proteinas e com a possibilidade de mais de uma centena de aminoacidos que
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constituem a estrutura primaria de cada uma das proteinas, ha um numero
quase infinito de potenciais proteinas que podem estar presentes em células e
tecidos (ECKERSALL, 2008; STOCKHAM e SCOTT, 2011).

Proteinas sdo compostos indispensaveis a vida e compdem a base das
estruturas de células, 6rgaos e tecidos. Agem como catalisadores em reacdes
bioquimicas, tampao acido-base, nutrientes, manutencao da pressao osmaética
e como hormoénios na regulacdo endocrina. Portanto, a avaliacdo das
concentragbes séricas de proteinas totais e suas fragbes sdo importantes no
auxilio do diagnéstico clinico (ECKERSALL, 2008).

2.2.1 PROTEINAS DE FASE AGUDA (PFAs)

Qualquer processo inflamatério que acompanha lesao tecidual induz a
liberagao de citocinas proé-inflamatérias. Essas citocinas, além do 6xido nitrico e
glicocorticoides, ativam e modulam a resposta de fase aguda e a liberacéo de
proteinas de fase aguda, principalmente pelo figado (GRUYS et al., 2005).

As citocinas pré-inflamatérias sao responsaveis pela indugédo de febre e
catabolismo muscular. Promovendo a ativagédo de precursores de leucécitos na
medula Ossea. Sao responsaveis pelo amplo efeito de sinergismo e
antagonismo que influenciam a resposta imune especifica contra antigenos e
invasao de microrganismos (GRUYS et al., 2005; TIZARD, 2009).

A resposta de fase aguda é uma reacao promovida pela produgéo e
liberag&o de citocinas, incluindo interleucinas IL-1, IL-6 e TNF-a. Essas reagdes
promovem alteragdes essenciais para a defesa e adaptacdo do organismo,
como alteracbes hormonais e producdo de proteinas de fase aguda
(CYWINSKA et al., 2010; ECKERSALL, 2008; PETERSEN et al., 2004). A IL-6
€ o principal mediador para a secre¢cdo dessas proteinas pelos hepatocitos.
Posteriormente, o TNF-a promove um catabolismo muscular que também é
mediado por glicocorticoides, além da hiperglicemia causada pela liberacéo de
glucagon e captacéo de aminoacidos pelo figado. A IL-1 estimula o aumento do
fluxo sanguineo de aminoacidos e ativagdo do sistema pituitaria-adrenal
(ECKERSALL, 2008; GRUYS et al., 2005).

As respostas das PFAs ndo séo especificas e ocorrem alteragcbées nas

suas concentragbes na presenga de infecgbes, inflamagbes, trauma cirurgico
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ou estresse (PETERSEN et al., 2004; GRUYS et al., 2005; CRISMAN et al.,
2008; ECKERSALL e BELL, 2010; KJELGAARD-HANSEN e JACOBSEN,
2013). Essas proteinas sé&o consideradas como parte da resposta imune inata
nao especifica, envolvendo a recuperacdo da homeostase e restricdo do
crescimento microbiano antes dos animais desenvolverem imunidade adquirida
a um determinado desafio (MURATA et al., 2004; ECKERSALL, 2008).

Apbs o estimulo pré-inflamatério, a IL-6 promove a diminuicao de IL-1 e
TNF-a promovendo uma cascata de reac¢des. A diminuicao da resposta de fase
aguda ocorre pela rapida remoc¢ao de citocinas no figado, realizada pela IL-10,
promovendo a supresséao local de producao de IL-6, e por efeitos que inibem a
producéo de PFAs. Parte da resposta de fase aguda é suprimida pelas IL-1 e
IL-4 e algumas PFAS que modulam a producédo destas citocinas (GRUYS,
2005).

A concentragcédo de PFAs circulantes varia de acordo com a gravidade
do processo e extensdo de lesao tecidual. A determinagédo dessa concentracéo
€ util para o auxilio no diagnéstico e prognéstico de disturbios inflamatoérios,
além de possibilitar o monitoramento de uma determinada terapia e para
avaliar o estado de saude (BELL et al., 2008; ECKERSALL, 2008).

As PFAs podem ser classificadas em positivas ou negativas. Nas
positivas enquadram-se, dentre outras, a alfa-1 glicoproteina acida (AGP), a
haptoglobina (Hp), proteina C reativa (CPR), amiloide A sérico (SAA). No
segundo grupo, destacam-se a albumina e a transferrina e suas concentragbes
séricas tendem a diminuir na presenga de condi¢des inflamatorias (KANEKO,
2008; CRISMAN et al., 2008).

Segundo Eckersall e Bell (2010), em todas as espécies animais as PFAs
sdo classificadas de acordo com a resposta que apresentam, como: maior,
moderada e menor resposta. Sendo que as “major”, ou seja, de resposta maior,
estdo presentes em baixa concentracdo no soro (< 1ug/L) de animais
saudaveis e podem ter suas concentragbes elevadas em 100-1000 vezes
quando existe um estimulo inflamatorio, tendo seu pico em 24-48 horas e um
declinio rapido na fase de recuperacao. As proteinas consideradas de resposta
moderada elevam as suas concentra¢gdes em cinco-10 vezes quando ativadas,

apresentando um pico depois de dois a trés dias e com declinio mais lento que
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da maior. As menores ou “minor’ tém o um aumento gradual das suas
concentragdes basais em 50 a 100%.

Os componentes da resposta de fase aguda aumentam em conjunto,
embora nem todos estes tenham suas concentracdes elevadas de maneira
uniforme, mesmo que nas mesmas condigbes (CRISMAN et al., 2008;
PRINCE, 2002).

Para a espécie equina, consideram-se como as mais importantes PFAs
a ceruloplasmina, a haptoglobina e amiloide A sérico (ECKERSALL, 2008). Nos
equinos a unica proteina de fase aguda considerada como “major” € o amiloide
A sérico (SAA) (ECKERSALL, 2008). As proteinas consideradas de resposta
moderada estdo sempre presentes em pequenas quantidades no plasma de
cavalos sadios e 0 aumento das suas concentragcbes é geralmente lento, de
dias a semanas. Exemplos de proteinas de fase aguda moderada incluem:
haptoglobina (Hp), fibrinogénio (Fb), as-glicoproteina acida (AGP) e
ceruloplasmina (Cp) (CRISMAN et al., 2008).

As PFAs podem ser usadas como alternativa no monitoramento da
saude animal. Estas sdo consideradas uma ferramenta util devido a sua
resposta sistémica ao estimulo inicial. No entanto, ndo s&o utilizadas para
estabelecer um diagnéstico especifico e também nao podem prever a extenséo
do curso de uma lesao individual no animal. Para avaliagdo de rebanho, as
PFAs podem ser uteis para determinar se existe a propagacéo e prevaléncia
clinica e subclinica de algum processo inflamatério indicado pelo aumento da
concentracao de determinada proteina (PETERSEN et al., 2004).

Segundo Jacobsen et al. (2005), o a SAA pode ser um marcador
inflamat6rio mais eficiente em doengas ativas em equinos do que o tradicional
marcador fibrinogénio e contagem total de leucdcitos, pois trata-se de uma
proteina “major”, ou seja, de resposta maior. Porém, para esta avaliagao faz-se
necessaria a obtencdo de amostras sequenciadas, identificando e avaliando o
aumento ou diminuicdo dessa proteina durante o processo inflamatério, nos

momentos adequados.
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2.2.1.1 PROTEINAS DE FASE AGUDA NEGATIVAS

Sao aquelas que tém sua concentragcédo diminuida durante a resposta de
fase aguda que ocorre durante o processo inflamatorio. Esta resposta pode ser
rapida e significativa, depois de 24 horas, ou pode ser mais gradual depois de
dias (ECKERSALL, 2008).

ALBUMINA

E a proteina mais abundante no plasma, sendo que esta corresponde a
de 35 a 50% da concentragao total de proteina e tem um peso molecular de
66,4 kDa. E uma proteina sintetizada no citoplasma dos hepatécitos. A taxa da
sintese de albumina & controlada pela pressao coloidosmoética, embora possa
ser influenciada por hormdnios como insulina, tirosina e cortisol. Apenas parte
desta proteina esta presente no sangue, o restante se encontra no espago
intersticial. O catabolismo da albumina ocorre em diferentes tecidos como,
musculo, figado, rim (ECKERSALL, 2008; PRINSEN e VELDEN, 2004).

A albumina, portanto, auxilia na manutencao da pressao coloidosmética
e do volume sanguineo. Outra fungédo é o transporte de diversos metabdlitos
que circulam no sangue. Substancias como acidos graxos, calcio, colesterol,
bilirrubina, circulam ligados a albumina. Além destes, diversos agentes
farmacologicos também podem ser ligados a esta proteina. (ECKERSALL,
2008).

TRANSFERRINA

E uma proteina responsavel pelo transporte de ferro no sangue e
também €& considerada como uma proteina de fase aguda negativa nos
mamiferos, mas a sua maior aplicabilidade diagnéstica esta relacionada em
mamiferos com doencas ligadas ao metabolismo do ferro (ECKERSALL, 2008).

A transferrina esta relacionada a imunidade inata por se ligar aos ions
ferro prevenindo a proliferacédo de patégenos e parasitas que utilizam este
nutriente. Concentragdes diminuidas de transferrina pode ser consequéncia da
producao inadequada desta proteina por danos nos hepatécitos, doencga renal,

leucemias, inflamacgao aguda e crénica (MURATA et al., 2004).
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2.2.1.2. PROTEINAS DE FASE AGUDA POSITIVAS

FIBRINOGENIO (Fb)

Fibrinogénio € uma proteina de fase aguda, produzida pelos hepatocitos
com peso molecular de 340 kDa (ECKERSALL, 2008; STOCKHAM e SCOTT,
2011). O fibrinogénio é produzido somente pelo figado € um precursor de
fibrina, esta presente livre no plasma e nos granulos plaquetarios (KANEKO et
al., 2008).

Segundo Stockham e Scott (2011), como o fibrinogénio é uma PFA
positiva, espera-se que a concentragdo plasmatica desta proteina aumente
durante um processo inflamatério. Entretanto, quando ocorre inflamagéo
simultaneamente com um processo de coagulacéo e fibrindlise 0 aumento no
consumo desta proteina pode mascarar a elevacdo na produgdao de
fibrinogénio.

Segundo Eckersall (2008) e Hulten et al. (2002) o fibrinogénio €
considerado uma PFA de resposta moderada de acordo com estudos
relacionados em artrites em equinos, mas as concentragcdes de haptoglobina e
do amiloide A sérico apresentaram aumentos nas suas concentracdes séricas
anteriores a elevacgéo do fibrinogénio.

