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PERFIL DE CITOCINAS SERICAS E TERMOGRAFIA EM EQUINOS
QUARTO DE MILHA SUBMETIDOS A PROVA DE LACO EM DUPLA

RESUMO - Os objetivos do presente estudo foram verificar se existe
reacdo inflamatéria no exercicio de curta duragdo e alta intensidade e se a
mesma pode ser classificada em Thl, Th2 ou Th17. Além disso, verificar se as
temperaturas corporeas e locais se alteram com exercicio este e se
treinamentos distintos podem influenciar nestas alteragbes. Utilizaram-se 12
animais, idade entre 3 e 6 anos e peso médio de 450 kg, participantes de laco
em dupla, divididos em: treino regular (GTR) e treino esporadico (GTE). O
sangue coletado em tubos de 10 ml sem anticoagulante. Coletas e afericdes de
temperatura foram realizadas 30 minutos antes, imediatamente depois, uma,
duas, seis, e 24 horas ap06s o exercicio. Utilizou-se como método de deteccao
das citocinas a citometria de fluxo. A concentracéo de IL-10, ap6s uma hora do
exercicio, foi significativamente maior em GTE do que GTR. Observou-se maior
concentracéo sérica de TNF-a, IL-6 e IL-10 entre os grupos, 24 horas apés o
exercicio, mas sem alteracdo entre os momentos. A temperatura central se
restabeleceu dentro de 24 horas. As temperaturas da regiao dos tenddes em
membros pélvicos e da garupa mantiveram-se elevadas. O exercicio nao
causou nenhum tipo de resposta imune, animais condicionados, treinados
esporadicamente, apresentaram resposta imune mista enquanto que animais
condicionados, treinados regularmente, ndo apresentaram nenhum tipo de
resposta imune. O mecanismo de termorregulacdo foi eficiente em ambos os
grupos, o aumento de temperatura local apos 24 horas pode ser infleuenciado

pela temperatura ambiente ou ser sugestivo de inflamacé&o subclinica.

Palavras-Chave: cavalos, citocinas, inflamacéo, citometria de fluxo, exercicio,

termometria.



PROFILE OF SERUM CYTOKINES AND THERMOGRAPHY IN QUARTER
HORSES SUBJECTED TO TEAM ROPING

SUMMARY - The aims of this study were to verify if there is
inflammation in the exercise of short duration and high intensity and whether it
can be classified into Thl, Th2 or Thl7. Moreover, check the body
temperatures and locations change with exercise of short duration and high
intensity and different training can influence these changes. 12 animals were
used, 6 female and 6 males, mean age 3 to 6 years and weight ~ 450 kg.
Animals were divided in two groups: regular training (GLTR) and sporadic
training (GLTE). 10 mL of Blood were collected in tube without anticoagulant.
Blood collections and temperatures were made 30 minutes before, immediately
after, and one, two, six and 24 hours after competition. The analyses were
made by flow cytometric. The serum concentration of IL-10 was significantly
higher in GTE than in GTR. The serum concentrations of TNF-a, IL-6 and IL-10
were significantly higher in GTE than in GTR, 24 hours after exercise. The core
temperature increased after exercise and returned to baseline after 24 hours.
The temperature in the region of the hindlimbs raised immediately after exercise
and did not return to baseline after 24 hours. The temperature of the croup
(right side) increased immediately after exercise and remained so for more than
24 hours. The exercise did not cause any immune response, conditioned
animals, trained sporadically showed mixed immune response while
conditioned animals, trained regularly, did not show any immune response. The
thermoregulatory mechanism was efficient in both groups, the local temperature
increase after 24 hours due to room temperature or suggestive of subclinical

inflammation.

Keywords: horses, cytokines, inflammation, flow cytometry, exercise,

thermometry diagnosis.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

O rebanho equino nacional € o maior da América Latina e o terceiro
maior rebanho mundial, com pouco mais de 5.363.185 animais (IBGE, 2013),
sendo que o complexo do agronegdcio equino no Brasil movimenta algo em
torno de R$7,5 bilhdes por ano, gerando cerca de 3,2 milhdes de empregos
diretos e indiretos. Entre as varias atividades ligadas a cadeia do agronegocio
equestre destaca-se 0 esporte, que movimenta valores da ordem de R$ 705
milhdes por ano e conta com a participacdo estimada de 50 mil equinos atletas
(LIMA et al., 2006), ressaltando a importancia dos cuidados com esses
animais.

Humanos e cavalos estéo intimamente ligados, ndo s6 por suas origens
histéricas e culturais, mas também porque compartiiham uma aptidao natural
para o desempenho atlético (DAVIS et al.,, 2005). A estreita relacdo entre
humanos e equinos levou ao desenvolvimento de diversas modalidades de
esportes equestres. De um modo geral, cada modalidade equestre varia em
duracdo, velocidade, forca e agilidade. Sendo assim, um tratamento
diferenciado € exigido para o0s equinos que participam de diferentes
modalidades (ARARIPE, 2010),

Atualmente, a quantificacdo de citocinas, termografia e expressdo de
RNAmM estdo sendo estudas com a finalidade de detectar, precocemente,
alteracdes locais e sistémicas em humanos e cavalos atletas, a fim de avaliar o
grau de estresse causado ao organismos, alteracdes clinicas e melhor
treinamento (VALERA et al., 2012; LIBURT et al., 2009; DONOVAN et al.,
2007; MARLIN et al., 1998).

Uma modalidade emergente dentro da citometria de fluxo € o ensaio
multiplex baseado em beads, ou “BBMAs” (“Bead-based Multiplex Assays”).
Esta técnica se baseia na marcacédo de microesferas de poliestireno marcadas
por um fluoréforo, que permite a deteccdo e quantificacdo simultanea de

multiplos analitos, garantindo um alto rendimento das amostras. Esse método



se destaca pela redugéo do tempo e do volume amostral em comparacdo com
outros meétodos. Apesar de ser uma metodologia de grande potencial na
Medicina Veterinaria, estd condicionada a acessibilidade a aparelhos de
citometria de fluxo, desenvolvimento de anticorpos para as diversas espécies e
disponibilidade de pessoal especializado para realizar as aquisigcdes no
aparelho, além de capacitacdo técnica dos médicos veterinarios para
interpretar os dados gerados pela tecnologia de citometria de fluxo (BRITO et
al., 2016).

As respostas imunolégicas promovidas pelo exercicio, tanto de forma
aguda quanto cronica, afetam diversos componentes do sistema imune. Sabe-
se que exercicio de intensidade moderada pode estimular parametros
relacionados a imunidade celular e consequentemente diminuir o risco de
infeccdo, enquanto o exercicio de alta intensidade pode ocasionar decréscimo
destes mesmos parametros, aumentando assim o risco de doencgas infecciosas
(PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000).

A pratica de exercicio intenso e prolongado induz a elevacdo da
concentragdo plasmatica de citocinas, como a interleucina-6 (IL-6). Estes
fatores estdo hoje diretamente relacionados a diminuicdo da imunidade
mediada por células evidenciada poés-exercicio. Os linfocitos TCD4+
(auxiliares/helper-Th0O) podem se diferenciar em diversas subpopulacdes,
dentre as quais destacam-se as células Thl (T helper tipo 1) e as células Th2
(T helper tipo 2), que produzem padrdes diferentes de citocinas (DEL PRETE,
2008).

A imunidade mediada por células € potencializada apds ativacdo da
linhagem de linfocitos T-helper 1 (Thl). Esta linhagem promove comunicagéo e
promocdo da resposta imunitaria, principalmente a partir da secrecado de
citocinas inflamatorias, tais como o interferongama (IFN-y). A ativagdo dos
linfécitos Th1l ocorre pelas células apresentadoras de antigenos (APCs), tais
como: os macréfagos e células dendriticas (NUNES; FERNANDES, 2009). A
diferenciacdo de linfocitos TCD4+ em Thl pode ser estimulada pela



interleucina 12 (IL-12), produzida por células apresentadoras de antigenos
(macrdéfagos e células dendriticas) (DEL PRETE, 2008).

A diferenciacdo em Th2 € induzida por acdo autocrina da IL-4, produzida
por TCD4+. As células Thl produzem predominantemente interferon-gama
(IFN-y) e estdo relacionadas a resposta imune celular e ao controle de
infeccbes causadas por microrganismos intracelulares. As células Th2
produzem principalmente IL-4 e sdo correlacionadas com a resposta imune
humoral e controle das infec¢des extracelulares (DEL PRETE, 2008).

Diversas linhas de investigagdo mostram que a producao de IL-6 por
mondcitos (Lancanster e colaboradores, 2005a) e a producéo de IL-2 e IFN-y,
por linfécitos T, estd inibida durante e varias horas apds exercicio prolongado,
sem modificacdo da producdo de IL-4, a qual € caracteristica de linfécitos T-
helper 2 (Th2) (LANCASTER et al., 2005b; LANCASTER et al., 2004;
NORTHOFF et al., 1998).

As citocinas sd0 responsaveis pela comunicacdo intercelular,
interorganica e intersistémica e podem ser classificadas de acordo com sua
funcéo, isto é, pro-inflamatoéria ou anti-inflamatoria. Citocinas proé-inflamatérias
induzem o aumento do processo inflamatério, como por exemplo: interleucina
1- beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interferon (IFN), interleucina 2 (IL-2) e quimiocinas. Ja as
citocinas anti-inflamatérias caracterizam-se pela diminuicdo do processo
inflamatério, regulando a inflamacdo pela restricdo de citocinas proé-
inflamatorias, dentre elas destacando-se: IL-4, IL-10, IL-13, assim como O
receptor antagonista da IL-1 (IL-1ra) (SMITH, 2000). Alguns autores classificam
a IL-6 como pro e anti-inflamatorio (FISCHER, 2006).

Diferentes citocinas, como TNF-a, IL-13, IL-6, interferon-gama (INF-y) e
IL-10, séo responsaveis por detectar alteragdes fisioldgicas, tanto locais quanto
sistémicas. A resposta inflamatoria desregulada pode ser resultado de uma
producdo excessiva de citocinas pro-inflamatorias ou de sua produgcdo num

contexto biolégico errado (HAN; ULEVITCH, 2005). Diversos fatores, como



modalidade, intensidade e duracdo do exercicio, influenciam na resposta
inflamatoéria (BRENNER et al., 1999).

