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ESTRESSE OXIDATIVO EM EQUINOS PARTICIPANTES DE PROVA DE
ENDURO DE 80 KM

RESUMO - O presente estudo avaliou o perfil de indicadores oxidativos e
substancias antioxidantes, além de marcadores de lesdo muscular em equinos
submetidos & prova de enduro. Nove equinos da raca Puro Sangue Arabe
participaram de uma competicdo de enduro, apos realizacdo de programa de
treinamento com duracéo de trés meses. Foram colhidas amostras de sangue antes,
durante a competicdo e no periodo de recuperacdo dos animais, para analise de
indicadores da ocorréncia de estresse oxidativo como malondialdeido (MDA) e
produtos proteicos de oxidacdo avancada (AOPP), além, das concentracdes de
substancias antioxidantes como glutationa (GSH), Vitamina A e Vitamina E. Valores
de enzimas musculares, aspartato aminotransferase (AST) e creatina quinase (CK)
foram obtidos, para monitoramento de possiveis lesdes durante o exercicio. As
variaveis estudadas foram submetidas a Analise de Variancia, sendo as médias
comparadas pelo teste Tukey (P<0,05). Os indicadores oxidativos ndo se elevaram
com o exercicio, porém a concentracdo média de GSH diminuiu apés o inicio da
prova. Observou-se elevagdo dos niveis médios de AST no intervalo de 12 e 24
horas pdés enduro e aumento da concentragdo média de CK apds 4 horas da
realizacdo do exercicio. O estresse oxidativo foi de baixa intensidade, devido ao bom

preparo dos animais para o exercicio proposto.

Palavras chave: enduro, enzimas musculares, equino, estresse oxidativo



OXIDATIVE STRESS IN HORSES DURING 80 KM ENDURANCE RACE

ABSTRACT - The present study evaluated the oxidant, antioxidant profile, by
indicative substances, and muscle injury markers in horses undergoing endurance
race.Nine Arabian horses participated in a competition of endurance, after a three
months training program. Blood samples were taken before, during competition and
in the animals recovery period, for analyse the occurrence of oxidative stress by
some indicators, like malondialdeyde (MDA) and advanced oxidation protein
products (AOPP), beyond concentrations of antioxidants as glutathione (GSH),
Vitamin A and Vitamin E. Values of muscle enzymes, aspartate aminotransferase
(AST) and creatine kinase (CK), were obtained to monitoring possible injuries during
exercise. The variables were subjected to analysis of variance and the means were
compared by Tukey test (P<0,05). Oxidative indicators did not increase with exercise,
but the average concentration of GSH decreased after the start of the race. It was
observed an increase in mean values of AST within 12 and 24 hours post endurance
exercise. In the same way, CK mean values increased after 4 hours of the exercise.
Oxidative stress was low intensity, due to the good traning of animals for the

proposed exercise.

Keywords: oxidative stress, endurance, horse, muscle enzymes
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1. INTRODUCAO

Independentemente da atividade realizada, ha de se convir que 0s equinos
sdo dotados de caracteristicas morfofisiologicas privilegiadas, no que tange a
capacidade de adaptacdo a esforcos extremos (YOUNG, 2003). A performance de
um cavalo, durante o exercicio, esta diretamente ligada a sua capacidade de manter
a homeostase diante de uma variada onda de disturbios metabdlicos ocorrentes
(TEIXEIRA — NETO et al., 2004).

A realizacdo da atividade fisica, de forma geral, resulta em aumento da taxa
metabdlica, o que culmina em maior demanda energética. Esta, que pode ser
suprida, brevemente, pelo predominio do metabolismo anaerdbio. No entanto, a
manutencdo do animal em constante esforco é sustentada pela oxidacdo de
substratos, intimamente ligada ao aporte de oxigénio (GARCIA et al., 1999).

Durante o exercicio, com o aumento da taxa metabdlica e consumo de
oxigénio pela mitocondria, de 2 a 5% deste ndo sao inteiramente convertidos em
agua, resultando em espécies reativas de oxigénio (ERO) (SJODIN; WESTING,;
APPLE, 1990). Em consequéncia do aumento da producdo de ERO pelo exercicio, 0
musculo esquelético se torna alvo de injurias, principalmente, pelo rompimento de
fibras musculares (CHIARADIA et al., 1998). Por essa razéo, tem-se dado especial
atencdo aos mecanismos de lipoperoxidacdo e defesas antioxidantes durante o
exercicio, buscando adequar protocolos de treinamento eficientes no aumento de
performance e prevencao de lesdes (NIESS et al., 1996; SOARES et al., 2011).