Crisman et al. (2008) sugeriram que a alteragdo na concentragcéo de
fibrinogénio ndo é necessariamente o melhor método para deteccdo e
avaliagéo de uma inflamacéo, devido a sua resposta de fase aguda moderada,
comparada com outras proteinas de fase aguda, dificultando assim a sua
utiidade clinica, apesar da técnica (precipitagdo térmica) para sua
determinacdo ser de facil aplicacdo e utilizada ha bastante tempo
(ECKERSALL, 2008).

HAPTOGLOBINA (Hp)

A haptoglobina é uma glicoproteina composta de subunidades a e B com
a alfa apresentando um peso molecular de 16 a 23 kDa e a unidade beta de 35
a 40 kDa. Estas subunidades sdo combinadas e formam a cadeia B-a-a-. A
fungdo primaria da haptoglobina é se ligar a hemoglobina livre no sangue, para
prevenir lesdes teciduais oxidativas. Essa cadeia haptoglobina hemoglobina

(Hp-HDb), reduz a disponibilidade para utilizagdo bacteriana, do residuo heme e
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seu ion ferro. Sendo assim, a Hp tem uma atividade antibacteriana indireta
(ECKERSALL, 2008).

A cadeia Hp-Hb também é reconhecida pela via CD163, um receptor de
membrana especifico em macréfagos, e esta relacionada a fagocitose, entre
outras atividades imunomodulatérias, como quimiotaxia de granulécitos,
inibicdo da proliferacao de mastocitos e inibicdo da proliferacédo de células T
(MURATA et al., 2004; ECKERSALL, 2008). Esta relacionada a cicatrizacao de
feridas, pela estimulagcdo da angiogénese. O aumento das concentragbes
séricas de haptoglobina podem ser um indicador sensivel de hemdlise intra ou
extravascular e de infecgéo ou inflamacao em equinos (CRISMAN et al., 2008).
As suas concentrac¢des séricas podem ser influenciadas por outros fatores nao
relacionados a resposta de fase aguda, como doengas renais e ictericia
obstrutiva, que podem causar hiperhaptoglobulinemia (PETERSEN, et al.,
2004).

O perfil da resposta de fase aguda da haptoglobina difere entre as
espécies. Em ruminantes, a Hp é considerada uma proteina “major” devido a
sua rapida resposta de fase aguda em processos inflamatérios. Além disso, em
bovinos esta proteina € um marcador efetivo da presencga, gravidade e
recuperacdo, em casos de mastite, enterite, pneumonia, endocardite e
endometrite (ECKERSALL, 2008; MURATA et al., 2004; PETERSEN et al.,
2004). Em equinos, observou-se aumento na concentracédo desta proteina nos
casos de resposta inflamatéria sistémica, laminites e apds castracdo com
complicagdes pds-operatdrias. Porém, ndo foram encontradas alteracdes desta
proteina em cavalos com célica (ECKERSALL, 2008; FAGLIARI et al., 2008).

AMILOIDE A SERICO (SAA)

O peso molecular desta proteina em sua forma natural é de
aproximadamente 180 kDa, pois geralmente forma um complexo com
lipoproteinas. Apos a desnaturagéo, o peso estimado de suas subunidades &
de 9 a 14 kDa (PETERSEN et al., 2004).

Em humanos, quatro isoformas foram identificadas e separadas
geneticamente. Sao elas: SAA 1, SAA 2, SAA 3 e SAA 4. As isoformas SAA 1 e
2 sao produzidas no figado e tém suas concentragdes elevadas em resposta a
uma reacao de fase aguda. Em contrapartida, a isoforma SAA4 é produzida

normalmente em baixas concentragbes no figado e n&o é influenciada pela
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resposta de fase aguda. A isoforma SAA3 tem suas concentragcbes
aumentadas na resposta de fase aguda, € produzida pelo tecido adiposo e
pulmao, ovario e glandula mamaria. Além disso, também pode ser encontrada
no colostro dos bovinos. O SAA sérico é precursor do amiloide A, portanto, esta
relacionado também com a patogenia da amiloidose (HULTEN et al., 1997,
ECKERSALL, 2008). Trés isoformas do SAA (SAA1, SAA2, SAA3) foram
descritas em equinos. A secrecdo de SAA3 foi demonstrada na glandula
mamaria (colostro) e articulagéo (liquido sinovial) de equinos (CRISMAN et al.,
2008).

As fungbes do SAA incluem a ativagdo ou a inibicdo das fungbes dos
leucécitos, a migragdo de células inflamatérias para o local da infecgéo, a
inibicdo da proliferagdo das células endoteliais e linfécitos, a inibicdo da
agregacdo de plaquetas e a fagocitose. O SAA pode também estar ligado a
liberagdo de mieloperoxidase e migragéo direta de fagécitos, além de modular
e remodelar a degradacao de tecido conjuntivo (GRUYS et al., 2005; CRISMAN
et al., 2008).

Em equinos, altera¢des das concentragdes do SAA estéo relacionadas a
diversas doengas como inflamagdes e infecgcdes, em poOs-operatorios, artrite,
sepse, enterite, pneumonia, diarreia e trauma cirurgico. A avaliagcdo das
concentragbes de SAA deve ser realizada em equinos com cdlica,
principalmente quando esta é estimulada por um processo inflamatorio
(ECKERSALL, 2008). Infeccao experimental com herpes virus equino e com o
virus da influenza equina demonstraram aumento na concentragcdo de SAA
(HULTEN et al., 1999; ECKERSALL, 2008).

De maneira geral, a sensibilidade e o perfil cinético do SAA, quando
comparado com outras PFAs moderadas como o fibrinogénio, fazem desta
proteina o marcador ideal de inflamacdo e lesdo tecidual em equinos
(CRISMAN et al., 2008).

CERULOPLASMINA (Cp)

A ceruloplasmina € uma proteina com peso molecular de 151 kDa. Esta
relacionada com o transporte de cobre e oxidacao do ferro. No entanto, o
mecanismo de incorporagéo do cobre pela ceruloplasmina ainda ndo esta bem

definido. O aumento nas suas concentra¢des revela uma resposta de fase
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aguda durante a inflamacéo, infecgdo e trauma como resultado do aumento da
expressao génica desta proteina em tecido hepatico e extra-hepatico, como
baco, pulmao, testiculo e cérebro (ECKERSALL, 2008; HELLMAN e GITLIN,
2002).

Segundo Jacobsen (2007), a ceruloplasmina apresenta concentragdes
diminuidas ao nascimento, desnutricdo, nefrose e disturbios hepaticos
associados a. intoxicacao por cobre. A deficiéncia por cobre tem como
resultado uma diminui¢do na circulagdo de ceruloplasmina e um acumulo de
ferro no figado e outros tecidos.

Segundo um estudo realizado por Gondim et al. (2013), o aumento da
ceruloplasmina em intervalos de seis e doze horas apds o exercicio também
pode ser indicativo de processo inflamatério ou também protecédo tecidual
contra subprodutos do metabolismo oxidativo, pois durante o exercicio fisico
intenso, ha liberacdo de espécies reativas de oxigénio (RADAK, 2000) e
estimulo ao processo inflamatério por meio da liberagdo de citocinas (FOX et
al., 1995). Desta forma, é possivel que o aumento de ceruloplasmina em
resposta as interleucinas no exercicio fisico esteja também associado ao seu
papel como antioxidante (MEYER et al., 2001).

ALFA-1 ANTITRIPSINA (AAT)

A alfa-1 antitripsina (AAT) € uma glicoproteina da familia das inibidoras
de proteases séricas sintetizadas, principalmente, pelo figado e, em menor
quantidade, pelos mondcitos, macroéfagos broncoalveolares e glandula
mamaria. A sua principal fungao é inibir a protease elastase dos neutrdfilos,
que, ao ser liberada nos locais de inflamagéo, promove destruicdo tecidual. A
AAT é a proteina responsavel pela maior parte da protecdo antiproteasica do
sistema respiratorio e sua sintese € estimulada durante a resposta inflamatéria
aguda (ECKERSALL, 2008; DiFILLIPO et al., 2011).

Humanos podem apresentar uma deficiéncia desta proteina, sendo um
disturbio hereditario e muitas vezes letal. Nestes casos, os individuos
desenvolvem doencgas respiratérias graves (enfisema pulmonar), hepatite e
cirrose. No entanto, ndo ha relatos disponiveis na literatura sobre esta condig&o
em animais (CRYSTAL, 1990).
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Gondim et al. (2013), encontraram aumento significativo nas
concentracdes de AAT, albumina, ceruloplasmina e haptoglobina em equinos
de polo. As elevagdes nas concentragdes dessas proteinas foram observadas
cinco minutos apos o exercicio (partidas de polo), mas ndo foram observadas
alteracdes significativas nas concentracbes dessas proteinas apos seis e doze
horas de exercicio. Pbneis submetidos a laminite experimental apresentaram
aumento significativo nas concentracdes plasmaticas de AAT (FAGLIARI et al.,
1998).

ALFA-1 GLICOPROTEINA ACIDA (AGP)

E uma glicoproteina com uma massa molecular de aproximadamente
43kDa, composta por ligagcdes covalentes de carboidratos. Embora o papel
preciso desta proteina ainda ndo seja muito esclarecido, esta ligada a varios
metabdlitos endogenos como a heparina, histamina, serotonina, esteroides e
catecolaminas (ECKERSALL, 2008). AGP é secretada principalmente pelos
hepatécitos e contribui para a homeostase reduzindo a lesédo tecidual
associada com o processo inflamatorio em células extra-hepaticas, endoteliais
e epiteliais. Esta proteina € um agente anti-inflamatério natural, pois inibe a
ativacdo de neutrofilos e aumenta a secrecao de Il-1 e atua na depuracao de
lipopolissacarideos neutralizando sua toxicidade. E responsavel pela inibicdo
da indugéo da mitose e proliferacdo de linfocitos (MURATA et al., 2004).

Na maioria das espécies, a AGP é considerada uma proteina de fase
aguda de resposta moderada, que tem suas concentragbes elevadas mais
lentamente (ECKERSALL, 2008). As concentragbes plasmaticas de AGP
apresentaram elevacgdes significativas em potros com laminite (FAGLIARI et al.,
1998).

2.2.2 AVALIAGOES LABORATORIAIS DAS PROTEINAS DE FASE
AGUDA

Os métodos laboratoriais de determinacdo das proteinas tém por
finalidade identificar e avaliar quantitativamente as mesmas. A eletroforese é
um método inespecifico no qual as proteinas se movem por meio de um campo

elétrico formando picos que permitem a identificacdo e quantificacéo relativa
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das mesmas e sua principal utilizacao é identificar os picos de variagdes
proteicas (ECKERSALL, 2008).