Citocinas pré-inflamatérias, como as interleucina (IL) IL- e IL-6 e fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), sdo induzidas pelo exercicio (CUZZOCREA,;
REITER, 2001; SUZUKI et al.,, 2002). A expressao de RNAmM desses
mediadores inflamatorios, ou até mesmo sua producdo sérica pOs exercicio,
podem estar relacionadas a uma simples dor muscular ou a casos mais graves
de lesdo de tecidos moles, articulares ou 6sseos. Dependendo do grau de
comprometimento, o animal pode apresentar desde queda de desempenho até
incapacidade permanente de praticar o esporte (NIEMAN et al., 2005;
AUER,1989).

Interleucina 1p e fator de necrose tumoral . Sdo consideradas como as
principais citocinas pré-inflamatorias, conhecidas como "citocinas alarme”. Sao
produzidas por mondcitos, neutréfilos, células endoteliais, células musculares
lisas e esqueléticas. Sao estimuladas por processos relacionados diretamente
com a lesdo tecidual, como, por exemplo, alguns mediadores quimicos
intramusculares, como a histamina, bradicinina, prostraglandinas e leucotrienos
(BASSEL-DUBY; OLSON, 2006; SMITH, 2000). A interacdo destas citocinas
com seus receptores no hipotalamo estimula o aumento na sintese de
prostaglandinas, além de induzir alteraces comportamentais, como reducao
do apetite e da sede e queda da libido. S&o responsaveis por induzirem a
ativagcdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal e nacleo simpético, causando a
elevacédo de cortisol e catecolaminas no plasma (SMITH, 2004; SMITH, 2000).

No figado, ao interagir com seus receptores, a IL-1p e TNF-a estimulam
a sintese das proteinas de fase aguda. Além do mais, sdo responsaveis pelo
aumento da producgdo de IL-6 por mondcitos, macréfagos, células endoteliais,
células epiteliais, fibroblastos e células da musculatura esquelética (ABBAS,
2012).

O INF-y é produzido pelas células T (CD8 e Thl) e NK. Age nas células
B e T, NK e nos macréfagos. Nos macréfagos promove a ativacao classica

(fungBes microbicidas aumentadas); nas células B promove mudanca de isotipo



para subclasses IgG opsonizantes e fixadoras do complemento; nas células T
promove diferenciacdo de Thl; em diversas células aumenta a expressédo de
moléculas MHC classe | e Il, aumento do processamento de antigenos e da
apresentacao destes as células T; é a citocina detectada mais cedo no local da
imunizacdo com antigenos proteicos. Inibe respostas Th2 (ABBAS, 2012;
TIZARD, 1998).

As principais atividades da IL-6 consistem em exercer efeito sinérgico
com a IL-1 e TNF-a para promover a ativacdo das células T pelas células
apresentadoras de antigenos; em induzir a resposta de fase aguda; em
intensificar a replicacéo e a diferenciacdo das células B e aumentar a producéo
de imunoglobulinas e em promover hematopoese e trombopoese
(OPPENHEIM; RUSCETTI, 2004).

Além de exercer a funcdo de citocina inflamatoria, a interleucina 6 €
considerada também como uma citocina anti-inflamatoria, pois age como
moduladora do processo inflamatério. De acordo com Petersen e Pedersen
(2006), a IL-6 exerce efeito anti-inflamatério pela inducdo da liberacdo de
receptor antagonista de IL-1 (IL-1ra) e IL-10, além dos efeitos inibitorios sobre a
producgéo e secrecdo de TNF-a (PEDERSEN, 2007; FISCHER, 2006).

Pesquisas recentes mostraram que essa citocina é produzida em
concentracbes mais elevadas pelo tecido muscular estriado esquelético
(LIBURT et al.,, 2010), leucocitos e células endoteliais via sinalizagdo das
citocinas pré-inflamatérias, sendo que sua secrecdo esta relacionada a
intensidade, duracdo e quantidade de massa muscular envolvida no exercicio
fisico (PETERSEN; PEDERSEN, 2005).

A IL-6 ja foi chamada de fator exercicio ou miocina, por sua estreita
relacdo com alterac6es musculares no pés-exercicio. Essa citocina modula a
funcdo das células imunes em resposta ao exercicio e treinamento
(PETERSEN; PEDERSEN, 2005).

A IL-2 é um fator de crescimento autocrino e paracrino secretado por
linfécitos T ativados, sendo essencial para a proliferagéo clonal das células T.

Age através dos receptores IL-2Ra, IL-2RB e IL-2Ry, usando a via intracelular



JAK/STAT para estimular o crescimento e a proliferacdo de linfocitos-T e
células-B. Além disso, induz a producéo de outras citocinas como IFNy e FNTp,
0 que resulta na ativacdo de mondcitos, neutrofilos e células NK. Desse modo,
fica evidente que a IL-2 contribui para a geracéo e a propagacao de respostas
imunolégicas especificas do antigeno. Devido ao fato de sua meia-vida
plasmética ser inferior a 10 minutos, a IL-2 normalmente ndo é detectada em
lesbes agudas (RAEBURN et al., 2002; CURFS et al., 1997).

A IL-4 é produzida por linfocitos T, mastdcitos, eosinéfilos e basofilos.
Age sobre os linfocitos T e B, células NK, mastdcitos, sinovidcitos e células
endoteliais, usando a via JAK/STAT. Promove a diferenciacdo de linfocitos B
para produzir IgG e IgE. Além disso, ao atuar sobre macrofagos ativados, inibe
os efeitos de IL-1, TNF-q, II-6 e IL-8 e ainda reduz a producgéo de radicais livres
de oxigénio (SOMMER; WHITE, 2010).

A IL-10 é sintetizada em células imunolégicas (macréfagos e células T) e
também em tecidos neuroenddcrino e neural. Sua producéo é prejudicada por
citocinas como IL-4, IL-13 e INF-y, e também pela sua prépria autorregulacao.
Tem por funcao inibir citocinas pré-inflamatdérias, principalmente TNF, IL-1 e IL-
6 e promove a producdo enddgena de citocinas anti-inflamatorias. Além disso,
aumenta a proliferacdo de mastocitos e impede a producdo de INF-y pelas
células NK (ZHANG; AN, 2007).

A IL-17A é pro-inflamatéria, produzida por células T-CD4 e outras;
aumenta a producdo de quimiocinas (IL-6 e IL-8) nas células endoteliais; nos
macrofagos aumenta a producdo de quimiocinas e citocinas, promovendo
também o aumento de defensinas GM-CSF e G-CSF (ABBAS, 2012).

O exercicio fisico induz a inflamacéo, processo o qual ocorre para
promover o reparo tecidual e remodelamento pds-trauma. A sua acao pode ser
local e/ou sistémica e, para que iSSO ocorra, € necessaria a participacao de
diversas células e componentes por elas secretados. O obijetivo é restabelecer
a homeostase organica apdés uma uUnica sessao de exercicio ou apo6s diversas
sessOes. A resposta de fase aguda consiste de acdes integradas entre

leucdcitos, citocinas, proteinas de fase aguda, hormonios e outras moléculas
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sinalizadoras que controlam a resposta, tanto a uma sessdo de exercicios
como também direcionam as adaptagfes decorrentes do treinamento (SILVA;
MACEDO, 2011).

A claudicacdo em equinos atletas, além de ser a maior causa de queda
de desempenho nestes animais, é a causadora de perdas econdmicas
consideraveis para os criadores (WILSHER et al., 2006). Embora as causas de
claudicacdo sejam diversas, a funcdo dos mediadores inflamatorios nesse
processo tem chamado a atencéo dos pesquisadores (LEY et al., 2007; LEY et
al., 2009).

Conforme Carvalho e Mara (2010), durante um esforco fisico
aproximadamente 20% da energia transformam-se em energia mecanica
responsavel pelo movimento e o restante transforma-se em energia térmica,
que se acumula durante o exercicio e eleva a temperatura corpérea.

A termometria cutdnea por imagem infravermelha é o método mais
eficiente para o estudo da distribuicdo da temperatura cutanea atualmente.
Considerada uma técnica ndo invasiva, sem contraste e totalmente indolor,
surgiu na década de 60 e foi aprimorada nos anos 90 com a introducdo dos
atuais sensores infravermelhos. O diagnéstico de anormalidades neurolégicas,
musculoesquelética ou de outros tecidos por meio das imagens termogréficas é
baseado na comparacdo entre diferentes temperaturas de tecidos
considerados saudaveis e dos doentes. Alteracdo de temperatura que esteja
fora do padrdo normal para a regido avaliada é considerada um sinal de
anormalidade funcional da area, como uma desordem vascular (NG; FOK,
2003).

Como a temperatura local representa o metabolismo e circulagéo local,
alteragcbes anormais de seus valores podem significar um processo
inflamatorio. O uso da termografia para diagnosticar doengas em equinos néo €
um conceito novo (WEBBON, 1978; TURNER, 1991; BERTONE et al., 1992;
MARR, 1992). Doengas clinicas, como laminite, sindrome do navicular,
abscesso de sola e inflamacdo generalizada de casco foram reconhecidas e

caracterizadas pela termografia ha algum tempo (TURNER, 1991).



11

Trata-se de uma ferramenta capaz de evidenciar afecgbes com
quaisquer tipos de alteracdo de perfusdo sanguinea, tais como inflamacdes,
tumores, fibroses, neuropatias ou isquemias. Permite o diagndstico de
problemas relacionados a tenddes, ligamentos, articulacbes, musculos e 0ssos,
desde que os ultimos sejam cobertos por fina musculatura (CETINKAYA;
DEMIRUTKU, 2012).

A caracteristica essencial da termografia na deteccdo dessas doencas
baseia-se na ocorréncia de uma inflamacéo. A inflamacéo, por sua vez, esta
associada com a elevacdo de temperatura devido ao aumento da circulacdo
local, resultado da ac&o de citocinas, que ndo s6 promovem maior circulacdo
da area pelo aumento de permeabilidade vascular, mas também recrutam
células inflamatérias locais que, futuramente, amplificam a resposta
inflamatéria (VAN HOOGMOED et al., 2000).