O enduro equestre € um esporte internacionalmente reconhecido e data de
meados dos anos 50. As competicbes consistem na realizagcdo de trajetos,
previamente determinados, podendo variar de 40 a 160 km, em eventos de dia
anico. Classifica-se Enduro de Regularidade, quando ha a determinacdo de
velocidade média a ser cumprida e Enduro de Velocidade Livre as provas em que se
preconiza o menor tempo possivel (FERNANDES; LARSSON, 2000; GOMIDE,
2006; FEI, 2013).

O esporte em questao, tem se tornado alvo de pesquisas devido ao grande
investimento realizado na aquisicdo e treinamento dos animais. Além disso, é

importante salientar a necessidade de conhecimento frente as possiveis injarias, as



quais os equinos sédo submetidos durante competi¢cées de longa duracdo. Outrossim,
se faz extremamente necessaria a manutencdo do bem estar animal, que deve ser
resguardada pela figura do médico veterinario. A execuc¢ao da atividade supracitada,
se da com a determinacdo do perfil metabdlico e capacidade de preparacéo
adequada dos animais, para que as respostas hostis decorrentes do exercicio
possam ser minimizadas, tornando os cavalos cada vez mais adaptados a situagdes
de estresse.

Seguindo nesta direcdo, o estudo de agentes oxidantes e substancias
antioxidantes, por trabalhos realizados em situacdes reais de campo, se faz
necessario na tentativa de elucidar mecanismos de defesa intrinsecos, buscando
manejar adequadamente os animais em provas, com o foco na prevencéo de lesdes

musculares.



2. REVISAO DE LITERATURA

O cavalo é considerado o maior atleta entre os mamiferos, devido ao maximo
aproveitamento do oxigénio na transformacao de energia e deslocamento de massa
(YOUNG, 2003). Além disso, durante a atividade fisica, os equinos podem aumentar
0 consumo de oxigénio e a ventilagdo mais de 60 (EATON, 1994) e 30 (ART,;
LEKEUX, 1995) vezes, respectivamente. Adicionalmente, o baco constitui o
reservatorio de células sanguineas a ser mobilizado no decorrer do exercicio,
fazendo com que o volume de eritrocitos alcance valores duas vezes maior que 0S
basais, 0 que permite elevar a capacidade de transporte de oxigénio (EVANS, 1994).

O enduro é um dos esportes equestres que mais cresce no mundo (SCHOTT
et al.,, 1997). Submetem-se os animais a esfor¢co prolongado, necessitando que
estes disponham de bom preparo fisico para o cumprimento dos trajetos
determinados. Avaliando a versatilidade dos equinos em cumprir os mais distintos
objetivos em competicdes, cita-se as corridas disputadas por cavalos da raca Quarto
de Milha, com extensdes em torno de 400 metros e, ao extremo oposto, tem-se as
provas de enduro de 160 km, nas quais, apresentam-se como vencedores 0s
cavalos da raca Puro Sangue Arabe (LACERDA-NETO, 2004).

Durante a execucao da atividade fisica de longa duracéo, torna-se necessario
o aporte adequado de energia, fator este, limitante ao desempenho maximo dos
equinos atletas (EATON, 1994; HARRIS; HARRIS, 1998). As principais fontes
energéticas, os carboidratos e lipideos séo diretamente responsaveis pela producao
da unidade utilizada na contracdo muscular, o ATP. De acordo com o0 exercicio
realizado, ha o predominio de uma das vias de producdo energética, o que sera
definido pela intensidade e duracdo da atividade realizada, além das reservas
organicas disponiveis (MARLIN; NANKERVIS, 2002; BERGERO et al., 2004).