Atualmente, utiliza-se para eletroforese de proteinas o gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Durante a
polimerizacao da acrilamida para formar o gel de uso, a propor¢ao de ligacdes
cruzadas entre as cadeias de polimeros pode ser controlada, e o gel forma
uma “peneira” molecular, que controla a migragao das proteinas de acordo com
0 seu tamanho. Uma vez no gel, a separacdo é baseada pela massa e pela
carga. Neste meétodo faz-se um pré-tratamento das proteinas com o
aquecimento em solucao detergente dodecil sulfato de sédio (SDS) e o agente
de reducao € o 3 mercaptoetanol. Este sistema, SDS-PAGE, foi introduzido por
Laemmli (1970) e a separacao das proteinas por esta técnica aumenta a
complexidade de interpretagéo do eletroforetograma (ECKERSALL, 2008).

Estudos estdo sendo desenvolvidos para aplicagdo de outras técnicas
para avaliacao de proteinas de fase aguda de resposta maior em caes, felinos
e equinos, melhorando assim aspectos praticos e para fins de diagnéstico de
rotina (KJIELGAARD e JACOBSEN, 2013).

Christensen et al. (2012) realizaram investigacbes para avaliar a
aplicagédo de um teste de imunoensaio automatizado de turbidimetria por
aglutinacdo em latex (LAT) baseado em anticorpos monoclonais de amiloide A
sérico de humanos, para avaliagdo desta proteina (SAA) em céaes, gatos e
equinos. Foi também realizada uma comparacéo entre os métodos utilizados
para determinacdo de SAA em equinos e felinos e uma avaliacdo da
performance de SAA em caes. O teste LAT apresentou uma performance
analitica aceitavel por se tratar de um método rapido e de facil aplicacéo,
tornando sua utilizacdo facilitada na rotina laboratorial. Técnicas para
determinar a concentracdao de Hp em equinos incluem imunodifusdo radial,
eletroforese e imunoturbidimetria (CRISMAN et al., 2008).
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3. OBJETIVOS

Testar a hipotese de que a pratica de exercicios em esteira de alta
velocidade, tanto de rapida aceleragdo e curta duragdo, como de baixa
intensidade e longa durag&o, promovem alteragdes nas concentragcdes das
proteinas séricas, causado pela resposta estimulada pela pratica de exercicio

(estresse) em equinos das racas Arabe e Crioula em diferentes momentos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Animais e seu manejo

Os procedimentos deste estudo foram realizados de acordo com o
Protocolo n° 62/2012-CEUA da Comissdo de Etica no uso de animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia- Unesp, campus Botucatu
(ANEXO).

Foram utilizados 10 equinos, cinco da raca Puro Sangue Arabe e cinco
da raga Crioula, adultos, machos e fémeas, clinicamente sadios. 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 condicbes de manejo alimentar e
sanitario. Os animais sem treinamento fisico por mais de um ano, com idade
variando entre oito a dez anos, sendo quatro machos e seis fémeas e peso
médio de 372,1 + 32,9 Kg, foram considerados higidos mediante exames
hematolégicos e bioquimicos séricos. O manejo nutricional constituiu de
alimentacao a base de feno de capim “coast-cross” (Cynodon dactylon), ragéo
comercial para equinos (Ragéo Proequi 13® - Guabi, Mogiana Alimentos S/A,
Campinas, Brasil), suplemento mineral (Sal mineral Guabiphos Centauro 80 ® -
Guabi, Mogiana Alimentos S/S, Campinas, Brasil.), conforme recomendacgdes

de Lewis (2000) e agua ad libitum.
4.2 Protocolos de exercicio

Os equinos foram submetidos a trés protocolos de exercicio, sendo que
o primeiro foi a realizacdo do teste padrdo de exercicio progressivo (TPEP),
apos sete dias a realizagao do teste de exercicio de rapida aceleracéo e curta
duracao, (TRA) e realizacao do teste de exercicio de baixa intensidade e longa
duracao (TLD).

O teste TPEP, foi realizado com a esteira (Mustang 2200 AG - Kagra,
Suiga) inclinada a +6%, com a velocidade elevada gradualmente, com o
protocolo de exercicio que consistiu da velocidade inicial de 1,8 m/s (passo) por

cinco minutos, de 4,0 m/s (trote) por trés minutos, de 6,0 m/s (canter) por dois
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minutos e em seguida um minuto no galope de 8,0 m/s, 9,0 m/s, 10,0 m/s e
11,0 m/s ou até quando o animal ndo conseguiu manter-se em exercicio,
mesmo sendo estimulado (WATANABE, 2006). Foi utilizada uma mascara de
analise de trocas gasosas e dados ventilatorios (Metavet — CORTEX Biophysik
GmbH, Alemanha), provendo informagbes pela técnica “respiragcdo por
respiracdo”, e os dados foram registrados por meio de programa de
computador especifico (Metasoft Vet 1.1. — Metabolic Stress Test Software,
Alemanha), segundo Watanabe (2007).

Esse teste foi realizado para se extrair a carga de trabalho para cada
equino. Para isto, o consumo maximo de oxigénio (VOzmax) de cada animal foi
definido como o valor do consumo de oxigénio (VOz2), no qual se observou a
manutencdo dos valores mesmo com o aumento da velocidade de exercicio
durante o teste de exercicio progressivo. Foi entdo elaborada a equacéo de
regressdo do VO2 versus a velocidade de exercicio para cada equino,
utilizando os valores em que foi observada uma relagdo linear entre a
velocidade e o VO2. Destas equagdes individuais, foram calculadas as
velocidades individuais correspondentes as porcentagens do VO2max conforme
técnica descrita por Rose et al. (1990) para os outros testes.

Apos sete dias do TPEP, os equinos foram submetidos ao TRA. O TRA
€ um teste considerado de exercicio predominantemente anaerdbico,
(concentracdo de lactato maior que 4mmol/L). Consistiu da inclinagdo da
esteira a +6%, um periodo de aquecimento de cinco minutos para a carga de
trabalho de 50% do VO2zmax, (velocidade média de 3,7 +0,9 m/s) seguido por
mais cinco minutos a velocidade de 1,5 m/s. A manta da esteira foi entdo
acelerada tdo 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 duragdo de 90 s. O equino foi entéo
submetido a um periodo de desaquecimento consistindo de cinco minutos a
velocidade de 3,0 m/s com a esteira na posi¢gdo horizontal adaptado de
PRINCE et al. (2002)

Apods sete dias do TRA, os equinos foram submetidos ao TLD. O TLD é teste,
considerado de exercicio predominantemente aerobico (concentragdo de

lactato inferior a 4mmol/L). Este foi realizado com a esteira inclinada a +6%, a
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velocidade de 35% do VO2max de cada animal pelo periodo de 60 minutos,
correspondendo a uma velocidade média de 2,3 + 0,5m/s, adaptado de
PRINCE et al. (2002).

4.3 Coleta das amostras

Foram coletadas amostras sanguineas em momentos distintos: antes do
exercicio (T0), imediatamente apds o exercicio (teste) (T1), trinta minutos apos
o termino do exercicio (teste) (T2), trés horas apdés o termino do exercicio
(teste) (T3), doze horas ap6s o termino do exercicio (teste) (T4), vinte e quatro
horas apds o termino do exercicio (teste) (T5), quarenta e oito horas apods o

termino do exercicio (T6) no TRA e no TLD.

No dia dos testes, cada equino foi preparado para o exercicio que
constituiu da cateterizacdo da veia jugular com utilizacdo de cateter 14G
(Angiocath ® 14G — BD Brasil, S&o Paulo, Brasil) conectado a um extensor,
para proceder a colheita de sangue mediante o auxilio de uma agulha de
calibre 25 x 8 acoplada a tubos com sistema a vacuo Vacuum |l ® — Labnew
Ind. e Com. Ltda., Campinas, SP, Brasil), contendo &cido etileno diamino
tetracético (EDTA) potassico para a determinacao do fibrinogénio plasmatico.

O sangue venoso para obtencdo do soro foi colhido em tubos com
sistema a vacuo (Vacuum |l ® — Labnew Ind. e Com. Ltda., Campinas, SP,
Brasil), contendo gel coagulante. A amostra foi centrifugada por 10 minutos a
1.000 g em uma macrocentrifuga e o soro foi separado em aliquotas e
armazenado em freezer a temperatura de -80°C para as analises laboratoriais

da proteina total e suas fragbes por eletroforese.
4.4 Avaliagdes laboratoriais
4.4.1 Determinagao das concentragées plasmaticas de fibrinogénio

O fibrinogénio plasmatico foi determinado pelo método indireto de
precipitacdo pelo calor (56°C) e a leitura realizada por refratometria, conforme
Jain (1986).
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4.4.2 Determinagées da atividade sérica de creatina quinase (CK)

A atividade sérica de creatina quinase foi determinada pelo método
cinético, utilizando kit bioquimico comercial (Katal ®, S&o Paulo, SP, Brasil) por
leitura em espectrofotobmetro automatico (Cobas Mira — Roche ®) em até vinte

e quatro horas ap6s a coleta.

4.4.3 Proteinograma sérico

A concentragdo das proteinas totais foi determinada pelo método do
biureto (GORNALL et al., 1949) utilizando-se kit bioquimico comercial (Katal ®,
Sao Paulo, SP, Brasil) e leitura em espectrofotdmetro automatico (Cobas Mira-
Roche ®). O fracionamento das proteinas foi realizado por meio de eletroforese
em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) de
acordo com técnica descrita por LAEMMLI (1970), em um sistema de
eletroforese unidimensional em géis de acrilamida com 4% e 10% de gradiente.
As amostras de 10l soro foram diluidas em 30 pl de tampao fosfato (PBS) e
20 pl de gel mix (10% de agua, 2 % SDS, 5% 2-mercaptoetanol, 10Mm de
acido etilenodiaminotetracético, 20Mm fostato-tris de Ph 7,4, 5% glicerol e
0,001% azul de bromofenol com corante). A corrente elétrica foi programada
em 35 e 50A, enquanto as amostras estavam no gel de separagdo e de
empilhamento, respectivamente. Apds o fracionamento, o gel foi corado em
solugédo de azul de coomassie brilhante 0,2% por 2 horas. Posteriormente, o
gel foi descorado em uma solugdo metanol, acido acético e agua até o
aparecimento das fragbes proteicas. As concentragdes dessas fracbes foram
determinadas de acordo com método descrito por a FAGLIARI et al. (1998)
utilizando-se videodensitbmetro (9301PC Shimadzu®, Tokyo, Japan). As
proteinas foram identificadas utilizando-se marcadores, (Sigma Chemical Co.®
St Louis, MO, USA) com pesos moleculares de 200.000; 116.000; 66.000;
55.000; 45.000; 36.000; 29.000; 24.000 e 20.000 daltons. Adicionalmente,
também foram utilizadas proteinas purificadas (Sigma Chemical Co®, St Louis,

MO, USA) albumina, haptoglobina, ceruloplasmina e transferrina.
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4.5 Delineamento experimental

Na analise dos dados foram utilizados testes paramétricos e nao
paramétricos, levando-se em consideracdo a natureza das variaveis estudadas.
Para avaliar os resultados entre os sete momentos no mesmo grupo de
animais utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas, e
quando pressupostos necessarios a analise de variancia paramétrica nao foi
alcangada, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Friedman.