Normalmente a temperatura da pele é 5°C menor do que a corporea,
gue oscila entre 37,5°C e 38°C no equino (TURNER, 1996). Se houver 1°C de
diferenca entre duas regibes anatomicamente simétricas € um indicativo de
inflamacdo nessa regido. E possivel diagnosticar alteracdes nas regies
acometidas previamente, antes mesmo que haja manifestacao clinica, sendo
assim a termografia pode ser utilizada para detectar problemas subclinicos
(HEAD; DYSON, 2001).

Caso haja uma inflamacé&o associada com a musculatura, ela pode ser
vista pela termografia como uma mancha avermelhada ao redor do musculo
afetado. Quando ha comprometimento do fluxo sanguineo em determinada
regido muscular devido a presenca de um edema, a imagem obtida pelo
termografo na regido acometida € azulada. A avaliacdo termografica do
muasculo pode ser feita comparando-se as mesmas regides anatdémicas em
lados opostos. Em uma situagdo normal, as imagens devem ser quase que
idénticas. Alteracdes significativas nessas regides podem indicar danos
musculares (YANMAZ et al., 2007).
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Objetivos:

I.  Verificar se existe reacdo inflamatéria no exercicio de curta
duracéo e alta intensidade e se a mesma pode ser classificada
em Thl, Th2 ou Thl7.

II.  Verficar se as temperaturas corpéreas e locais se alteram com
exercicio de curta duracdo e alta intensidade e se treinamentos
distintos podem influenciar nestas alteracdes.
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CAPITULO 2 - AVALIACAO DO PERFIL SERICO DE CITOCINAS EM
EQUINOS DA RACA QUARTO DE MILHA SUBMETIDOS A PROVA DE
LACO EM DUPLA

RESUMO - O objetivo do presente estudo foi verificar se existe reacao
inflamatoria, em equinos Quarto de Milha submetidos a exercicios de curta
duracao e alta intensidade e se a mesma pode ser classificada em Thl, Th2 ou
Th1l7. Foram utilizados 12 animais da raca Quarto de Milha, machos e fémeas,
com idade com idade entre 3 e 6 anos e peso de 450 kg, participantes da
categoria laco em dupla, divididos em dois grupos: treino regular (GTR) e treino
esporadico (GTE). As amostras de sangue foram coletadas em tubos de 10 ml
sem anticoagulante. As coletas foram realizadas 30 minutos antes,
imediatamente depois, uma, duas, seis e 24 horas apés a simulacdo de
competicdo. Os niveis de citocinas séricas foram mensurados por meio da
citometria de fluxo (método Cytometric Bead Array). Em relacdo a IL-10, sua
concentracdo, apés uma hora do exercicio, foi significativamente maior no GTE
quando comparado com o GTR. Além disso, observou-se um aumento
significativo das concentracfes séricas de TNF-a, IL-6 e IL-10 entre os grupos
24 horas depois do exercicio, mas sem alteracdo entre momentos. O exercicio
nao causou nenhum tipo de resposta imune. Animais condicionados, treinados
esporadicamente, apresentaram resposta imune mista enquanto que animais
condicionados, treinados regularmente, ndo apresentaram nenhum tipo de

resposta imune.

Palavras-Chave: equinos, citocinas, resposta inflamatoéria, citometria de fluxo,

exercicio.
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Introducéo

O complexo do agronegdécio movimenta bilhdes de reais por ano, por
meio da venda de animais e acessorios e da geracdo de empregos diretos e
indiretos (LIMA et al., 2006). Os animais da raca Quarto de Milha sdo os mais

utilizados nas provas classificadas como “western”, que incluem apartacao,
cinco tambores, laco de bezerro, laco em dupla, rédeas, maneabilidade, trés
tambores, western pleasure, vaquejada e laco comprido, sendo o nimero de
cavalos registrados em torno de 402 mil (COELHO et al., 2011).

Citocinas séo polipeptideos ou glicoproteinas produzidas por diferentes
tipos celulares em diversos tecidos. Elas medem as interacbes celulares e
regulam a diferenciacédo, proliferacéo e sobrevida das células imunes por meio
da ativacdo de outras citocinas, as quais podem aumentar (pré-inflamatorias)
ou diminuir (anti-inflamatérias) a resposta imunolégica. As citocinas sao
importantes biomarcadores para condicbes inflamatorias e potencial
diagnéstico de doencas (HALL et al., 2015).

O primeiro estudo que sugeriu a liberagdo de citocinas em resposta ao
exercicio fisico foi descrito em 1983 por Cannon e Kluger. Em humanos é
descrito que a atividade fisica pode induzir uma resposta inflamatoria através
de aumentos nos niveis séricos de IL-1, TNF-a e IL-6, seguidos pela liberagéo
de citocinas anti-inflamatérias como IL-10, além de IL-1ra, STNF-r2, que séao
inibidores das citocinas pro-inflamatorias. O tipo, duracdo e intensidade do
exercicio sao fatores primordiais para o perfil de resposta das citocinas pos-
exercicio. Um exemplo disto € a liberagdo de IL-1, que parece ser mais
sensivel a intensidade do exercicio, enquanto que a TNF-a e IL-6 sdo mais
sensiveis a duragéo do exercicio (PETERSEN; PEDERSEN, 2005).

As citocinas podem ser quantificadas em uma variedade de fluidos
corporais, sendo o soro e o plasma os mais pesquisados. Para uma analise do

sistema imune é mais interessante avaliar uma diversidade de citocinas,

levando em consideracdo a combinagéo de seus efeitos e suas func¢des do que
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analisa-las individualmente (JAGER et al., 2003). As pesquisas atuais usam
rotineiramente como método de avaliacdo o ELISA, mensurando as citocinas
individualmente. Também é usado o PCR em tempo real, porém neste método
as modificacdes transcricionais e traducionais causam uma correlacéo
imperfeita entre MRNA e sintese de proteina verdadeira (STORDEUR et al.,
2003).

A citometria de fluxo é considerada uma das formas mais promissoras
para a quantificacdo de citocinas. Em cavalos, poucos estudos foram
realizados pela falta de anticorpos para a espécie, porém Wagner e Freer
(2009) validaram o primeiro ensaio multiplex para a dosagem das citocinas IL-
4, IL-10 e IFN-a. O ensaio multiplex para a detecgéo de citocinas em equinos
provou ser uma alternativa rapida e com boa relacdo entre custo e beneficio
(WAGNER; FREER, 2009; SCHNABEL et al., 2013).

Diversos trabalhos abordam a complexidade da fisiologia do exercicio e
0 processo inflamatdrio por ele gerado, porém a maioria dos trabalhos relata a
ocorréncia apenas em animais submetidos a exercicios de longa duracao,
como o enduro, ou simulacdes em esteiras (HINES et al., 1994; LIBURT et al.,
2010; DONOVAN et al., 2007). Além disso, este é o primeiro trabalho a
quantificar citocinas séricas, por meio da citometria de fluxo, nos equinos da
raca Quarto de milha submetidos a prova de laco.

Em razdo da escassez de estudos, tanto dos que utilizam a citometria
de fluxo como método de avaliagcdo da concentracdo sérica de citocinas em
equinos, como também sobre a influéncia de exercicios de curta duracéo e alta
intensidade sobre o processo inflamatério por eles gerado e, ainda, da
importancia do treinamento para o0 desempenho atlético dos animais
competidores da modalidade lago em dupla, o presente estudo tem por objetivo
verificar se existe reacgéo inflamatoria em equinos Quarto de Milha, submetidos
a exercicio de curta duracdo e alta intensidade e se a mesma pode ser
classificada em Thl, Th2 ou Thl7.
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Material e Métodos

Foram utilizados 12 animais da raca Quarto de Milha, de ambos os
sexos e peso médio de 450 kg, clinicamente saudaveis e participantes da
categoria lagco em dupla. Todos os animais eram treinados profissionalmente,
sendo que os integrantes do grupo treino regular eram treinados todos os dias
da semana com dois dias de repouso e 0s do grupo esporadico eram animais
afastados das competicdes, porém retornando a elas, com treinos de um a dois
dias por semana. Todos o0s animais foram submetidos a uma série de
exercicios semelhantes, de mesma intensidade e duragdo, porém com
frequéncias diferentes. Os equinos foram divididos em dois grupos de acordo
com treinamento: treino regular, (GTR — cinco dias por semana), idade média
de 3,8 anos (+ 0,83), e treino esporadico (GTE — um a dois dias por semana) e
idade média de 6 anos (+1,3). As coletas foram realizadas em uma propriedade
na regido comercial de Aracatuba-SP, onde o0s animais permaneceram
alojados em baias individuais, recebendo feno de Tifton e racdo comercial
peletizada, duas vezes ao dia, além de sal mineral uma vez ao dia e 4gua a
vontade. Os equinos foram submetidos a repouso de, no minimo, 24 horas
antes do inicio do experimento.

As simulacBes de prova foram feitas no periodo da manha, em dois dias
diferentes, em pista coberta e de areia. Os animais foram escolhidos
aleatoriamente e cada cavalo participou uma Unica vez da simulacdo, a qual
consistia na representacdo das provas oficiais, nas quais uma dupla de
cavaleiros laca um bezerro, sendo um dos cavaleiros responsavel em lacar a
cabeca e o outro responsavel em lagar os pés. O tempo da prova €, em meédia,
de oito a 10 segundos, iniciando no momento em que os lagadores saem do
boxe até o momento em que os dois cavaleiros lagam o bezerro, mantendo-o
sobre a corda esticada e amarrada a sela do cavalo. Vence a dupla que
completar a prova em menos tempo (CAIADO et al., 2011).
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Todos os animais passaram por um periodo de aquecimento antes da
prova de, aproximadamente, 20 minutos, divididos em cinco minutos de
exercicio ao passo, 10 minutos ao trote e cinco minutos a galope, em um
percurso circular de sete metros de diametro. Os animais foram aquecidos e
conduzidos pelos mesmos cavaleiros. O presente trabalho foi devidamente
avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UNESP Campus Aracatuba (Protocolo n® 2012-01985).