Iniciada a atividade fisica, a producédo de ATP se faz indispensavel, podendo
ter sua origem por vias independentes do oxigénio (anaerdbicas) ou vias que se
utilizam do oxigénio (aerdbicas) (MARLIN; NANKERVIS, 2002). As Ultimas sado
capazes de oxidar carboidratos e lipideos (MARLIN; NANKERVIS, 2002), sendo
estes amplamente utilizados em exercicios de média e longa e duragdo (SNOW,
1985; HODGSON et al., 1985; ESSEN-GUSTAVSSON et al., 1989; MARLIN;



NANKERVIS, 2002). Os acidos graxos livres (AGL) sdo originados, primariamente,
por meio da lipdlise dos tecidos adiposos e, secundariamente, nos depoésitos de
triglicerideos musculares (SNOW, 1985). A medida que ha aumento na duracéo e
intensidade do exercicio, por consequéncia, ocorre elevacdo na taxa de oxidacao
dos lipidios (LINDHOLM et al., 1974), aspecto fundamental para a manutencdo do
suprimento energético aos musculos durante o enduro (SLOET et al., 1991).

Os processos de obtencéo, transporte e utilizacdo da energia pelo musculo
em trabalho séo as bases da resposta fisiologica ao exercicio. Diversas alteracfes
na constituicdo e distribuicdo sanguinea, com finalidade especifica de aumento do
aporte de oxigénio aos musculos esquelético e cardiaco, para sustentacdo do
metabolismo elevado e facilitagdo na retirada e excre¢cdo dos metabdlitos, ocorrem
como consequéncias diretas do esforco fisico (GARCIA et al., 1999).

O tecido muscular € um dos sistemas que mais recebe carga direta durante o
esforco. O trabalho realizado por esse sistema, o torna vulneravel & ocorréncia de
danos constantes, os quais podem ser determinados por analises laboratoriais de
alguns constituintes plasmaticos (OVERGAARD et al., 2004).

Com o aumento da oferta oxigénio, sdo produzidas substancias eletricamente
instaveis e potencialmente reativas, os radicais livres de oxigénio (RLO). Devido a
reacdo de oxidacdo, os RLO podem causar dano irreversivel a célula durante o
metabolismo aerdbico. O organismo esta normalmente em equilibrio entre a
producado e degradacéo de radicais livres, que existem em baixas concentracdes em
todos os tecidos biol6gicos (WULF, 2001). Quando ocorre desequilibrio entre a
capacidade antioxidante e as espécies reativas produzidas, em favor destas, cria-se
um estado que se denomina estresse oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001).

Os RLO séao produzidos naturalmente no organismo através de processos
metabolicos oxidativos e, muitas vezes, sdo de extrema utlidade, como nas
situacbes em que ha necessidade de ativacdo do sistema imunolégico. Como
exemplo, os macréfagos utilizam o peroxido de hidrogénio, molécula de alto poder
oxidativo, eletricamente estavel, ndo se tratando especificamente de um radical livre,
para destruir bactérias e outros elementos estranhos (SCHNEIDER; OLIVEIRA,
2004); na desintoxicacdo de drogas e na producdo do fator relaxante derivado do



endotélio, o Oxido nitrico, extremamente importante nos processos que
desencadeiam o relaxamento dos vasos sanguineos (MONCADA, 2001).

Os radicais livres podem ser produzidos pela perda de um elétron por um
atomo néo radical ou no caso do rompimento de uma ligacao covalente, caso cada
um dos atomos envolvidos figue com um elétron. Portanto, radical livre é qualquer
espécie capaz de manter a existéncia independentemente de conter um ou mais
elétrons ndo pareados (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

Em razdo da sua configuracdo eletronica, o oxigénio tem forte tendéncia a
receber um elétron de cada vez. A conversdo univalente do oxigénio a &agua
processa-se da seguinte maneira: adicdo de um elétron a uma molécula de oxigénio
no estado fundamental gera a formacéo do radical superéxido; este ao receber mais
um elétron e dois ions hidrogénio, forma peroxido de hidrogénio (H20,), através do
processo chamado dismutacao (PAL, 1994). Esta reacao, catalisada pela enzima
superoxido dismutase (SOD) é encontrada em quantidades elevadas nas células de
mamiferos, na quais a enzima acelera a reacdo a 10* vezes a frequéncia para
dismutacéo espontanea em pH fisioldgico. Quando o H,O, recebe mais um elétron e
um ion hidrogénio, forma-se o radical hidroxil, que € o mais reativo dos
intermediarios, pois pode reagir e alterar qualquer estrutura celular que esteja
proxima, e assim, influenciar enzimas, membranas ou &cidos nucleicos (JENKINS,
1988).