Para comparar os resultados entre os dois grupos de animais foram
utilizados o teste t de Student, em que sado utilizados a média e o desvio
padrdo, e como o teste substituto de t de Student utilizou-se o teste nao
paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney (WMW), pois os pressupostos para
aplicabilidade do teste t Student sdo mais exigentes, ou seja, as populagdes de
onde as amostras provém tém distribuicdo normal. Entretanto, para o teste de
WMW as duas amostras sado aleatérias e as observagdes, independentes.

Para as andlises de correlacdo e grafico de dispersédo foi utilizado o
coeficiente de correlagéo linear de Pearson (SigmaPlot ®).

Todas as analises foram consideradas significativas com 5% de

significancia (p< 0,05).
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5. RESULTADOS

Foi observada diminuicdo (p<0,05) nas concentracbes séricas de
haptoglobina no exercicio de rapida aceleragéo e curta duragcéo (TRA) entre os
momentos imediatamente apos o exercicio (T1) e 30 minutos apds o exercicio
(T2) entre (T1) e (T4) ap6s o exercicio, como observado na Tabela 1.

Notou-se aumento (p<0,05) entre as concentragdes séricas de albumina
(p<0,05) no exercicio de longa duragdo e baixa aceleracédo (TLD) entre os
momentos 30 minutos e 3 horas apds a pratica do mesmo e diminui¢cao entre
30 minutos e 48 horas, como observado na Tabela 2.

Foi observado aumento para as concentracbes séricas de o-1
glicoproteina acida (p<0,05), no T2 ap6s o exercicio quando comparados 0s
protocolos TRA e TLD, como observado na Tabela 3.

Nao foram observadas diferengas significativas (p>0,05) para atividade
sérica de CK e para as concentragdes plasmaticas do fibrinogénio, quando
comparados os momentos em cada protocolo (TRA e TLD) como observado na
Tabela 4 e 5, e nem quando comparados ambos os protocolos de exercicio,
como observado na Tabela 6.

Observou-se uma correlacédo positiva fraca e significativa (p<0,05)
quando correlacionadas a atividade sérica de CK e a proteina total sérica, 1gG
e IgA no protocolo TRA, como observado na tabela 8 e demonstrado nas
figuras 1,2 e 3.

Observou-se uma correlagdo positiva fraca e negativa moderada com
diferenca significativa (p< 0,05) quando correlacionadas a CK e a concentracéo
sérica das proteinas Hp, Tf, no protocolo TLD e uma quando correlacionadas a
atividade sérica de CK e a concentragéo sérica de Cp, respectivamente como
observado na tabela 7 e demonstrado nas figuras 4,5 e 6.

A Cp, AAT e AGP apresentaram variagdo ampla em suas concentragdes
séricas no protocolo TRA de modo que, geralmente, se faz uso apenas das
médias e desvio padrao para explicar sua importancia e significado biologico,
apesar das diferencas ndo serem apontadas na anadlise estatistica. Neste
estudo, estatisticamente, ndo houve diferenca significativa nas concentracdes

séricas de Cp, na Tabela 1 nota-se aumento de 8,60 mg/dL do repouso (T0)
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para 10,95 mg/dL (T1) , 14,53 mg/dL (T5) e 12,23 mg/dL (T6) o que
corresponde a uma porcentagem de aumento de 27%, 68% e 42%,
respectivamente. Para AAT nota-se o aumento da concentracdo de 448,54
mg/dL (TO) para 508,61 mg/dL e (T5) 510,42 mg/dL (T6), correspondendo a
uma porcentagem de aumento 13% para os dois momentos, também
observado na Figura 7. Para a AGP nota-se um aumento de 3,63 mg/dL (TO)
para 4,14 mg/dL (T5), correspondendo a uma porcentagem aumento de 14%.
As alteragcbes e as variagdes de aumento por porcentagem destas proteinas
podem ser observadas na Figura 7.

A Cp, Tf, Hp, AGP, 23kDa apresentaram variagdo ampla em suas
concentragdes séricas no protocolo TLD. Neste estudo, estatisticamente, n&o
houve diferenca significativa nas concentragdes séricas de Cp, porém por meio
da Tabela 2 nota-se aumento de 13,56 mg/dL do repouso (T0) para 14,6 mg/dL
(T1) o que corresponde a uma porcentagem de aumento de 8%. Para Tf nota-
se 0 aumento da concentragédo de 436,39 mg/dL (TO) para 478,79 mg/dL (T3),
correspondendo a uma porcentagem de aumento 9%, e uma diminuigdo da
concentragao de 436,39 mg/dL (TO) para 381,05 mg/dL (T6) correspondendo a
uma porcentagem de diminuigcdo de 13%. Para Hp nota-se um aumento na
concentragao sérica de 21,19 mg/dL (T0O) para 22,91 mg/dL (T1), 23,76 mg/dL
(T5) e 24,77 mg/dL (T6) correspondendo a um aumento de 8%, 12% e 16%,
respectivamente. Para AGP nota-se um aumento na concentracao de 4,59
mg/dL (TO) para 5,45 mg/dL (T2), 5,07 mg/dL (T4) correspondendo a uma
porcentagem aumento de 18% e 10%, respectivamente. Para a proteina
denominada 23kDa observou-se aumento de 232,01 mg/dL (TO) para
263,51mg/dL (T3), correspondendo a uma porcentagem de aumento de 13%.
As alteracbes e as variagdes de aumento por porcentagem destas proteinas
podem ser observadas na Figura 8.

As concentragbes séricas de proteina total também ndo apresentaram
diferenca significativa (p>0,05) nos diferentes protocolos de exercicio e nos
momentos avaliados, como observado nas Tabelas 4, 5 e 6.

As fragbes proteicas IgA, 1gG, Cp, Tf, AAT e de uma proteina né&o
identificada nominalmente de 23 kDa, ndo apresentaram diferenca significativa
(p>0,05) entre os momentos e entre os protocolos de exercicio avaliados, como

observado nas Tabelas 1, 2 e 3.
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TABELA 4 - Medianas da atividade sérica de creatina quinase, proteinas totais
séricas e fibrinogénio de 10 equinos submetidos ao teste de rapida aceleracéo
e curta duragao (TRA).

Resultados por momento (TRA)

Proteina Total CK Fb
(g/dL) (UI/L) (mg/dL)

T0 7,20 250,50 200
T 7,40 278,57 300
T2 7,20 251,12 200
T3 7,40 294,18 300
T4 7,10 264,36 200
T5 7,25 300,06 200
T6 7,25 283,26 200

T0: momento zero; T1: imediatamente apés o exercicio; T2: 30 minutos; T3: 3 horas;
T4: 12 horas; T5: 24 horas; T6: 48 horas CK: creatina quinase; Fb: fibrinogénio

TABELA 5 - Medianas da atividade sérica de creatina quinase, proteinas totais
séricas e fibrinogénio de 10 equinos submetidos ao teste de longa duragéo e
baixa acelera¢ao (TLD).

Resultados por momento (TLD)

Proteina Total CK Fb
(g/dL) (UI/L) (mg/dL)

T0 7,75 279,38 200
™ 7,60 334,76 200
T2 7,05 238,16 200
T3 8,20 298,11 300
T4 7,70 303,17 200
T5 6,95 264,61 200
T6 7,10 259,97 200

T0: momento zero; T1: imediatamente apds o exercicio; T2: 30 minutos; T3: 3 horas;
T4: 12 horas; T5: 24 horas; T6: 48 horas CK: creatina quinase; Fb: fibrinogénio.
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Figura 1. Correlacédo e grafico de dispersao entre IgA e creatina
quinase (CK) de 10 equinos submetidos ao protocolo de exercicio
de rapida aceleracao e curta duragao (TRA).

Figura 2. Correlacao e grafico de disperséo entre IgG e creatina
quinase (CK) de 10 equinos submetidos ao protocolo de exercicio
de rapida aceleracao e curta duragéo (TRA).
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Figura 3. Correlacdo e grafico de disperséo entre PT sérica e
creatina quinase (CK) de 10 equinos submetidos ao protocolo de
exercicio de rapida aceleracéo e curta duracao (TRA).

Figura 4. Correlagdo e grafico de dispersao entre Ceruloplasmina
e creatina quinase (CK), de 10 equinos submetidos ao protocolo
de exercicio de baixa aceleracao e longa duragéo (TLD).
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Figura 5. Correlacédo e grafico de dispersédo entre Transferrina e
creatina quinase (CK), de 10 equinos submetidos ao protocolo de
exercicio de baixa aceleracao e longa duracgéo (TLD).

Figura 6. Correlagcéo e grafico de dispersao entre haptoglobina e
creatina quinase (CK), submetidos ao protocolo de exercicio de
baixa aceleracado e longa duragéo (TLD).
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'3KDA

Figura 7. Porcentagem das fragbes das proteinas séricas de 10
equinos nos momentos TO, T1, T2, T3, T4, TS5 e T6 submetidos ao
protocolo de rapida aceleragao e curta duragdo (TRA).

'3KDA

Figura 8. Porcentagem das fracbes proteinas séricas de 10
equinos nos momentos TO, T1, T2, T3, T4, T5 e T6 submetidos ao
protocolo de baixa aceleracao e longa duracéo (TLD).
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6. DISCUSSAO

A crescente utilizacdo do equino em atividades de esporte tem levado a
diversificacdo dos exercicios em que participam e a maior exigéncia de sua
performance (DA CAS et al., 2000). Estudos tém demonstrado que o exercicio fisico
induz alteragdes nos marcadores sanguineos de equinos atletas, no que diz respeito
a pratica executada, seja em competicbes a campo, exercicios padronizados em
esteira ou mesmo exercicios padronizados por raga (DE MOFFARTS et al., 2005;
YONEZAWA, 2010).

Nos equinos submetidos ao protocolo de exercicio de rapida aceleragéo e
curta duracédo (TRA) foi observada uma diminuigdo significativa (p<0,05) nas
concentragbes séricas da fragdo proteica de haptoglobina entre o momento T1,
quando comparado com os momentos T2 e T4 apds a pratica do mesmo (Tabela 1).
A haptoglobina nos equinos é considerada uma proteina de resposta moderada e
quando presente livre no sangue previne lesdes teciduais oxidativas (ECKERSALL,
2008). No caso do exercicio, com a contracdo esplénica , ha liberacao de
hemoglobina livre estimulando a sintese de haptoglobina pelo figado (HANZAWA,
2002; FAZIO et al., 2010; GONDIM et al., 2013).