As coletas foram realizadas 30 minutos antes, imediatamente depois,
uma, duas, seis e 24 horas ap0s a simulag¢édo de competi¢cdo. Os equinos foram
submetidos ao exercicio de laco em dupla cinco vezes consecutivas antes da
realizacdo da segunda coleta. As amostras de sangue foram coletadas pelo
sistema a vacuo, em frascos de vidro siliconizados em tubos de 10 ml sem
anticoagulante. Apdés a coleta, foram centrifugadas a 1.000 x g durante 5
minutos, obtendo-se aliquotas de 1,5 mL de soro, que foram armazenadas em
microtubos previamente identificados e congeladas (-80°C) até o momento da
realizacdo das analises.

As concentracdes de TNF-q, IL-2 e IFN-y (Thl); IL-4, IL-6, IL-10 (Th2) e
Th17 séricas foram mensuradas pelo método BD® Cytometric Bead Array
(CBA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit. Brevemente, aliquotas de 25 pL de
soro, aliquotas de 25 pL dos padrdes de citocinas submetidas a diluicao
seriada com diluente (5.000 pg/mL, 1:2 — 2.500 pg/mL, 1:4 — 1.250 pg/mL, 1:8 —
625 pg/mL, 1:16 — 312,5 pg/mL, 1:32 — 156 pg/mL, 1:64 — 80 pg/mL, 1:128 — 40
pg/mL e 1:256 — 20 pg/mL, 1:512 — 10pg/mL) e 25 pL de diluente apenas
(controle negativo) foram transferidas para tubos de poliestireno de 5 mL. Em
seguida foram adicionados em cada tubo 15 yL da mistura de esferas de
captura, conjugadas com anticorpos monoclonais anti-TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10 e IFN-y, com subsequente incubacdo por 30 minutos, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. ApGs a incubacgdo as esferas de captura foram
lavadas com 500 pL de tampao de lavagem, centrifugadas a 200 x g por cinco
minutos a 23°C e o sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e descartado.

As esferas foram incubadas em 20 pyL de uma solucdo de anticorpos
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monoclonais anticitocinas humanas, conjugadas com o fluorocromo PE (FL-2)
por 180 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds incubacéao,
as esferas de captura foram lavadas com 500 yL de tamp&o de lavagem,
centrifugadas a 200 x g por cinco minutos a 23°C e o sobrenadante
cuidadosamente aspirado e descartado. Apés a centrifugacdo as esferas foram
ressuspendidas em 250 pL de reagente F e imediatamente analisadas em
citobmetro de fluxo. A aquisicdo dos dados (2500 eventos) foi realizada a 488
nm. As andlises foram feitas por software especifico’ e as concentracées de
citocinas foram expressa em picogramas por mililitro (pg/mL).

Para justificar a utilizacdo do kit humano foi realizado um “blast™
(comparacdo de sequéncias de aminoacidos), onde se observou o grau de
homologia entre as citocinas humanas e as da espécie equina (Equus caballus)
assim citada: TNF-a 89% (Emsembl NC_009163.2), IL-2 73% (Emsembl
NC_009145.2), IL-4 69% (Emsembl NC_009157.2), IL-6 65% (Emsembl
NC_009147.2), IL-10 73% (Emsembl NC_009148.2) e IFN-y 66% (Emsembl
NC_009149.2) e IL-17 82% (Emsembl NC_009163. 2).

Os dados obtidos quanto as concentracdes séricas de INF-y, TNF-q, IL-
2, IL-4, IL-6 e IL-10 foram submetidos a analise de variancia com medidas
repetidas para comparacdo entre grupos e momentos, seguidos da
comparacao das médias pelo teste de comparacdes mdultiplas de Tukey no
nivel de significancia de 5%. Os dados foram testados quanto a normalidade e
homogeneidade de variancias, pré-requisitos necessarios para a analise de
variancia. As diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05 e
as analises foram efetuadas empregando-se o programa SAS (Statistical

Analysis System)?3.

' FcapP Array™ Software Version 3.0; BD Biosciences San Jose, CA 95131
2http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BIast.cgi?PROGRAM:bIastp&PAGE_TYPE:BlastSearch&LlNK_L
OC=blasthome

® SAS Institute Inc. The SAS System, release 9.3. SAS Institute Inc., EUA, 2014.
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Resultados

A concentracao sérica de IL-10 foi significativamente maior nos animais
do GTE, ap6s uma hora do exercicio, do que no GTR. Além disso, observou-se
aumento significativo das concentracdes séricas de TNF-g, IL-6 e, novamente,
de IL-10, 24 horas depois do exercicio, nos animais do GTE. Em relagdo as
concentragdes séricas de INFy, IL-2 e IL-4, estas ndo se alteraram entre 0s
grupos. Quando comparados os momentos ndo houve diferenca significativa
nas concentracdes sericas de nenhuma das citocinas acima citadas (Figuras 1-
6). As concentracdes de interleucina- 17A nao foram detectadas em nenhum
dos grupos.

Os graficos representativos dos “clusters” e picos das citocinas
estudadas nos grupos GTR e GTE, obtidos pela citometria de fluxo, estéo
representados nas figuras 7 e 8, respectivamente.

As curvas-padrdo das mesmas citocinas (Anexo) estado representadas

na Figura 24.
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Figura 1 - Valor médio e desvio padrdo das concentracdes séricas de IL-10 de equinos da raga Quarto de
Milha, praticantes de laco em dupla, divididos em grupos de treino regular (GTR) e grupo treino
esporadico (GTE). *Existe diferencga significativa entre os grupos (P<0,05).
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Figura 2 - Valor médio e desvio padréo das concentracdes séricas de TNF—a de equinos da raga Quarto
de Milha, praticantes de lagco em dupla, divididos em grupos de treino regular (GTR) e grupo
treino esporadico (GTE). *Existe diferenca significativa entre os grupos (P<0,05).
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Figura 3 - Valor médio e desvio padrdo das concentragBes séricas de IL-6 de equinos da raca Quarto de
Milha, praticantes de laco em dupla, divididos em grupos de treino regular (GTR) e grupo treino
esporadico (GTE). *Existe diferenca significativa entre os grupos (P < 0,05).
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Figura 4 - Valor médio e desvio padrdo das concentracdes séricas de INF-y de equinos da raga Quarto de
Milha, praticantes de lago em dupla, divididos em grupos de treino regular (GTR) e grupo treino
esporadico (GTE). *Existe diferenca significativa entre os grupos (P<0.05).
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Figura 5 - Valor médio e desvio padréo das concentragdes séricas de IL-2 de equinos da raca Quarto de
Milha, praticantes de laco em dupla, divididos em grupos de treino regular (GTR) e grupo treino
esporadico (GTE). *Existe diferencga significativa entre os grupos (P < 0,05).
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Figura 6 - Valor médio e desvio padrdo das concentrag8es séricas de IL-4 de equinos da raca Quarto de
Milha, praticantes de laco em dupla, divididos em grupos de treino regular (GTR) e grupo treino
esporadico (GTE). *Existe diferencga significativa entre os os grupos (P < 0,05).



Grupo — Treino Regular

29

A
AT AIMO A2 AW
& Gate: (R1in all) & Gate: (R1 in all)
EMl ag? 4 .
%y
< 3
4%
b =
:'; 3 TTITIN TTTTI II.I:I.I-I I.IIIII T IIIIIII_ s TTTIT_ TTITIC II.;II.I TTITI_TTTI IIIIIII_
Wl ad ai g R o -
FLZ-A FLZ-A
E02 A3 E03 A4
& Gate: (R1in all) & Gate: (R1 in all)
E 3 E :

g
<L <L 7
3 4%
4 ] é
r 3 ~ 3
TTTIT TTTT TTI TTITI TTTI T T TTTT TTITI T TTT TTTI_ T
T wl  ud i wl - eém ud u -
FLZ2-A FL2-A
E04 ATME B0S ATME

:é Gate: (R1__i_n ally

o Gate: (R1 |n ally

Log de intensidade de fluorescéncia em FL4 por grupo de citocinas

y
4%
T
r 3 " ~ .
C’é TTTTW TTTTO_TTTT TTITI TTTIW T | t“§ T TTTT T T T T ]
wl ol 1 - wl Wl wd af -
FL2-A Fl2-a

»
>

Log de intensidade de fluorescéncia em FL4 para quantificagdo das citocinas

2 E04 ATMS
§ Gate: (R1 in all

Count
200 300
I 1

100
1

AL

a7 s f w2
FL4-A

Log de intensidade de fluorescéncia em
FL4 por grupo de citocinas

Figura 7 - Grafico representativo obtido pela citometria de fluxo para cada citocina sérica (IFN-y, TNF-q,
IL-10, IL-6, IL-4, IL-2 e IL-17A) demostrando os deslocamentos dos “clusters” e os sete picos
individuais, respectivamente, de equinos da raca Quarto de Milha participantes da prova de lago
em dupla treinados regularmente (GTR).
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Grupo — Treino Esporadico
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Figura 8 - Gréfico representativo obtido pela citometria de fluxo para cada citocina sérica (IFN-y, TNF-q,
IL-10, IL-6, IL-4, IL-2 e IL-17A) demostrando os deslocamentos dos “clusters” e os sete picos
individuais, respectivamente, de equinos da ragca Quarto de Milha participantes da prova de lago
em dupla treinados esporadicamente (GTE).
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Discussao

O presente trabalho foi o primeiro a quantificar as citocinas séricas de
equinos da raca Quarto de Milha praticantes da prova de lagco em dupla, por
meio da citometria de fluxo. Com excec¢éo da IL-17A, todas as demais citocinas
foram detectadas pelo método proposto.

A explicacdo para a auséncia de deteccdo desta citocina provavelmente
esta relacionada com a baixa concentracdo sérica de IL-17A nos equinos deste
experimento, j& que, segundo informacdes do fabricante do kit, o limite de
deteccdo da IL-17A é de, no minimo, 18,9 pg/ml. A homologia entre as
citocinas equinas e humanas nao pode ser considerada um fator limitante neste
caso, ja que todas as citocinas apresentaram uma homologia acima de 65%.
Segundo Scheerlinck (1999), a reacdo cruzada entre citocinas e células de
espécies diferentes € mais provavel quando a mesma citocina em ambas as
espécies tem, pelo menos, 60% de homologia na sua composicdo de
aminoacidos. Portanto, esse método mostrou-se eficiente para detectar
concentragdes séricas de citocinas em equinos atletas.