Os radicais superoxido e hidroxil tém elétrons desemparelhados em sua 6rbita
mais externa e sdo, portanto, chamados radicais livres. No entanto, o H,O, ndo é um
radical livre, pois representa um metabdlito de oxigénio parcialmente reduzido.
Outras espécies reativas de interesse sdo 0s oxigénio singletes, que sdo formas de
oxigénio spin-alteradas. Esses metabolitos derivados do oxigénio, considerados em
conjunto, sdo denominados espécies reativas de oxigénio (ERO), em funcéo da sua
aumentada reatividade para biomoléculas (FISCHER, 1987), e em geral, alteram o
tamanho e a forma dos compostos com 0s quais eles interagem. Neste sentido, cada
ERO tem suas préprias caracteristicas, mostrando diferentes reatividades e tempos
de meia vida (DEL MAESTRO, 1980; PAL, 1994).

O estresse oxidativo € um desequilibrio prejudicial ao sistema

oxidante/antioxidante das células. Ele pode danificar o DNA e contribuir para o



envelhecimento ou dano as membranas celulares, especialmente em musculos,
durante exercicios extenuantes (HARGREAVES et al., 2002). O aumento da
oxidacdo durante o exercicio pode implicar em injuria oxidativa as células
musculares, causada pela producao de radicais livres e outras espécies reativas de
oxigénio, resultantes das reagcfes oxidativas (SJODIN et al., 1990; SEN, 1995). Se
0s sistemas antioxidantes se tornam deprimidos durante o exercicio, aumenta a
susceptibilidade de células e tecidos aos danos causados pelas ERO (CHIARADIA
et al., 1998).

Na ocorréncia de reagbes dos radicais livres com acidos graxos
poliinsaturados (AGPI), d4-se origem ao processo de lipoperoxidagao, definido como
uma cascata de eventos bioquimicos geradores de radicais alquila (L), alcoxila (LO)
e peroxila (LOO), capazes de destruir a estrutura das membranas celulares, assim
como, promover a faléncia dos mecanismos de troca de metabdlitos, resultando, em
uma condicdo extrema, na morte celular (BENZIE, 1996). A lipoperoxidacéo (LPO)
talvez se constitua no evento citotoxico primario que desencadeia sequéncia de
lesbes na célula. As alteracbes nas membranas levam a transtornos na
permeabilidade, alterando o fluxo iGnico e o fluxo de outras substancias, o que
resulta na perda da seletividade para entrada e/ou saida de nutrientes e substancias
toxicas a célula, alteragcbes do DNA e comprometimento dos componentes da matriz
extracelular (proteoglicanos, colageno e elastina) (VACA; WILHEM; HARMS-
RINGDAHL, 1988; BARBER; HARRIS, 1994). Uma das técnicas mais utilizadas para
avaliar a oxidacdo de lipides é o teste do malondialdeido (MDA). O MDA € um
dialdeido formado como produto secundéario durante a oxidacdo de acidos graxos
poliinsaturados por cisdo beta dos AGPI peroxidados, principalmente o &cido
araquidonico. E volatil, possui baixo peso molecular, tem cadeia curta e reage
eficientemente com inumeros agentes nucleofilicos. (JANERO, 1990; BENZIE,
1996).

A deformidade nas membranas celulares esta relacionada com a integridade
dos AGPI e a viabilidade da célula com a flexibilidade dessa membrana. As ERO, ao
reagirem com os lipidios das membranas celulares, causam perda da fluidez da

membrana e aumento da permeabilidade com liberacdo das proteinas e enzimas



lisossomais do citoplasma no espaco extracelular lesionando os tecidos (SJODIN et
al., 1990).

Assim como nos lipidios, tém-se estudado a vulnerabilidade dos aminoacidos
e proteinas a uma variedade de ataques pelos radicais livres e ERO. A oxidacéo,
particularmente de aminoacidos sensiveis, leva a agregacdo, reacdo cruzada,
fragmentacdo, bem como a perda das propriedades funcionais e enzimaticas das
proteinas (SHACTER, 2003).