No entanto, os resultados das concentracbes de hp no presente estudo
diferem dos autores supracitados, pois aparentemente, ndo houve dano oxidativo.
Desta forma, o protocolo utilizado nesta pesquisa ndo promoveu uma resposta de
fase aguda, uma vez que as concentragdes desta proteina diminuiram. Gondim et al.
(2013) em um estudo com cavalos de polo, caracterizaram esta proteina como um
possivel biomarcador de hemdlise causada pelo exercicio, indicando que o aumento
das concentrac¢des desta proteina demonstra uma fragilidade eritrocitaria promovida
por este. No referido estudo, 23% dos animais avaliados apresentaram aumento nas
concentragdes de Hp cinco minutos apos o exercicio.

Por outro lado, o presente estudo concorda com os achados de Couto et al.
(2009), ao avaliarem caes da raga Greyhound apés corrida. Houve diminuigéo das
concentragbes de Hp na comparagdo de cées da raca Greyhound com cées de
outras ragas. Os autores sugerem que no eletroforetograma a fragdo desta proteina
migra com as fragbes de a globulinas e que s&o encontradas em menor

concentragéo na raga Greyhound.
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As concentracbes aumentadas de Hp estdo normalmente relacionadas a
patologias inflamatorias ou infecciosas (FAGLIARI, 2008; CRISMAN et al., 2008;
ECKERSALL, 2010; MURATA et al.,, 2004; PETERSEN, et al., 2004). Como o
presente estudo ndo esta relacionado diretamente a um processo inflamatério
sistémico e as concentragdes desta proteina ndo aumentaram durante a pratica dos
protocolos de exercicio, mesmo sendo notado o aumento ao se avaliar o protocolo
TLD com variagdes nas concentragdes de Hp (Figuras 7 e 8).. Assim, sugere-se que
o tempo de treinamento estabelecido e a intensidade dos mesmos possam ser
considerados bons protocolos de pré-condicionamento fisico para os animais
avaliados neste estudo. Tal afirmagdo deve-se ao fato de que o exercicio,
aparentemente, nao caracterizou estresse fisiologico ao ponto de promover lesdes
teciduais nestes animais. Wellman e Blomer (2009) demonstraram uma relacéo do
estresse oxidativo com exercicios de longa duragdo, com tempo superior a duas
horas, e sem pré-condicionamento fisico em humanos submetidos a provas de
ultramaratona, maratona e triatlon, diferente dos resultados encontrados no presente
trabalho relacionados a exercicio em esteira com velocidade e consumo de oxigénio
controlado.

Foi observado um aumento significativo (p<0,05) nas concentragbes de
albumina durante o exercicio de baixa intensidade e longa duragédo (TLD) quando
comparados os momentos T2 e T3 horas. Quando comparados o momentos T2 e TS
observou-se uma diminuicdo significativa nas concentracdes desta proteina. A
elevacao da proteina total pode ser explicada pela redistribuicdo de fluidos do
compartimento vascular para o espacgo extracelular dos tecidos (KINGSTON, 2008).
Gondim et al. (2013) sugerem que a transpiragao causada pelo exercicio promove
parcialmente uma desidratacdo que leva a uma hemoconcentracdo ocasionando
uma reducao do volume plasmatico, aumentando as concentragdes de albumina.

Os autores supracitados relacionaram a desidratagdo com aumento nas
concentragdes de proteinas totais em equinos submetidos a treinamento de polo. Os
autores observaram essas alteragbes nas concentragdes de proteinas totais
heterogeneamente nos momentos cinco minutos e seis horas apds a pratica do
exercicio, sem alteragdes significativas nas concentragbes de albumina. Por outro
lado, no presente estudo, foram observadas alteragbes significativas nas
concentragdes de albumina, que se restabeleceram sem o animal ser hidratado, De

acordo com a Tabela 4, no momento T3, a concentragdo das proteinas totais foi
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superior ao valor de referéncia para espécie equina (5,2 g/dL a 7,9), mas depois se
restabeleceu dentro dos parametros normais (KANEKO et al., 2008). Portanto, ndo
pode-se atribuir a variagdo nas concentragbes de albumina e para proteinas totais
séricas mesmo quando n&o significativas somente a desidratacao
(hemoconcentracéo transitoria).

Ao se comparar os dois protocolos de exercicio utilizados TRA e TLD,

observou-se um aumento significativo (p<0,05) na concentracdo da fragcao proteica
a-1 glicoproteina acida (AGP), do TRA para o TLD (Tabela 3) 30 minutos ap6s o
exercicio (T2). Esta proteina ndo tem o seu papel totalmente conhecido, mas esta
ligada a metabdlitos endbégenos, como catecolaminas e é secretada para
restabelecer a homeostase reduzindo possiveis quadros de lesao tecidual (MURATA
et al., 2004). Neste estudo, o exercicio de baixa intensidade e longa duracao (TLD) é
considerado predominantemente aerdbico e o consumo de oxigénio com a
probabilidade da formacédo de espécies reativas de oxigénio € maior, podendo
causar lesdes oxidativas.
Assim, a sintese de AGP poderia ser estimulada pelo processo de leséo tecidual e
estresse oxidativo. Ademais, como a AGP liga-se as catecolaminas pode-se inferir
que o aumento observado no protocolo TLD ocorreu em fungdo de maior liberagéo
de adrenalina 30 minutos (T2) apdés o exercicio,Portanto, ao se comparar os
protocolos utilizados e a resposta da AGP como marcador de estresse causado pelo
exercicio, o TRA se configurou como um protocolo mais adequado que o TLD..
Quando comparadas as variagdes nas concentragbes das proteinas durante os
protocolos, como observado na figura 7 e 8, nota-se também um aumento na
concentracao desta proteina em ambos os protocolos.

As atividades séricas de creatina quinase (CK), ndo apresentaram diferengas
significativas (p>0,05) quando comparados os momentos nos protocolos utilizados
(TRA e TLD) e nem quando comparados os protocolos entres si. Porém, em todos
os momentos (TO até T6) os equinos apresentaram concentragdes elevadas, acima
dos valores de referéncia para a espécie (2,3 até 23,4 Ul/L) (KANEKO et al., 2008),
de acordo com as Tabelas 4, 5 e 6. Harris et al. (1990) observaram que equinos
podem apresentar elevada atividade sérica desta enzima em condi¢des fisioldgicas.
E, ainda, sugerem que a CK poderia ser removida mais lentamente da circulagéo ou,
que, alguns animais apresentam maior sensibilidade quanto a permeabilidade na

membrana da célula muscular quando estimulada.
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Além disso, segundo Stockham e Scott (2011), o manuseio inadequado da
amostra pode causar aumento na atividade sérica da CK, pois a venopungao
incorreta causa lesdo das fibras musculares circundantes, levando a contaminacgao
da amostra. A hemdlise in vitro e a demora na separagdo do coagulo também
podem produzir uma falsa elevagao nas atividades desta enzima, pois os eritrocitos
contém adenilatoquinase e glicose-6-fosfato que interferem com a atividade sérica
da CK.

A literatura relata dados que corroboram com as informagdes supracitadas,
pois Rose e Hodgson (1994) encontraram atividade sérica da CK variando entre 100
a 300 UI/L, em equinos nao submetidos a exercicios. Fernandes (1994) também
observou atividade sérica da CK elevada em cavalos nao submetidos a exercicio
(84,29 Ul/L)Thomazzian et al (2007), sugerem que ha diferencas nas atividades
séricas de CK de acordo com a raga, idade e sexo do animal. Da Cas et al. (2001)
também relataram que a atividade desta enzima € constante somente do nascimento
até um ano de idade.

Segundo Brancaccio et al. (2008) humanos portadores de macromoléculas
das isoenzimas de CK na circulagao apresentaram atividade sérica cronicamente
elevadas de CK, sem uma causa especifica. Desta forma, nestas ocasides outros
parametros devem ser avaliados em conjunto para deteccgéo de lesao tecidual, como
por exemplo, a atividade sérica de lactato desidrogenase (LDH).

A partir dos estudos realizados por Yonezawa (2010) e Barbosa (2012), para
o protocolo de baixa intensidade e longa duragdo, devem ser utilizadas terapias
antioxidantes para prevenir possiveis lesdes teciduais, pois a concentragdes
elevadas de AGP sugeriram a formacao de espécies reativas de oxigénio durante o
exercicio.

Observou-se uma correlacéo positiva fraca e significativa entre IgA, 1gG e
Proteina total com a CK no TRA. Klentrou et al. (2002) sugeriram que o aumento das
concentragdes de imunoglobulinas podem estar relacionado ao exercicio, devido ao
quadro de imunossupresséao transitéria provocado por ele. Sendo que a IgA é uma
imunoglobulina com predominancia as secre¢cbes da mucosa do trato superior
respiratorio, estimulado no exercicio e considerada a primeira barreira a colonizagao
de micro-organismos patdgenos, esta poderia ser estimulada pelo exercicio, assim
como a enzima CK. A correlagdo positiva da proteina com o aumento das

concentragbes séricas de CK, durante o exercicio pode ser explicada pela
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redistribuicdo de fluidos do compartimento vascular para o espacgo extracelular dos
tecidos, como sugere Gondim et al. (2013).

Mesmo nao apresentando diferencga estatistica algumas proteinas, como a Cp
e a Tf, apresentaram variagdes nas suas concentragdes, de importancia biolégica.
Crisman et al. (2008) sugeriram que o incremento do ferro plasmatico evitando a
formacgao de radicais livres poderia explicar o aumento das concentragdes séricas de
transferrina, o que foi observado no protocolo TLD logo ap6s o exercicio (T2). Pode
ocorrer influxo do ferro nas células e estocagem na forma de ferritina e
hemossiderina, com altas concentra¢cdes no figado, no bagco e na medula éssea. A
reducdo de transferrina neste estudo no momento (T6), apdés o esforco pode ser
devido ao seu esgotamento pela ligagéo ao ferro livre como também cita Fallon et al.
(2001).

O aumento nas concentragdes das fragdes proteicas de Cp mesmo que nao
significativo no protocolo TRA, (Figura 7), pode indicar prevencdo tecidual contra
subprodutos do metabolismo oxidativo como sugerido pelos autores supracitados e
também é possivel que o aumento de ceruloplasmina em resposta as interleucinas
no exercicio fisico esteja também associado ao seu papel como antioxidante
(MEYER et al.,, 2001). Porem, a relagdo entre a Cp e lesdo muscular quando
correlacionada com a atividade sérica da CK, n&o corrobora com estas observagdes,
pois neste estudo a Cp apresentou uma correlagdo negativa moderada significativa
(p<0,05) com o0 aumento da CK.