A resposta ao exercicio é dividida em resposta aguda e adaptacdo
cronica. Sao consideradas agudas as alteracbes temporarias da resposta
imune causadas por uma sessdo de exercicio e entende-se por adaptacdes
cronicas as modificacdes na resposta imune causadas por varias sessdes de
exercicio, caracterizando um treinamento (PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ,
2000). Portanto, nesta pesquisa, quando comparadas as concentracdes de
citocinas entre os grupos, foi avaliada a resposta imune a diferentes
treinamentos. Quando comparadas as concentragdes das citocinas, ao longo
do tempo, foi analisada a resposta imune ao exercicio, ao qual os animais
foram expostos.

Quando comparadas as concentragdes das citocinas entre 0S grupos
desta pesquisa, observou-se uma maior concentracéo sérica de IL-10 no GTE

uma hora depois do término do exercicio fisico. Visto que as concentracdes
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séricas de IL-6 e TNF-a somente se alteraram 24 horas ap0s O exercicio,
sugere-se que a maior concentracdo de IL-10, uma hora depois do esforgo
fisico, esta relacionada com a maior concentracdo de IL-1fB, liberada em
reposta ao exercicio, nos animais do GTE. A IL-10 é uma citocina anti-
inflamatoria e tem por funcao inibir resposta Thl (IL-6, TNF-a e IL-B) (ABBAS,
2012).

No presente estudo observou-se que houve uma diferenca significativa
nas concentragdes seéricas de TNF-q, IL-6 e, novamente,IL-10, entre 0s grupos,
24 horas apos o esforgo fisico. Os dois tipos de treinamento, aos quais 0s
animais foram submetidos, eram compostos pela mesma intensidade, volume e
duracdo, no entanto variaram em relacao a frequéncia. Portanto, pode-se dizer
que a frequéncia de treinamentos tem influéncia sobre a resposta inflamatoria
dos equinos competidores de laco em dupla.

Quando comparados o0s resultados, percebeu-se que o0s animais
treinados frequentemente apresentaram uma menor concentracdo seérica de
TNF-a, IL-6 e IL-10, 24 horas ap0s o exercicio. Provavelmente isso significa
que os animais do grupo GTR tém uma capacidade de adaptacdo ao exercicio
melhor do que os do grupo GTE. Esta capacidade de adaptacdo esta
relacionada com o principio da sobrecarga, no qual o treinamento € necessario
para a melhora do desempenho fisico.

Esse principio leva em consideracdo que sobrecargas progressivas de
esforco devem ser aplicadas durante o programa de treinamento, a fim de
provocar um desequilibrio na homeostasia celular e a consequente resposta ao
estresse. A manipulacdo dessa sobrecarga pode ser realizada por diversas
variaveis, dentre elas a frequéncia dos exercicios (TOIGO; BOUTELLIER,
2006). Portanto, pode-se dizer que, assim como em humanos, a resposta
adaptativa pode ser avaliada por meio da quantificacdo de citocinas, as quais
possivelmente desempenham um papel importante na adaptacdo ao
treinamento regular (GOKHALE et al., 2007)

Como os animais do GTR sao treinados com maior frequéncia, eles

desenvolveram uma capacidade de adaptacdo maior que no grupo GTE.
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Certamente as diferencas seriam maiores se os animais do grupo GTE nao
fossem treinados pelo menos duas vezes por semana ou estivessem em
repouso. O condicionamento fisico ndo ocorre se as cargas forem sempre
iguais ou se forem aplicadas em intervalos longos entre si. Os intervalos
prolongados entre as cargas faz com que a aptidao do atleta retorne aos seus
niveis iniciais (WELCH, 1993).

A maior concentracdo de TNF-a e IL-6 neste estudo, 24 horas apés o
exercicio, indica que houve um estimulo que promoveu a liberacdo dessas
citocinas inflamatérias. A maior concentracdo de IL-6 esta relacionada
diretamente com a maior concentragdo de TNF-a, indutor direto de IL-6. A IL-
10 também tem suas concentra¢des elevadas no mesmo momento, iSSO ocorre
devido a acdo moduladora de IL-6. Esta citocina auxilia na regulacdo do
processo inflamatério por meio da estimulagdo de citocinas anti-inflamatorias,
dentre elas a IL-10 (PETERSEN; PEDERSEN, 2005).

Apesar de haver uma diferenca nas concentracdes séricas de citocinas
entre os grupos, os valores estdo bem préximos. Isto porque os animais do
GTE, apesar de terem sido afastados temporariamente, ja sdo condicionados
ao exercicio e por isso a diferenca entre as concentracdes de citocinas séricas
nao sao tao evidentes.

As citocinas tém um papel importante como moduladoras da inflamacéo
causada pelo esforco fisico. Este processo inflamatério ocasionado pelo
treinamento é importante, pois possibilita uma resposta adaptativa dos animais
ao treino. Por meio dele inicia-se a sinaliza¢do para sintese de proteinas que
leva a hipertrofia muscular, aumentando assim a forca e desempenho do
animal. Portanto, no presente estudo, a menor concentracdo sérica de TNF-
a no GTR indica um processo inflamatério brando que foi modulado pela IL-6 e
controlado pela IL-10, que tem acdo anti-inflamatoria. Estes resultados
contrariam o0s obtidos por Donovan e colaboradores (2007), os quais
observaram aumento sérico de TNF-a imediatamente apds o exercicio fisico,
porém nessa situacdo o tipo de treinamento foi diferente do abordado no

presente trabalho, variando em intensidade, duracao e periodo de treinamento.
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Os autores acima citados mantiveram os animais sob treinamento em
esteira durante oito semanas, trés vezes por semana, antes de serem
submetidos ao esforgo fisico. Provavelmente a contradicdo entre os resultados
se deve, primeiramente, a duracéo do exercicio, tipos de exercicios e tempo de
treinamento.

O exercicio e os diferentes treinamentos executados neste experimento
ndo influenciaram nas concentragbes seéricas de INF-y, IL-2 e IL-4.
Aparentemente, o estimulo causado pelos treinamentos nao foi suficiente para
desencadear uma resposta do sistema imune em relacdo as citocinas acima
citadas. O mesmo nédo foi visto em estudos realizados em humanos, em
treinamento, onde as concentracdes de IL-2 aumentaram em atletas
praticantes de exercicios de baixa e média intensidade, enquanto que
exercicios de alta intensidade levaram a inibicdo da mesma (SMITH, 1995;
NIEMAN, 1994).

No presente estudo também n&o houve diferencas significativas na
concentracdo seérica das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 ao longo do tempo em
nenhum dos grupos avaliados, contrariando trabalhos realizados com humanos
e cavalos (DONOVAN et al., 2007; PETERSEN; PEDERSEN, 2005). No
entanto, estudos anteriores mostraram que 0 sistema imune responde
diferentemente, de acordo com o tipo de exercicio ao qual o atleta € exposto, e
que a liberacdo de citocinas séricas esta relacionada com microtraumas
teciduais ocasionados pelo exercicio fisico (OSTROWSKI et al.,, 1998;
PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000) .

Baseado na informacédo de que a ativacdo do processo inflamatério é
local e sistémica (SILVA; MACEDO, 2011) e que os microtraumas induzidos no
tecido muscular conseguem sinalizar, por meio das citocinas, outros tecidos
como cérebro, figado, rins, endotélio, células imunes e sistema enddcrino
(SMITH, 2000), entende-se que a auséncia destas alteracdes na concentracao
sérica de citocinas indica que o exercicio de curta duracdo e alta intensidade,

ao qual os animais foram submetidos, ndo foi suficiente para causar lesdes
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teciduais que levassem a liberacdo das citocinas pré e, consequentemente,
anti-inflamatorias séricas.

A integridade do tecido muscular destes animais foi comprovada por
meio da analise da atividade sérica de creatinina quinase (CK) e concentracdo
de lactato, os quais foram avaliados em um estudo paralelo. Os resultados
mostraram que n&o ocorreram aumentos significativos de CK ao longo do
tempo em ambos 0s grupos e nem entre 0s grupos. Em relagdo ao lactato
houve uma aumento significativo logo apds o exercicio, mas retornou aos seus
valores basais rapidamente em ambos 0s grupos, nao diferindo entre si
(PEREIRA, 2015), ou seja, constando que n&o houve lesdo muscular
importante. Como ja descrito por Pedersen e Hoffman-Goetz (2000), e
verificado pelos resultados obtidos no presente trabalho, a inflamacéo
promovida pelo esforgo fisico depende se a intensidade, resisténcia ou duracao
é suficiente para causar danos celulares.

A elevacao tardia de IFN-y foi verificada em animais submetidos a
provas de longa distancia, como o enduro, 0 aumento na concentracao de INF-
g foi observado no término da prova, trés horas apds e até 14 dias depois
(SIQUEIRA; FERNANDES, 2016). Pesquisadores sugerem que 0 aumento
tardio de INF-y esteja relacionado a uma reparacdo tecidual ou adaptacao.
Portanto, a auséncia de lesdo muscular nos equinos do presente trabalho
justifica as baixas concentracdes séricas de INF-y (LIBURT et al., 2010).

Ha de se levar em consideragdo que pesquisas mais recentes
mostraram que o estimulo para a producdo de citocinas sistémicas nao esta
necessariamente restrito somente a alteracdes no tecido muscular, ou seja, ele
pode vir de outros tecidos (LIBURT et al., 2010). No presente estudo o
exercicio nao foi suficiente para causar uma resposta inflamatoéria sistémica. No
entanto, ndo foi possivel afirmar que n&o tenha ocorrido uma resposta
inflamatoria local.