Pela primeira vez, em 1996, descreveu-se um produto proteico de oxidacao
avancada (AOPP), caracterizado pela acdo do estresse oxidativo diante de proteinas
e aminoacidos, que se d& pela acédo de oxidantes clorados como acido hipocloroso e
cloraminas. Essas substancias sdo formadas pela mieloperoxidase liberada dos
neutrofilos ativados, decorrentes do desequilibrio dos mecanismos antioxidantes
como: agdo inadequada de enzimas antioxidantes, auto-oxidacdo e acumulo de
metabdlitos ndo eliminados pelos fagécitos. Como consequéncia, esses radicais
livres e ERO agem sobre as proteinas, produzindo AOPP, sendo este considerado
um marcador fidedigno de estimativa do dano proteico mediado por oxidacao
(WITKO SARSAT, 1996).

Perante o estresse oxidativo, o organismo pode reagir de duas formas:
adaptando-se ou sofrendo injaria celular. No caso de estresse oxidativo brando, as
células suportam e respondem a essa situacdo com aumento na producdo de
defesas antioxidantes, na tentativa de reestabelecer o equilibrio pré-
oxidante/antioxidante. Entretanto, no estresse oxidativo severo ha injaria celular e,
quando esta é muito intensa, os danos sao irreversiveis, levando a morte celular
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001).

Para evitar o dano celular pelo estresse oxidativo, os sistemas biol6gicos
desenvolveram mecanismos de defesa antioxidante, convertendo as espécies
reativas em derivados inativos (HALLIWELL, 1994). Esses mecanismos de defesa
incluem a prevencédo da formacdo de radicais livres (antioxidantes preventivos),
sequestro de radicais livres e processos de reparo (TRAVACIO; LLEUSUY, 1996;
MATES; PEREZ-GOMEZ; CASTRO, 1999).

Desse modo, existe um sistema de defesa enzimatico para proteger o

organismo dos efeitos danosos dos radicais livres, compreendido principalmente por:



catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPX)
(HALLIWELL, 1994; MATES; PEREZ-GOMEZ; CASTRO, 1999). Cada uma dessas
enzimas tem a capacidade de catalisar reacfes que conduzem a formacdo de
espécies menos reativas ou a neutralizacdo das ERO (POWERS, 1999). Além desse
sistema enzimatico, existem outras substéncias antioxidantes, ndo enziméticas,
enddgenas e exdgenas, tais como a glutationa (GSH), as vitaminas A, C, E, o &cido
lipoico, entre outras, que participam de forma determinante na neutralizacdo e
atenuacao dos efeitos induzidos pela producédo adicional de ERO (JANERO, 1991;
DHALLA et al., 2000; LEFER; GRANGER, 2000; PRYOR, 2000; SEN, 2001). A GPX
apresenta como principal funcéo, catalisar a decomposi¢do do H,O, em agua e O,
apresentando-se em maiores concentracdes nos peroxissomos quando comparada
a sua concentracdo nas mitocondrias, além disso, € mais abundante nos tecidos
predominantemente oxidativos do ponto de vista metabdlico (POWERS, 1999).

Efetivamente, a GPX é uma enzima dependente de selénio e utiliza a
glutationa reduzida (GSH) como doadora de elétrons para catalisar as reacfes de
reducdo de peroxidos e hidroperéxidos em aldeidos. Localizada, no citosol ou nas
mitocondrias, apresenta 45 e 55% de efetividade, respectivamente nos locais
citados, apresentando-se como um dos principais neutralizadores de hidroperoxidos
provenientes das diferentes fontes celulares. Devido ao fato da GSH ser oxidada
pela GPX e formar glutationa oxidada (GSSH), as células necessitam de uma via de
regeneracao de GSH, sendo assim, esta reacao é catalisada pela enzima glutationa
redutase (GR), a qual utiliza o NADPH como cofator e agente redutor, transformando
a GSSH novamente em GSH (JI, 1995).

As concentracgdes intracelulares de GSH dependem da interacdo das enzimas
GPX e GR diante do equilibrio redox celular GSH/GSSH, bem como dos
mecanismos de ressintese intracelular e de captacdo de GSH a partir do sangue
(POWERS, 1999; SEN, 2000). Apesar desse composto ser igualmente sintetizado
em outros tecidos, a maior parte da sintese de GSH ocorre no figado. Deste modo,
particularmente em situagfes de estresse oxidativo adicional, o figado exporta
quantidades superiores de GSH para o sangue, fazendo com que os tecidos
apresentem a necessidade de importar GSH da circulacdo via ciclo g-glutamil, no



qual interagem alguns complexos enzimaticos determinantes neste processo
(POWERS, 1999).