Uma proteina néo identificada nominalmente, de 23 kDa foi observada nos
tracados eletroforéticos em todos os animais, independentemente do grupo. Apesar
de n&o ter apresentado diferenca significativa para os animais avaliados e devido a
auséncia de informacédo sobre a sequéncia génica desta proteina, Murata et al.
(2004) descreveram esta proteina como um mondmero da cadeia alfa de
haptoglobina em bovinos. No entanto, mais pesquisas sdo necessarias para avaliar
a funcdo desta proteina em equinos, uma vez que nao ha dados disponiveis na

literatura sobre o exato papel desta fragéo proteica.
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7. CONCLUSAO

Conclui-se que o protocolo de exercicio de curta duragao e rapida aceleracao
(TRA), promoveu uma diminuigcdo nas concentragbes de haptoglobina, sendo que
neste caso, nao houve uma resposta de fase aguda e néo foi possivel detectar
presenca de lesédo oxidativa. Portanto, este exercicio configurou-se como um melhor
protocolo de condicionamento para os animais avaliados.

Conclui-se que a albumina teve suas concentracbes aumentadas em trés
horas ap6s o protocolo de exercicio de baixa intensidade e longa duragéo (TLD),
configurando uma resposta transitoria a um quadro de desidratagao.

Uma proteina de 23 kDa, nado identificada nominalmente, foi observada no
tracado eletroforético de todos os animais,mantendo-se constante nos animais
avaliados.

A o-1 glicoproteina acida apresentou aumento significativo nas suas
concentragbes, no protocolo de baixa intensidade e longa duragdo (TLD).,
possivelmenterelacionado ao tipo de exercicio realizado, que favorece a ocorréncias
de lesbes oxidativas e o0 aumento da liberagc&do de catecolaminas.

Conclui-se uma correlagao positiva fraca entre a CK e IgA, IgG e Pt, para o
protocolo TRA e entre CK e Tf e Hp, para o protocolo TLD, indicando que a linha de
tendéncia para estas variaveis foi positiva. E quando correlacionadas a CKe a Cp a
linha de tendéncia foi negativa, porque demonstrou-se uma correlagdo moderada
negativa. Um valor do coeficiente de correlacdo, embora estatisticamente
significativo, nao implica necessariamente numa relagcdo de causa e efeito, mas,
simplesmente indica a tendéncia que aquelas variaveis apresentam quanto a sua
variagao conjunta.

Quando comparadas as variagbes das concentragdes das fragdes proteicas
mesmo sem diferenca significativa, observou-se uma alteracédo na dindmica das
proteinas no TLD e TRA, inferindo a importancia bioldégica da avaliagcdo destas
proteinas e concomitante aos protocolos utilizados, demonstrando a importancia de

se obsevar os limites fisiol6gicos durante o treinamento visando o bem estar animal.
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9. ARTIGO CIENTIFICO

Considerac0es sobre 0 proteinograma serico no exercicio em equinos

Considerations of serum protein concentrations during exercise in horses.

Pedrita Carvalho Ferreira Assuncéo?, Elizabeth Moreira dos Santos Schmidt!, Aguemi
Kohayagawa!

REVISAO BIBLIOGRAFICA

RESUMO

Sabe-se que a pratica de exercicios ¢ cada dia sendo necessdria, a criagdo de
protocolos adequados, visando a adaptacdo e condicionamento do animal atleta, prevenindo
lesdes causada pelo estresse provocado por estes. Em cavalos atletas, o exercicio de alta
intensidade estd associado a lesdo de células musculares e o aparecimento da resposta de fase
aguda (APR). Uma das alteragdes provocada por esta APR ¢ o estimulo da sintese de
proteinas de fase aguda pelo figado e por 6rgdos extra-hepaticos. Esta APR ¢ uma resposta
rapida e ndo especifica. No caso do exercicio, a sintese dessas proteinas, tem como finalidade
o restabelecimento da homeostase corporal, caracterizando o estresse causado pelo exercicio
semelhante a um quadro inflamatério. Essas proteinas podem auxiliar na avaliagdo do

treinamento fisico como marcadores de inicio de lesdo ou adaptacdo muscular.

Palavras chave: proteinas de fase aguda, atletas, exercicio, inflamagao, estresse.

ABSTRACT

It is known that exercise is highly recomended, but with that its necessary to develop
appropriate protocols, aimed to adapt and conditionate the animal athlete, preventing injuries

caused by the stress damage to. In athletes horses the high intensity exercise injury is
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associated with muscle cells and the onset of the acute phase response (APR) is caused by
changes on the stimulation of the synthesis of acute phase proteins in the liver organs and
extra hepatic organs. This APR is a fast and non-specific, and the exercises remote to
synthesis of these proteins, to restore the body homeostasis, characterizing the stress caused
by the exercise as similar to an inflammatory injury. The APP determination could help to

evaluate the physical training making than early markers of injury or muscle adaptation.

Key words: acute phase proteins, athletes, exercise, inflammation, stress.

INTRODUCAO

Dentre os animais de esporte, os equinos tem a habilidade tnica em aumentar sua
demanda de oxigénio num fator de 60 vezes durante exercicio intenso, além de apresentar um
metabolismo energético elevado, tornando-os um excelente modelo para investigagdo de

processos patologicos relacionados ao exercicio (ART e LEKEUX, 2005).

A atividade fisica é uma conhecida forma de estresse e a exposi¢do cronica a ela,
chamada treinamento fisico, ¢ capaz de disparar alteragdes em a resposta a alteragdes causada

por este estresse (SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004).

E complexa a relacio entre a pratica do exercicio e o sistema imune e a
susceptibilidade a desenvolver doengas. Mesmo com o grande numero de varidveis
relacionados nesta area, aparentemente, o estresse causado pelo exercicio tem dois efeitos no
sistema imune promovendo estimulo ou supressdo do mesmo, que pode contribuir para o
aumento da incidéncia e gravidade de algumas doengas observadas em cavalos de corrida e de

alta performance (HINES et al., 1996).
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O exercicio de alta intensidade, portanto, pode estar associado a presenga de lesdo
muscular e, por consequéncia, a chamada resposta de fase aguda pelo organismo e produgdo
das proteinas de fase aguda. A produg@o destas proteinas pode ser reconhecida como uma

resposta ao estresse (ROSA et al.,2002).

A resposta de fase aguda estd relacionada a processos inflamatorios (ou ndo) em
estagios iniciais, ndo especificos. No sitio inflamatorio, ocorrem alteracdes que promovem a
liberacdo de citocinas, resultando em respostas sist€émicas, como febre, leucocitose e sintese e
liberacdo de proteinas de fase aguda (ECKERSALL, 2008). Humanos submetidos a
exercicios de ultramaratona apresentaram alteragdes na resposta de fase aguda, como
consequéncia ao exercicio, similares a condi¢des clinicas ou cirargicas (GONDIM et al.,
2013). Além destes, Fallon et al (2001), afirmaram que a resposta de fase aguda provocada
pelo exercicio estd relacionada com a lesdo muscular e consequente inflamagdo, confirmada

pelo aumento da atividade sérica de creatina quinase (CK).

Em humanos e animais domésticos, a avaliagdo das concentragdes de proteina C
reativa (CPR), haptoglobina (Hp) e amiloide A sérico (SAA) s@o descritos e utilizados para
avaliar a higidez, incluindo a detec¢@o de inflamagdes subclinicas, avaliacdo da gravidade do
processo e periodo de convalescéncia (CYWINSKA et al., 2010). Essas alteragdes podem ser
encontradas relacionadas ao exercicio, pois 0 mesmo promove alteragdes reversiveis que

podem ser determinadas e quantificadas laboratorialmente (GONDIM et al., 2013).

REVISAO DA LITERATURA

O EXERCICIO/ CAVALO ATLETA

Considerando-se o bem-estar dos equinos, podem ser observados alguns fatores que

estdo relacionados ao comportamento nas pistas, como as relagdes homem—animal, animal—
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ambiente (temperatura ambiente, umidade relativa do ar, altitude, radiacdo solar, polui¢do
sonora), além dos sistemas de manejo, estado fisico e outros. Todos esses agentes podem
interferir no desempenho de um cavalo atleta. Por serem muitas vezes agentes agressores,
podem promover, no organismo, reacdes ndo especificas de adaptagdo (HODGSON, 1994). O
exercicio causa um estresse fisico, que pode ter como resultado alteragdes quimicas e
celulares. Essas alteracdes dependem de um numero de fatores como clima, condigdes
corporais, nutricdo e o tipo de duracdo do exercicio. O exercicio prolongado pode alterar a
hemostasia do organismo, como demonstrado em atletas humanos (Fallon et al., 2001). Em
cavalos atletas o exercicio induz alteragdes nos constituintes bioquimicos do plasma (FAZIO

etal., 2010).

A resposta ao exercicio poder ser dividida em dois componentes: resposta aguda e
adaptagdo crdnica, sendo que a aguda ¢ a resposta transitéria ao estresse, € a cronica uma
resposta que permite o organismo a tolerar de maneira adequada o estresse (ROSA et al.,

2002).

Os treinamentos com animais, para melhorar capacidade de desempenho, tém se
tornado cada vez mais comuns, mas a busca por estes objetivos deve respeitar limites
fisiologicos. A pratica extenuante de exercicio sem cuidados acarreta em uma sindrome de
excesso de treinamento (overtraining). Essa sindrome ¢ caracterizada como um disttrbio
neuroenddcrino provocado pela falta de compatibilidade entre a pratica esportiva e os
momentos de descanso, levando a problemas metabolicos (ROGERO et al., 2005). Um dos
mecanismos metabdlicos que pode explicar essa sindrome ¢ que microtraumas teciduais
adaptativos ocorrem normalmente durante a execucdo de exercicios e a recuperacdo depende
apenas de um programa de treinamento adequado, caracterizado por periodos de repouso

suficientes. Estes microtraumas resultam em uma resposta inflamatéria moderada, que tem
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como finalidade um processo de cicatrizacdo com consequente adaptacdo muscular, dssea e
articular. Essas respostas inflamatorias locais resultam em processos de recuperacdo do
trauma. No entanto, acredita-se que essa recuperag@o ndo pode ser alcangada por atletas que
estejam realizando treinamentos de alta intensidade e a inflamacao aguda e local pode evoluir
para um quadro de inflamagdo crdnica e acarretar em uma possivel inflamagdo sistémica,
sendo que parte desta envolve a ativagdo de monocitos circulantes, que sintetizam citocinas
pré-inflamatérias como as interleucinas 1 ¢ 6 (IL-1 e IL-6) e fator de necrose tumoral alfa

(TNF-a) (SMITH, 2000; SMITH, 2004; ROGERO et al., 2005).