A auséncia de alteracdo na concentracdo sérica de INF-y e também IL-2,
neste estudo, podem estar relacionadas a acdo do cortisol e epinefrina,

horménios que aumentam em resposta ao exercicio. O cortisol age inibindo a
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producdo de IL-12 pelas células apresentadoras de antigenos e diminuindo a
habilidade dos linfocitos T de responderem a essa interleucina. A IL-12 é uma
citocina pro-inflamatoria, cuja funcédo € aumentar a secrecédo de INF-g pela NK
e linfécitos TCD4. A epinefrina também suprime as células do tipo Thl, tanto
pela diminuicdo da apresentacdo de antigenos quanto agindo diretamente
sobre receptores dos linfocitos (FRANCHIMONT et al., 2000; ELENKOV;
CHROUSOS, 1999).

Assim como visto em humanos e camundongos submetidos a exercicios
extenuantes (FRANCHIMONT et al., 2000; ELENKOV; CHROUSOS, 1999),
neste trabalho ndo houve alteracdo na concentracéo sérica de IL-4 dos equinos
submetidos a exercicios de curta duracdo e alta intensidade. A alteracdo na
concentracdo sérica de IL-4 parece estar associada com a relacdo entre
células TCD4/TCD8. Quanto menor a relagdo, maior a concentracéo de IL-4
(SIQUEIRA, 2014).

Deve-se considerar também que, apesar de ser um exercicio intenso, a
modalidade laco em dupla tem uma duracdo muito curta, entre seis a oito
segundos e, apesar de os equinos terem feito cinco corridas, 0 tempo exposto
ao exercicio de alta intensidade e curta duracdo ndo passou de um minuto, ou
seja, a duracdo do esforco fisico ndo seria suficiente para causar um estresse
organico a ponto de desencadear uma resposta inflamatodria sistémica. Estudos
realizados em humanos, por exemplo, mostraram um aumento nas
concentragdes plasmaticas de TNF-a IL-1B, IL-6, IL-10 e INF-y durante e apos
0 exercicio e que estes aumentos sdo diretamente influenciados, ndo somente
pela intensidade e tipo, mas, principalmente, pela duracdo do mesmo, ou seja,
a magnitude do aumento das concentracfes de citocinas est4 fortemente
ligada a duracéo do exercicio (PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000).

Além disso, mais duas explicacdes poderiam ser aplicadas para justificar
a nao alteracdo na concentracdo serica das citocinas, ao longo do tempo, no
presente estudo. Segundo Liburt e colaboradores (2010), a quantificacdo da
concentracdo de citocinas na corrente sanguinea pode ser dificultada por dois
fatores, como baixa concentracdo e rapida remocao do tecido sanguineo. No
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entanto, os resultados mostraram que os animais saudaveis de ambos os
grupos apresentaram um valor de citocina sérica basal e que os valores
mensurados apds o esforco fisico foram bem proximos a eles, ou seja, 0s
animais saudaveis em treinamento ja apresentam uma concentracdo de
citocina sérica facilmente mensurdvel. Em relacdo a rapida remocao da
corrente sanguinea, esta justificativa ndo se aplica neste estudo, j& que as
amostras foram colhidas imediatamente apos o esforco fisico, ndo sendo
detectada alteracdo significativa na concentragcdo das citocinas quando
comparadas a basal.

Sao poucos os trabalhos que avaliam o efeito do exercicio sobre a
possivel inversdo entre Thl e Th2 em equinos atletas. Um experimento
realizado por Hines e colaboradores (1994), com 3 cavalos que completaram
uma prova de 80 km, mostrou uma diminuicdo da relacdo CD4/CD8 apos a
prova. Ja Foz e colaboradores (2009) avaliaram cavalos de polo de elite
exercitados em esteira rolante de alta velocidade e perceberam aumento do
namero, tanto de LT CD4 quanto LT CD8 ap6s o sprint com posterior
diminuicdo, ndo alterando a relagéo entre as mesmas.

Ao contrario dos estudos acima, no presente trabalho os resultados
mostraram que ndo houve alteracdo nas concentracdes seéricas, tanto das
citocinas pré-inflamatérias quanto das anti-inflamatérias apds o exercicio,
mostrando equilibrio entre a resposta Thl e Th2.

No entanto, quando comparado os grupos, nota-se que o GTE
apresentou uma maior concentracdo de TNF-a e IL-6 e, considerando que
estas citocinas sdo produzidas por células Thl, pode-se dizer que a resposta
imune foi do tipo Th1l. Contudo, também houve uma maior concentracdo de IL-
10, também no GTE, caracterizando assim uma resposta do tipo Th2. Portanto
pode-se dizer que os animais treinados esporadicamente apresentam uma

resposta mista, do tipo Thl e Th2.
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Conclusao

O presente trabalho é o primeiro mensurar a concentracdo seérica de
citocinas por meio da citometria de fluxo de equinos da raca Quarto de Milha,
submetidos a exercicios de alta intensidade e curta duracdo, como o lago em
dupla. O método proposto mostrou-se eficiente e de facil execucdo pra ser
utilizado para deteccdo da concentracdo de citocinas séricas. O exercicio ndo
foi suficiente para causar uma resposta imune do tipo Thl ou Th2, sendo sua
curta duragdo o maior limitante. A resposta imune em animais condicionados,
treinados esporadicamente, € do tipo mista (Thl e Th2), enquanto que em

animais condicionados, treinados regularmente, ela néo se altera.
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CAPITULO 3 - USO DA TERMOGRAFIA PARA AVALIACAO DA
TEMPERATURA EXTERNA DE EQUINOS DA RACA QUARTO DE MILHA
SUBMETIDOS A PROVA DE LACO EM DUPLA

RESUMO - Os objetivos do presente estudo foram verficar se a
temperatura corpérea e local se alteram com este tipo de exercicio e se
treinamentos distintos podem influenciar nestas alterac6es. Foram utilizados 12
animais, machos e fémeas, com idade entre 3 e 6 anos e peso médio de 450
kg, participantes da categoria lago em dupla, divididos em dois grupos: treino
regular (GTR) e treino esporadico (GTE). As afericbes da temperatura por meio
de termografia infravermelha, da regides ocular, coluna (toracolombar),
tendineas distais (membros toracicos e pélvicos) e garupa foram realizadas 30
minutos antes, imediatamente depois, uma, duas, seis e 24 horas apos a
simulacdo de competicdo. A termometria mostrou que, apos 24 horas do
exercicio, os animais ja restabeleceram sua temperatura central, no entanto
nao houve retorno aos valores basais das temperaturas da regido dos tenddes
em membros pélvicos e da regido da garupa nos animais do GTR. Os animais
apresentaram uma capacidade de termorregulacéo eficiente. A dissipacao de
calor de regifes especificas como regido tendinea distal dos membros pélvicos
e musculatura da garupa pode ser dificultada devido a maior carga a elas
aplicada durante o exercicio. Aumentos de temperaturas localizados podem ser

sugestivos de inflamacéao subclinica.

Palavras-Chave: equinos, termografia, inflamagéo, termorregulagéo.
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Introducéo

O Brasil possui um plantel em torno de cinco milhdes de animais, dos
quais um milh&o é destinado ao esporte e lazer. Quando se fala em animais da
raca Quarto de Milha o plantel chega a 400 mil animais registrados até o ano
de 2013 (LIMA et al., 2015). O mercado econémico relacionado somente com
equinos de esporte e lazer movimenta por volta de R$ 5,84 bilhdes de reais ao
ano. O cuidado com esses equinos atletas € de extrema importancia, portanto
o acompanhamento, ndo s6 do desempenho atlético desses animais mais
também do quadro clinico, é essencial para o desenvolvimento de atletas
saudaveis e de alto desempenho (SILVA et al., 2007).

A termografia infravermelha é uma forma néo invasiva e com potencial
de diagnostico, em tempo real, de inflamacg@es locais, as quais podem levar a
uma doenca clinica (SIMON et al., 2006). A caracteristica essencial da
termografia na deteccdo dessas doencas baseia-se na ocorréncia de uma
inflamacéo. A inflamagéo, por sua vez, esta associada com a elevacdo de
temperatura, devido ao aumento da circulagcdo local, resultado da acdo de
citocinas que ndo s6 promovem maior circulacdo da area pelo aumento de
permeabilidade vascular como também recrutam células inflamatorias locais
que, futuramente, amplificam a resposta inflamatéria (VAN HOOGMOED et al.,
2000).

A avaliacdo termografica do musculo pode ser feita comparando-se as
mesmas regifes anatdmicas em lados opostos. Em uma situacdo normal, as
imagens devem ser quase que idénticas. Alteracbes significativas nessas
regides podem indicar danos musculares (YANMAZ et al., 2007). Além disso,
este método de diagnostico pode detectar alteracdes de temperatura locais,
antes mesmo de serem detectadas pela palpacéo direta. Alteracbes teciduais
importantes podem ser diagnosticadas até duas semanas antes da

manifestagédo de outros sinais clinicos (TURNER et al., 2001).
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Além disso, estudos anteriores (JOHNSON et al., 2011; DUNBAR et al.,
2009; SCHAEFER et al., 2007) mostram que a alteracdo na temperatura da
regido ocular estd associada com a alteracdo na temperatura corporea. A
utilizacado da termografia infravermelha vem sendo utilizada como um método
rapido, indolor e de facil execucdo para controle de febre em bovinos com
doencas respiratorias (SCHAEFER et al., 2007). Dunbar et al (2009) mostrou
gue nao houve diferenca entre as temperaturas na regido ocular, aferida por
termografia, e temperatura retal em cervos. Em equinos, a termografia
infravermelha da regido ocular mostrou ser um bom indicador para temperatura
corpérea (JOHNSON et al., 2011).

Ja foi demonstrado que exercicios fisicos de longa duracdo e alta
intensidade, como cross country, enduro, esteira (COSTA, 2011; SIMON et al.,
2006) causam alteracdes tanto na temperatura corpérea quanto local. No
entanto, ha poucos estudos relatando alterac6es de temperatura em animais
submetidos a prova de laco em dupla (GOMIDE et al., 2014). Diante disso, 0s
objetivos do presente estudo foram verficar se a temperatura corporea e local
se alteram com este tipo de exercicio e se treinamentos distintos podem

influenciar nestas alteracoes.