As citocinas pro-inflamatérias exercem sua acdo por meio da regulagdo da fungdo
hepatica, promovendo a manutencdo da glicemia e favorecendo a sintese de proteinas de fase
aguda (PFAs) relacionadas ao processo de inflamagdo, concomitante ao estado

hipercatabdlico (SMITH 2004; ROGERO 2005).

De acordo com Fallon (2001), hd uma reacdo de fase aguda analoga a que ocorre em
processos inflamatérios, devido ao aumento significativo na concentragdo sérica de
ceruloplasmina(Cp) durante os dias do treinamento e pds-treinamento e da concentragdo
sérica de haptoglobina(Hp). Nao houve diferenca significativa nas concentracdes de albumina
e alfa-1 antitripsina (AAT). Porém, poucos estudos foram realizados para avaliar a
concentracdo das proteinas de fase aguda (PFAs) durante o treinamento fisico em animais até

mesmo em humanos.

Fazio et al. (2010) avaliaram alteragdes nas concentracdes das PFAs em equinos
durante um programa de treinamento semanal prolongado. Houve diferenga significativa nas
concentragdes de fibrinogénio apés 60 dias e um aumento gradual da concentracdo de

haptoglobina durante todo o treinamento.
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De acordo com Snow (1983) ¢ Hain et al. (1996), o aumento da liberagdo da
adrenalina provocada pela prética do exercicio pode resultar em uma contragdo esplénica que
irda promover ndo s6 a liberacdo de eritrocitos na circulagdo periférica, mas também de
leucdcitos. A variagdo na contagem total de leucocitos € a resposta mais comum a inflamagao
(WEISER, 2004). Assim, o exercicio induz a leucocitose e geralmente ¢ comparado como

uma resposta a uma inflamacdo e induz a resposta de fase aguda pelo organismo (FAZIO et

al., 2010).

PROTEINAS DE FASE AGUDA (PFAs)

Proteinas sdo compostos indispensaveis a vida e compdem a base das estruturas de
células, 6rgdos e tecidos. Agem como catalisadores em reagdes bioquimicas, tampao acido-
base, nutrientes, manuten¢@o da pressdo osmoética e como hormonios na regulacido enddcrina.
Portanto, a avaliagdo das concentragdes séricas de proteinas totais e suas fracdes sdo
importantes no auxilio do diagnoéstico clinico (ECKERSALL, 2008). Qualquer lesdo tecidual
durante um processo inflamatério promove a liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias. Essas
citocinas, além do o6xido nitrico e glicocorticoides, ativam e modulam a resposta de fase
aguda e a liberacdo de proteinas de fase aguda, principalmente pelo figado (GRUYS et al.,

2005).

A resposta de fase aguda ¢ uma reagcdo promovida pela produgdo e liberacdo de
citocinas, incluindo interleucinas IL-1, IL-6 ¢ TNF-a. Essas reagdes promovem alteragdes
essenciais para a defesa e adaptacdo do organismo, como alteragdes hormonais e producao de
proteinas de fase aguda (CYWINSKA et al., 2010; ECKERSALL, 2008; PETERSEN et al.,

2004).
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As respostas das PFAs ndo s3o especificas e ocorrem alteragdes nas suas
concentracdes na presenca de infecgdes, inflamagdes, trauma cirurgico ou estresse
(PETERSEN et al., 2004; GRUYS et al., 2005; CRISMAN et al., 2008; ECKERSALL &
BELL, 2010; KIELGAARD-HANSEN, 2011). Essas proteinas sdo consideradas como parte
da resposta imune inata ndo especifica, envolvendo a recuperacdo da homeostase e restricdo
do crescimento microbiano antes dos animais desenvolverem imunidade adquirida a um

determinado desafio (MURATA et al., 2004; ECKERSALL, 2008).

ApoOs o estimulo pro-inflamatoério, a I1-6 promove a diminui¢do de II-1 e TNF-a
promovendo uma cascata de reacdes. A diminui¢do da resposta de fase aguda ocorre pela
rapida remocdo de citocinas no figado, realizada pela I1-10, promovendo a supressao local de
producdo de I1-6, e por efeitos que inibem a produgdo de PFAs. Parte da resposta de fase
aguda ¢ suprimida pelas II-1 e [1-4 e algumas PFAS que modulam a producao destas citocinas

(GRUYS, 2005).

A concentracdo de PFAs circulantes varia de acordo com a gravidade do processo e
extensdo de lesdo tecidual. A determinagdo dessa concentra¢do ¢ util para o auxilio no
diagndstico e prognostico de distlirbios inflamatérios, além de possibilitar 0 monitoramento
de uma determinada terapia e para avaliar o estado de saude (BELL et al.,, 2008;

ECKERSALL, 2008).

As PFAs podem ser classificadas em positivas ou negativas. Nas positivas enquadram-
se, dentre outras, a alfa-1 glicoproteina acida (AGP) e a haptoglobina (Hp), proteina C reativa
(CPR), amiloide A sérico (SAA). No segundo grupo, destacam-se a albumina e a transferrina
e suas concentracdes séricas tendem a diminuir na presenca de condi¢des inflamatorias

(KANEKO, 2008; CRISMAN et al., 2008).
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Segundo Eckersall e Bell (2010), em todas as espécies animais as PFAs sio
classificadas de acordo com a resposta que apresentam, como: maior, moderada e menor
resposta. Sendo que as “major”, ou seja, de resposta maior, estdo presentes em baixa
concentracdo no soro (< lpg/L) de animais saudaveis e podem ter suas concentracdes
elevadas em 100-1000 vezes quando existe um estimulo inflamatdrio, tendo seu pico em 24-
48 horas e um declinio rapido na fase de recuperacdo. As proteinas consideradas de resposta
moderada elevam as suas concentragdes em 5-10 vezes quando ativadas, apresentando um
pico depois de dois a trés dias e com declinio mais lento que da maior. As menores ou
“minor” tém o um aumento gradual das suas concentragdes basais em 50 a 100%. As
proteinas de fase aguda negativas diminuem sua concentracdo durante o processo

inflamatorio.

Para a espécie equina, consideram-se como as mais importantes PFAs a
ceruloplasmina, a haptoglobina e amiloide A sérico. Nos equinos a unica proteina de fase
aguda considerada como “major” ¢ o amiloide A sérico (SAA) (ECKERSALL, 2008). As
proteinas consideradas de resposta moderada estdo sempre presentes em pequenas
quantidades no plasma de cavalos sadios € o aumento das suas concentragdes é geralmente
lento, de dias a semanas. Exemplos de proteinas de fase aguda moderada incluem:
haptoglobina (Hp), fibrinogénio (Fb), al glicoproteina 4acida (AGP) e ceruloplasmina (Cp)

(CRISMAN et al., 2008).

As PFAs podem ser usadas como alternativa no monitoramento da satide animal. Estas
sdo consideradas um método valido devido a sua resposta sistémica ao estimulo inicial. No
entanto, ndo sdo utilizadas para estabelecer um diagnoéstico especifico e também ndo podem
prever a extensdo do curso de uma lesdo individual no animal. Para avaliagdo de rebanho, as

PFAs podem ser uteis para determinar se existe a propagacdo e prevaléncia clinica e
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subclinica de algum processo inflamatério indicado pelo aumento da concentragdo de

determinada proteina (PETERSEN et al., 2004).

As proteinas de fase aguda negativas, sdo aquelas que tém sua concentragdo diminuida
durante a resposta de fase aguda que ocorre durante o processo inflamatorio. Esta resposta
pode ser rapida e significativa, depois de 24 horas, ou pode ser mais gradual depois de dias

(ECKERSALL, 2008).

A albumina, proteina mais abundante no plasma, corresponde a de 35 a 50% da
concentragio total de proteina e tem um peso molecular de 66,4kD. E uma proteina
sintetizada no citoplasma dos hepatdcitos. A taxa da sintese de albumina € controlada pela
pressdo coloidosmotica, embora possa ser influenciada por horménios como insulina, tirosina
e cortisol. Apenas 30 a 40 % desta proteina estd presente no sangue, o restante se encontra no
espago intersticial. O catabolismo da albumina ocorre em diferentes tecidos como, musculo,
figado, rim e contribui com a utilizacdo de 40 a 60 % da albumina total (ECKERSALL, 2008;
PRINSEN & VELDEN, 2004). A albumina, portanto, auxilia na manutencdo da pressdo
coloidosmotica e do volume sanguineo. Outra funcdo € o transporte de diversos metabolitos
que circulam no sangue. Substidncias como dacidos graxos, cdlcio, colesterol, bilirrubina,
circulam ligados a albumina, além destes, diversos agentes farmacologicos também podem
ser ligados a esta proteina. A albumina ¢ considerada uma proteina de fase aguda negativa e a
sua concentracdo sérica diminui gradualmente em processos inflamatérios e infecgdes

(ECKERSALL, 2008).

A trasferrina, proteina responsavel pelo transporte de ferro no sangue e também ¢
considerada como uma proteina de fase aguda negativa nos mamiferos, mas a sua maior
aplicabilidade diagnostica estd relacionada em mamiferos com doengas ligadas ao

metabolismo do ferro (ECKERSALL, 2008). A transferrina estd relacionada a imunidade
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inata por se ligar aos ions ferro prevenindo a proliferacdo de patdogenos e parasitas que
utilizam este nutriente (MURATA et al., 2004). Concentra¢des diminuidas de transferrina
pode ser consequéncia da producdo inadequada desta proteina por danos nos hepatdcitos,

doenga renal, leucemias, inflamagdo aguda e cronica (JAIN,1993).

Fibrinogénio ¢ considerado uma proteina de fase aguda positiva, produzida pelos
hepatocitos com peso molecular de 340 kD (ECKERSALL, 2008; STOCKHAM e SCOTT,
2011). O fibrinogénio é produzido somente pelo figado ¢ um precursor de fibrina, esta
presente livre no plasma e nos granulos plaquetarios (KANEKO et al., 2008). Segundo
Stockham e Scott (2011), como o fibrinogénio ¢ uma PFA positiva, espera-se que a
concentracdo plasmatica desta proteina aumente durante um processo inflamatoério.
Entretanto, quando ocorre inflamagdo simultaneamente com um processo de coagulacdo e
fibrinolise o aumento no consumo desta proteina pode mascarar elevacdo na produgdo de

fibrinogénio.

Segundo Eckersall (2008) e Hulten et al., (2002) o fibrinogénio ¢ considerado uma
PFA de resposta moderada de acordo com estudos relacionados em artrites em equinos. Por
outro lado, a haptoglobina e o amiloide A sérico apresentaram aumentos nas concentragdes
séricas anteriores ao aumento do fibrinogénio, neste mesmo estudo. Crisman et al. (2008)
sugerem que a alteracdo na concentragdo de fibrinogénio ndo ¢ necessariamente o melhor
método para deteccdo e avaliagdo de uma inflamagdo, devido a sua resposta de fase aguda
moderada, comparada com outras proteinas de fase aguda, dificultando assim a sua utilidade
clinica, apesar da técnica (precipitacdo térmica) para sua determinac¢do ser de facil aplicacdo e

utilizada a bastante tempo (ECKERSALL, 2008).

A haptoglobina é uma glicoproteina composta de subunidades o e B com a alfa

apresentando um peso molecular de 16 a 23 kDa e a unidade beta de 35 a 40 kDa. Estas
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subunidades sdo combinadas e formam a cadeia B-a-a-p. A fungdo primaria da haptoglobina é
se ligar a hemoglobina livre no sangue, para prevenir lesoes teciduais oxidativas. Essa cadeia
haptoglobina hemoglobina (Hp-Hb), reduz a disponibilidade, para utilizacdo bacteriana, do
residuo heme e seu ion ferro. Sendo assim, a Hp tem uma atividade antibacteriana indireta

(ECKERSALL, 2008).

A cadeia Hp-Hb também ¢ reconhecida pela via CD163, um receptor de membrana
especifico em macrofagos, e estd relacionada a fagocitose, entre outras atividades
imunomodulatorias, como quimiotaxia de granuldcitos, inibi¢do da proliferacdo de mastdceitos
e inibicdo da proliferagdo de células T (MURATA et al., 2004; ECKERSALL, 2008). Esta
relacionada a cicatrizacdo de feridas, pela estimulacdo da angiogénese. O aumento das
concentracgdes séricas de haptoglobina podem ser um indicador sensivel de hemolise intra ou
extravascular e de infec¢do ou inflamacdo em equinos (CRISMAN et al., 2008). As suas
concentracgdes séricas podem ser influenciadas por outros fatores nao relacionados a resposta
de fase aguda, como doengas renais e ictericia obstrutiva, que podem causar

hiperhaptoglobulinemia (PETERSEN et al., 2004).

O amildide A sérico (SAA) tem peso molecular, em sua forma natural de
aproximadamente 180 kD, pois geralmente forma um complexo com lipoproteinas. Apos a

desnaturagdo, o peso estimado de suas subunidades ¢ de 9 a 14 kD (PETERSEN et al., 2004).

Em humanos, quatro isoformas foram identificadas e separadas geneticamente. Sdo
elas: SAA 1, SAA 2, SAA 3 e SAA 4. As isoformas SAA 1 e 2 sdo produzidas no figado e
tém suas concentragdes elevadas em resposta a uma reagdo de fase aguda. Em contrapartida, a
isoforma SAA4 ¢ produzida normalmente em baixas concentragdes no figado e ndo ¢é
influenciada pela resposta de fase aguda. A isoforma SAA3 tem suas concentragdes

aumentadas na resposta de fase aguda, ¢ produzida pelo tecido adiposo e pulmio, ovéario e
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glandula mamadria. Além disso, também pode ser encontrada no colostro dos bovinos. O SAA
sérico ¢ precursor do amiloide A, portanto, estd relacionado também com a patogenia da
amiloidose (HULTEN et al., 1997, ECKERSALL, 2008). Trés isoformas do SAA (SAAI,
SAA2, SAA3) foram descritas em equinos. A secrecdo de SAA3 foi demonstrada na glandula

mamaria (colostro) e articulag¢do (liquido sinovial) de equinos (CRISMAN et al., 2008).

As fungdes do SAA incluem a ativag@o ou a inibicdo das fungdes dos leucdcitos, a
migracdo de células inflamatérias para o local da infeccdo, a inibicdo da proliferacdo das
células endoteliais e linfocitos, a inibi¢do da agregacdo de plaquetas e a fagocitose. O SAA
pode também estar ligado a liberacdo de mieloperoxidase e migracdo direta de fagocitos, além
de modular e remodelar a degradacdo de tecido conjuntivo (GRUYS et al., 2005; CRISMAN

et al., 2008).

Em equinos, alteragdes das concentragdes do SAA estdo relacionadas a diversas
doengas como inflamacdes e infecgdes, em pos-operatdrios, artrite, sepse, enterite,
pneumonia, diarreia e trauma cirurgico. A avaliacdo das concentracdes de SAA deve ser
realizada em equinos com colica, principalmente quando esta ¢ estimulada por um processo
inflamatério (ECKERSALL, 2008). De maneira geral, a sensibilidade e o perfil cinético do
SAA, quando comparado com outras PFAs moderadas como o fibrinogénio, fazem desta
proteina o marcador ideal de inflamagdo e lesdo tecidual em equinos (CRISMAN et al.,

2008).

A ceruloplasmina ¢ uma proteina com peso molecular de 151 kDa. Esta € relacionada
com o transporte de cobre e oxidacdo do ferro. No entanto, o mecanismo de incorporagdo do
cobre pela ceruloplasmina ainda ndo estd bem definido. O aumento nas suas concentragdes ¢é
resultado do aumento da expressdo génica desta proteina em tecido hepatico e extra-hepatico,

como bago, pulmaio, testiculo e cérebro (ECKERSALL, 2008; HELLMAN & GITLIN, 2002).
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Segundo um estudo realizado por Gondim et al. (2013), o aumento da ceruloplasmina
em intervalos de seis e doze horas apds o exercicio também pode ser indicativo de processo
inflamatoério ou também protecdo tecidual contra subprodutos do metabolismo oxidativo,
desta forma, ¢ possivel que o aumento de ceruloplasmina em resposta as interleucinas no
exercicio fisico esteja também associado ao seu papel como antioxidante. Pois durante o
exercicio fisico intenso, ha liberacdo de espécies reativas de oxigénio e estimulo ao processo

inflamatério por meio da liberacdo de citocinas. (RADAK, 2000).

A alfa-1 antitripsina (AAT) é uma glicoproteina da familia das inibidoras de proteases
séricas sintetizadas, principalmente, pelo figado e, em menor quantidade, pelos mondcitos,
macroéfagos bronco alveolares e glandula mamaria. A sua principal funcdo ¢ inibir a protease
elastase dos neutréfilos, que, ao ser liberada nos locais de inflamagdo, promove destruicao

tecidual. (ECKERSALL, 2008; DiFILLIPO et al., 2011).

Gondim et al. (2013), encontraram aumento significativo nas concentragdes de AAT,
albumina, ceruloplasmina e haptoglobina em equinos de polo. As elevagdes nas
concentracdes dessas proteinas foram observadas cinco minutos apds o exercicio (partidas de
polo), mas ndo foram observadas alteragdes significativas nas concentragdes dessas proteinas
apés seis e doze horas neste exercicio. Poneis submetidos a laminite experimental
apresentaram aumento significativo nas concentragdes plasmaticas de ATT (FAGLIARI et al.,

2008).

Alfa 1 glicoproteina acida (AGP) ¢ uma glicoproteina com uma massa molecular de
aproximadamente 43kDa, composta por ligagdes covalentes de carboidratos. Embora o papel
preciso desta proteina ainda ndo esteja muito esclarecida, estd ligada a varios metabolitos
endogenos como a heparina, histamina, serotonina, esteroides e catecolaminas

(ECKERSALL, 2008). AGP ¢ secretada principalmente pelos hepatdcitos e contribui para a
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homeostase reduzindo a lesdo tecidual associada com o processo inflamatério em células
extra-hepaticas, endoteliais e epiteliais. Esta proteina ¢ um agente anti-inflamatdrio natural,
pois inibe a ativacdo de neutrofilos e aumenta a secre¢do de Il-1 e atua na depuragdo de
lipopolissacarideos neutralizando sua toxicidade. E responsavel pela inibi¢io da indugdo da
mitose e proliferacdo de linfocitos (MURATA et al., 2004). Na maioria das espécies, a AGP ¢
considerada uma proteina de fase aguda de resposta moderada, que tem suas concentragdes

elevadas mais lentamente. (ECKERSALL, 2008).

Os métodos laboratoriais de determinagdo das proteinas tém por finalidade identificar
e avaliar quantitativamente as mesmas. A eletroforese ¢ um método inespecifico no qual as
proteinas se movem por meio de um campo elétrico formando picos que permitem a
identifica¢do e quantificagdo relativa das mesmas e sua principal utilizagdo ¢ identificar os

picos de variagdes proteicas (KANEKO, 2008).

Atualmente, utiliza-se para eletroforese de proteinas o gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE). Durante a polimerizacdo da acrilamida para formar o
gel de uso, a proporcdo de ligacdes cruzadas entre as cadeias de polimeros pode ser
controlada, e o gel forma uma “peneira” molecular, que controla a migrac¢do das proteinas de
acordo com o seu tamanho. Uma vez no gel, a separacdo ¢ baseada pela massa e pela carga.
Neste método faz-se um pré tratamento das proteinas com o aquecimento em solugdo
detergente dodecil sulfato de sdédio (SDS) e o agente de reducdo ¢ o B mercaptoetanol. Este
sistema, SDS-PAGE, foi introduzido por Laemmli (1970) e a separag@o das proteinas por esta

técnica aumenta a complexidade de interpretacdo do eletroforetograma (ECKERSALL, 2008).

Christensen et al. (2012) realizaram investigagdes para avaliar a aplicacdo de um teste
de imunoensaio automatizado de turbidimetria por aglutinagdo em latex (LAT) baseado em

anticorpos monoclonais de amiloide A sérico de humanos, para avaliagdo desta proteina
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(SAA) em cies, gatos e equinos. Foi também realizada uma comparacdo entre os métodos
utilizados para determinagdo de SAA em equinos e felinos ¢ uma avaliacdo da performance
de SAA em cies. O teste LAT apresentou uma performance analitica aceitavel por se tratar de
um método rdpido e de facil aplicagdo, tornando sua utiliza¢do facilitada na rotina

laboratorial.

CONCLUSAO

A pratica do exercicio promove alteragdes fisiolégicas no organismo. Uma das
alteragdes provocadas por ele € o estresse oxidativo que promove um desequilibrio sistémico
e nos casos de treinamento intensivo, lesdes musculares e articulares, prejudicando assim o
desempenho em equinos de alto rendimento. Portanto, a determinacdo das proteinas de fase
aguda, como marcadores da presen¢a de uma possivel lesdo e desempenho destes animais
frente ao exercicio pode funcionar como uma ferramenta integrada para avaliar a pratica de
treinamentos fisicos adaptativos para estes animais. Desta forma, estudos que relacionem
essas proteinas e o exercicio devem ser realizados, para que seja possivel obter informacgdes
sobre o potencial dessas proteinas como biomarcadores do estado de satde e de avaliagdo do

restabelecimento da homeostasia dos animais apds serem submetidos a pratica esportiva.
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