Material e Métodos

Foram utilizados 12 animais da raca Quarto de Milha, de ambos os
sexos e peso meédio de 450 kg, clinicamente saudaveis e participantes da
categoria laco em dupla. Todos os animais eram treinados profissionalmente,
sendo que os integrantes do grupo treino regular eram treinados todos os dias
da semana com dois dias de repouso e 0s do grupo esporadico eram animais
gue estavam afastados e voltando as competi¢des, treinando de um a dois dias
por semana. Todos os animais foram submetidos a uma série de exercicios

semelhantes, de mesma intensidade e duragcdo, diferindo apenas na
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frequéncia. Os equinos foram divididos em dois grupos de acordo com
treinamento: treino regular, (GTR - cinco dias por semana), idade média de 3,8
anos (x 0,83), e treino esporadico (GTE — um a dois dias por semana), idade
meédia de 6 anos (+1,3). As afericbes foram realizadas em uma propriedade na
regido comercial de Aracatuba-SP, onde os animais permaneceram alojados
em baias individuais, recebendo feno de Tifton e racdo comercial peletizada,
duas vezes ao dia, além de sal mineral uma vez ao dia e agua a vontade.
Todos os animais foram submetidos a uma série de exercicios semelhantes e
de mesma intensidade, porém com frequéncias diferentes. Os equinos foram
submetidos a repouso de, no minimo, 24 horas antes do inicio do experimento.

As simula¢des de prova foram feitas no periodo da manha, em dois dias
diferentes, em pista coberta e de areia. Os animais foram escolhidos
aleatoriamente e cada cavalo participou uma Unica vez da simulacdo, que
consistia na representacdo das provas oficiais, nas quais uma dupla de
cavaleiros laca um bezerro, sendo um dos cavaleiros responsavel em lacar a
cabeca e o0 outro os pés. O tempo da prova, em média de oito a 10 segundos,
decorre desde 0 momento em que os lacadores saem do boxe até os dois
cavaleiros lagcarem o bezerro, mantendo-o sobre a corda esticada e amarrada a
sela do cavalo. Vence a dupla que completar a prova em menos tempo
(CAIADO et al., 2011).

Todos os animais passaram por um periodo de aquecimento antes da
prova de, aproximadamente, 20 minutos, divididos em cinco minutos de
exercicio ao passo, 10 minutos ao trote e cinco minutos a galope, em um
percurso circular de sete metros de diametro. Os animais foram aquecidos e
conduzidos pelos mesmos cavaleiros. O presente trabalho foi devidamente
avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UNESP Campus Aracatuba (Protocolo n® 2012-01985).

As temperaturas externas correspondentes a regido dos olhos,
distolateral de membros toracicos e pélvicos, garupa e regido da coluna

(toracolombar) foram aferidas por meio da termografia. As temperaturas foram
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aferidas através de uma camara especifica’ em tempo real, a uma distancia de
1 metro. As temperaturas foram mensuradas 30 minutos antes, imediatamente
depois, uma, duas, seis e 24 horas apods a simulacdo de competicdo. Os
equinos foram submetidos ao exercicio de laco em dupla cinco vezes
consecutivas antes da realizagdo da segunda afericdo. Os animais foram
mantidos & sombra e em temperatura ambiente, tanto no momento da
simulacdo de prova quanto nos intervalos de afericAo de temperatura. As
imagens, ap6s serem gravadas, foram analisadas em software especifico®, no
qual também foram feitas as corre¢cdes da temperatura superficial em relagéo a
temperatura ambiente e umidade do ar. Na regido ocular as analises de
temperatura maxima foram feitas no canto medial dos olhos (Figura 9). Na
regido dos tenddes distais dos membros toracicos (Figura 10) e pélvicos
(Figuras 11) a analise foi feita por area, assim como a regido da musculatura
dos lados direito e esquerdo (Figura 12 A-B). A andlise da coluna foi feita por
linearidade (Figura 13).

A temperatura ambiente e a umidade relativa do ar foram monitoradas

em todas as afericBes, por meio do uso de equipamentos especificos.

* Termovisores de alta resolucdo FLIR - i 60
® FLIR Tools Version 5.5 16056.1003
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Figura 9 — Imagem termogréfica da regido ocular de equinos da raga Quarto de Milha praticantes de prova
de lagco em dupla, divididos em grupos de treino regular (GTR) e grupo treino esporadico (GTE).

Figura 10 — Imagem termogréfica da regido tendinea distolateral direita de membro toracico de equinos da
raca Quarto de Milha praticantes de prova de laco em dupla, divididos em grupos de treino
regular (GTR) e grupo treino esporadico (GTE).
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Figura 11 - Imagem termografica da regido tendinea distolateral direita de membro pélvico de equinos da
raca Quarto de Milha praticantes de prova de laco em dupla, divididos em grupos de treino
regular (GTR) e grupo treino esporadico (GTE).

Figura 12 — Imagem termografica da regido da garupa, lado direito (A) e lado esquerdo (B), de equinos da
raca Quarto de Milha, divididos em grupos de treino regular (GTR) e grupo treino esporadico (GTE).
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Figura 13 - Imagem termogréfica da regido da coluna (toracolombar) de equinos da raca Quarto de Milha
praticantes de prova de laco em dupla, divididos em grupos de treino regular (GTR) e grupo
treino esporéadico (GTE).

Os dados obtidos quanto as temperaturas do olho, pescoco, regido
lombar, garupa e membros toracicos e pélvicos foram submetidos a analise de
variancia com medidas repetidas para comparagao entre grupos e momentos,
seguidos da comparacao das médias pelo teste de comparacdes multiplas de
Tukey no nivel de significancia de 5%. Os dados foram testados quanto a
normalidade e homogeneidade de variancias, pré-requisitos necessarios para a
andlise de variancia. As diferencas foram consideradas significativas quando P
< 0,05 e as andlises foram efetuadas empregando-se o programa SAS®.

Resultados

by

Em relagdo a regidao ocular, no GTR observou-se um aumento
significativo da temperatura 2 horas ap6s o exercicio, mantendo-se elevada por
mais quatro horas. JA no GTE o aumento ocorreu logo apdés o exercicio,

retornou aos valores basais uma hora apdés o esforco fisico e assim

® SAS Institute Inc. The SAS System, release 9.3. SAS Institute Inc., EUA, 2014.
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permaneceu por mais uma hora, elevando-se novamente apés seis horas do
exercicio. Depois de 24 horas a temperatura retornou ao valor basal em ambos

os grupos (Figura 14).
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Figura 14 - Valor médio e desvio padrao das temperaturas na regido ocular de equinos da raga Quarto de
Milha praticantes de lago em dupla, divididos em grupos de treino regular (GTR) e grupo treino
esporadico (GTE). Médias seguidas de mesmas letras mailsculas ndo diferem entre si, ao
longo do tempo no GTR, pelo teste de Tukey (P>0,05). Médias seguidas de mesmas letras
mindsculas nao diferem entre si, ao longo do tempo no GTE, pelo teste de Tukey (P>0,05).

Na regido da coluna (torocolombar) houve um aumento significativo da
temperatura em ambos 0s grupos, imediatamente apds o exercicio, porém no
GTE houve uma diminuicdo significativa da temperatura uma hora depois. Em
ambos 0s grupos a temperatura retornou ao valor basal apés 24 horas do

exercicio (Figura 15).
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Figura 15 - Valor médio e desvio padrdo das temperaturas na regido da coluna (toracolombar) de equinos
da raga Quarto de Milha praticantes de laco em dupla, divididos em grupos de treino regular
(GTR) e grupo treino esporadico (GTE). Médias seguidas de mesmas letras mailsculas néo
diferem entre si, ao longo do tempo no GTR, pelo teste de Tukey (P>0,05). Médias seguidas de

mesmas letras mindsculas ndo diferem entre si, ao longo do tempo no GTE, pelo teste de
Tukey (P>0,05).

Quando avaliada a regido da garupa, o comportamento da temperatura
foi o mesmo no GTR (lado esquerdo) e no GTE (lado direito). Houve um
aumento significatico imediatamente apds o exercicio, que sO retornou a
temperatura inicial depois de 24 horas. Ja no lado esquerdo do GTE também
se observou um aumento significativo da temperatura logo apés o exercicio, no
entanto a mesma diminuiu significamente depois de uma hora. Elevou-se
novamente depois de uma hora e retornou ao valor basal 24 horas apés o
exercicio. A temperatura no lado direito da garupa do GTR aumentou logo apos
0 exercicio e assim se manteve por mais de 24 horas (Figura 16 A-B).
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letras mailsculas ndo diferem entre si, ao longo do tempo no GTR, pelo teste de Tukey
(P>0,05). Médias seguidas de mesmas letras minlsculas ndo diferem entre si, ao longo do
tempo no GTE, pelo teste de Tukey (P>0,05).

Em relacdo a regido tendinea dos membros toracicos, a temperatura se

elevou significativamente logo apds o exercicio e retornou ao valor basal 24

horas depois, em ambos os lados, tanto no GTR quanto no GTE (Figuras). As

mesmas alteracbes de temperatura foram vistas na regido dos membros

pélvicos do GTE. No GTR, por outro lado, ndo houve retorno a temperatura

basal 24 horas ap6s o exercicio. A temperatura se elevou significativamente

logo apds o exercicio e assim se manteve (Figuras).
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Figura 17- Valor médio e desvio padrdo das temperaturas (°C) na regido distolateral tendinea dos

membros toracico diteito (M. T. D. - A) e esquerdo (M. T. E. - B.), pélvico direito (M.P.D.-C)e
esquerdo (M. P. E. - D) e esquerdos, de equinos da raga Quarto de Milha praticantes de lago
em dupla, divididos em grupos de treino regular (GTR) e grupo treino esporadico (GTE).
Médias seguidas de mesmas letras mailusculas néo diferem entre si, ao longo do tempo no
GTR, pelo teste de Tukey (P>0,05). Médias seguidas de mesmas letras mindsculas néo
diferem entre si, ao longo do tempo no GTE, pelo teste de Tukey (P>0,05).

As figuras 18 e 19 representam a temperatura ambiente e a umidade

relativa do ar, respectivamente.
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Figura 18 - Temperatura média do ambiente durante as avaliagdes termograficas, por meio da termografia

infravermelha de equinos da raca Quarto de Milha praticantes de lago em dupla, divididos em
grupos de treino regular (GTR) e grupo treino esporadico (GTE).
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Figura 19 - Umidade relativa do ar média durante as avaliages termogréficas, por meio da termografia

infravermelha de equinos da raca Quarto de Milha praticantes de laco em dupla, divididos em
grupos de treino regular (GTR) e grupo treino esporadico (GTE).

Discussao

Os achados do presente estudo mostraram que a temperatura na regiao

ocular aumentou apdés o exercicio no GTE, levando a conclusdo de que a
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pratica do exercicio foi suficiente para causar um desequilibrio na temperatura
central, mesmo sendo uma atividade de curta duragdo. Esse aumento na
temperatura ocorreu devido ao metabolismo muscular que promove a producéo
de energia mecanica e térmica (MARTINOD, 2007). Como n&o houve
alteracOes significativas da temperatura da regido ocular entre 0s grupos,
conclui-se que a frequéncia de treinamento, neste estudo, ndo influenciou na
taxa de producéao de calor central.

A auséncia de elevacao significativa de temperatura ap0s o exercicio
fisico no GTR pode estar relacionada a uma maior capacidade adaptativa
desses animais. Apesar de a contratilidade muscular promover o aumento de
temperatura copdrea, a capacidade de resfriamento nestes animais é superior,
ja que os animais conseguem manter a temperatura corpOrea proxima ao
basal, ao contrario do que foi visto no GTE.

Provavelmente os animais do GTR apresentam uma capacidade de
bombeamento sanguineo por minuto maior do que os do GTE, possibilitando
maior redistribuicdo de sangue para os 0rgaos e tecidos que participam da
termolise, incluindo a pele, musculos respiratérios e mucosos nasais e,
consequentemente, promovendo uma dissipacdo de calor mais rapida e por
isso a temperatura ndo se altera significativamente. Segundo Hodgson e Rose
(1994), o condicionamento atlético € melhor quanto mais rapido o animal
retornar as frequéncias e temperaturas basais.

A diminui¢cdo na temperatura dos animais do GTE, uma hora depois do
exercicio, esta relacionada ao mecanismo de ativacdo termorregulatorio na
tentativa de evitar uma hipertermia pds-exercicio desses animais. O
mecanismo de vasodilatacdo é acionado na tentativa de auxiliar na dissipacao
de calor. Sabe-se que a capacidade de modificar a irrigacdo dos diferentes
orgaos, se ajustando a diferentes necessidades, faz do sistema cardiovascular
0 mais eficiente executor da termorregulacdo (MCCONAGHY et al.,, 1996).
Pelos resultados obtidos neste estudo, observa-se que 0 mecanismo
termorregulatorio também foi eficiente nos animais do GTE, ja que uma hora

ap0s o exercicio fisico a temperatura corpérea retornou ao valor basal. Os
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animais do GTE sdo animais que apesar de terem se afastados
temporariamente das competicdes e estarem voltando ao treinamento, j4 sédo
animais condicionados ao exercicio, isso explica a eficiéncia de seu
mecanismo de termorregulacao.

De acordo com Tanda (2016), o aumento na temperatura ambiente
acarreta no aumento da temperatura central e consequente ativacdo do
mecanismo termorregulatério. Portanto os aumentos tardios das temperaturas
dos animais do GTR e dos animais do GTE provavelmente estdo relacionados
com a alteracdo na temperatura ambiental, mesmo que 0s animais tenham
permanecido na sombra durante as afericdes, a temperatura ambiente nao era
controlada. Apesar de a vasodilatacao facilitar a troca de calor do animal com o
meio ambiente por processos sensiveis, a eficacia desta depende do gradiente
térmico entre o corpo do animal e a temperatura ambiente (MCCUTCHEON,;
GEOR, 2008). Provavelmente o aumento da temperatura ambiente dificultou a
dissipacéo de calor dos animais de ambos o0s grupos.

Em relacdo as temperaturas regionais, fica evidente nos resultados
apresentados que houve producdo de calor em quase todas as areas apos o
exercicio e, consequentemente, uma elevacdo na temperatura local. O
aumento temporario da temperatura ocorre, primeiramente, devido ao aumento
do metabolismo muscular e, também, ao maior fluxo de sangue na regido, com
a finalidade de aumentar o aporte de oxigénio. Em humanos, por exemplo, o
fluxo sanguineo pode aumentar até 20 vezes no pico do exercicio quando
comparado a situacao de repouso (LASH, 1996). No entanto, apds o término
do exercicio, o fluxo tende a se normalizar novamente e a temperatura volta ao
basal (HODGSON; ROSE, 1994). Esse processo foi observado apds 24 horas
do esforco fisico nos animais do presente estudo.

Contudo, observou-se que a temperatura da regido tendinea dos
equinos do GTR, nos membros pélvicos esquerdo e direito ndo retornaram aos
valores basais apds 24 horas. Estes resultados contrariam os obtidos em
estudos anteriores, 0s quais mostraram que a temperatura na regiao tendinea

dos membros pélvicos de equinos submetidos a esforgo fisico em esteiras
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retornaram aos valores basais 45 minutos apés o exercicio (SIMON et al.,
2006).

A evaporacao € a principal forma de perda de calor em equinos em
ambientes quentes, por meio da sudacao. A quantidade de valor dissipada por
esta via dependerd da taxa de sudacao e da umidade relativa do ar. Portanto,
esse mecanismo serd mais eficiente quando mais moderada for a sudacao e
menor for a umidade relativa do ar (GUTHRIE; LUND, 1998; TITTO et al.,
1998). No presente trabalho observou-se que, ap0s 24 horas, a temperatura na
regido ocular, que corresponderia a temperatura central, retornou ao valor
basal, portanto a capacidade de perda de calor desses animais foi eficiente.
Além disso, a umidade relativa do ar e a temperatura do ambiente foram
favoraveis a perda de calor. Dessa forma conclui-se que o aumento de
temperatura nessas regides ndo esta relacionado a uma falha no processo de
perda de calor e sim a outro motivo.

Em relacdo a temperatura na regido da garupa, estudos anteriores
mostram que a perda da temperatura nas regides musculares, em condicdes
normais, tem a capacidade de retornar a temperatura basal ap6s o exercicio
muito mais rapido do que as superficies ndo musculares, isso devido a maior
area de superficie. No entanto, contrariando os achados de Costa e
colaboradores (2011), a temperatura da area correspondente a garupa (lado
direito) dos animais do GTR ndo retornou aos valores basais ap6s 24 horas.

A contrariedade entre os resultados apresentados por Simon e
colaboradores (2006), Costa e colaboradores (2011) e os obtidos por este
estudo, talvez esteja relacionada com a diferenca entre a exigéncia do
exercicio, laco em dupla, sobre os membros pélvicos dos animais que o
praticam. Os animais praticantes de laco em dupla tem uma carga maior sobre
os tenddes pélvicos no momento da largada e ainda os movimentos de curva,
fazem com que o animal deposite seu peso nos membros pélvicos,
principalmente o esquerdo, ao contrario do que é visto nos exercicios feitos em
esteira, nos quais 0s animais percorrem um percurso em linha reta e sem

movimentos de explosdo. A contragdo da musculatura do lado direito da garupa
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também é mais intensa do que do lado esquerdo, isso porque essa auxilia no
deslocamento do animal para esquerda no momento de execucao da curva. A
temperatura elevada nestas areas provavelmente esteja relacionada com a
maior carga a elas aplicada.

Afericdes de temperaturas pos 24 horas, no presente trabalho, poderiam
confirmar se estas areas em especifico necessitam de mais tempo para voltar a
ao valor basal. Caso isso ndo ocorra, outra explicacdo para a permanéncia da
temperatura elevada nestas regides, apos 24 horas do exercicio, pode estar
relacionada a uma inflamacdo subclinica localizada. Ao compararem-se 0s
valores das temperaturas médias das trés regibes com seus valores basais
correspondentes, observa-se uma diferenca de mais de 1°C, sendo: 1,6°C na
regido do MPE; 1,3°C no MPD e 1,6°C na regido da garupa (lado direito). A
diferenga de 1°C ou 1,25°C entre duas regifes anatomicamente simétricas é
um indicativo de inflamac&o subclinica (SOROKO et al., 2013; HEAD; DYSON,
2001).

Diante disso, pode-se dizer que a permanéncia da temperatura na
regido tendinea dos membros pélvicos e da regido da garupa, acima dos
valores basais, nos animais do presente trabalho, podem estar relacionados,
em primeiro lugar, a necessidade de maior tempo para dissipacdo de calor
nestas areas, ja que sao locais que trabalham com maior exigéncia para
movimentar o animal. Em segundo, a persisténcia da temperatura acima do
basal apd6s 24 horas pode ser sugestivo de uma inflamacédo subclinica
localizada, diagnosticada precocemente pela termografia. O diagndstico
precoce de lesdo inflamatoria ja foi verificado em outros estudos, sendo que a
alteracdo na termografia, indicativa de inflamacao, foi vista duas semanas
antes dos animais apresentarem sinais clinicos (TURNER et al., 2001; VADEN
et al., 1980). A provavel inflamacdo subclinica nesses animais pode estar
relacionada a um esforgo repetitivo dessas estruturas, visto que estes animais
sao treinados constantemente e, com isso, ndo ha um intervalo habil para

recuperacao dos tecidos.
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Conclusao

Concluiu-se que a temperatura central de equinos da raca Quarto de
Milha, submetidos & prova de lago em dupla, retornou ao seu valor basal 24
horas apds o exercicio fisico, em ambos os grupos. A dissipacdo de calor de
regides especificas como regido tendinea distal dos membros pélvicos e
musculatura da garupa pode ser dificultada devido a uma maior carga a elas
aplicada durante o exercicio. Aumentos de temperatura localizados podem ser
sugestivos de inflamacdo subclinica. E, por fim, o mecanismo de
termorregulacéo foi eficiente em ambos os treinamentos, mostrando que os

animais estao condicionados ao exercicio de lagco em dupla.
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FIGURA 24 - (A-F) curvas padrbes das citocinas onde o eixo X corresponde a concentragdo e

0 eixo Y corresponde & média de intensidade de fluorescéncia, com seus
respectivos R2. Imagens obtidas do software FCAP array 3.0.