A vitamina E € um dos componentes do sistema antioxidante ndo enzimatico,
sendo constituida, principalmente, por quatro tocoferdis e, secundariamente, por
quatro tocotriendis, sendo o a-tocoferol o mais ativo (THERIAULT et al., 1999).
Estudos comprovam que a vitamina E é um eficiente inibidor da peroxidagéo de
lipidios in vivo. Estas substancias agem como doadores de H para o radical peroxila,
interrompendo a reacao radicalar em cadeia (BUETTNER, 1993; JACOB, 1995). O
tocoferol é oxidado nos tecidos dos animais, produzindo o a-tocoferilquinona,
principal produto formado a partir da peroxidagdo lipidica. Este composto se
transforma em a-tocoferil-hidroquinona que pode acumular-se no figado e ser
excretado nas fezes e bilis, na forma conjugada, ou pode ainda, sofrer B-oxidacéo
nos rins, formando o acido a-tocoferénico, que é convertido a a-tocoferona-lactona e
excretado pela urina (COSTA, 2000). A vitamina E se localiza, primariamente, nas
partes lipofilicas das células, tais como as membranas celulares, que contém
vitamina E na concentracdo de aproximadamente 1,0 mg para cada cinco a dez
gramas de membrana lipidica (CHEW, 1996). Baixas concentra¢des desta vitamina
nas membranas estdo relacionadas com a desestabilizacdo de células do sistema
imune, com a diminuicdo da hipersensibilidade retardada, diminuicdo da resposta
imune celular, diminuicdo da producdo de imunoglobulinas e de iterleucina-2
(FERNANDEZ et al., 2002).

A vitamina A (VA) foi a primeira vitamina lipossollvel a ser reconhecida, fato
ocorrido em 1913 (IOM, 2001), desde entdo muitos estudos vém sendo conduzidos,
a fim de elucidar as funcdes desse nutriente. Inicialmente, o papel da VA era apenas
reconhecido na fisiologia do sistema visual (SOMMER, 1995). Mais recentemente, a
acao antioxidante da VA tem ganhado destaque, (BAYDAS et al., 2002; RAMALHO;
ACCIOLY; SILVA, 2003) fato que impulsionou a investigacdo de seus precursores,
particularmente os carotenoides, 0s quais anteriormente eram reconhecidos apenas
por sua atividade pré-vitaminica (NAGEL et al., 1997). Vitamina A é a expressao
genérica usada para descrever o retinol e todos os carotenoides dietéticos que
apresentam atividade biologica de transretinol. A VA natural, usualmente, é

encontrada na forma de ésteres de retinii de cadeia longa. As formas
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metabolicamente ativas incluem os correspondentes aldeido (retinal) e acido (acido
retindico) (IOM, 2001).

Das diversas espécies de carotenoides, 0sS cinco mais comumente
encontrados no plasma sao o a-caroteno, -caroteno, B-criptoxantina, luteina e o
licopeno (RODRIGUEZ-AMAYA, 2002). Entre esses, o B-caroteno é o mais potente
precursor de retinol 1 (RUSSEL, 1998; CHRISTIAN et al., 2000; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2002) e durante muito tempo apenas essa funcéo foi estudada (NAGEL et
al., 1997). Independente de sua atividade de pro-vitamina A, os carotenoides sdo
responsaveis por outros efeitos benéficos no organismo (RODRIGUEZ-AMAYA,
2002). Os carotenoides sao importantes sequestradores de radicais oxigénio
singlete, tendo sido reconhecidos pela sua alta capacidade antioxidante (MASCIO;
MURPHY; SIES, 1991; YEUM et al., 1998; RUSSEL, 1998; PAIVA; RUSSEL, 1999;
BAYDAS et al., 2002; RAMALHO; ACCIOLY; SILVA, 2003), interrompendo a
geragdo de carotenoides reativos ao oxigénio ainda nas etapas iniciais de sua
formacdo (NAGEL et al., 1997). Tal efeito também vem sendo atribuido, mais
recentemente, ao proprio retinol, do qual alguns carotenoides sdo precursores
(BAYDAS et al., 2002; RAMALHO; ACCIOLY; SILVA, 2003). Uma unica molécula de
retinol ou B-caroteno € capaz de inativar varios radicais oxigénio singlete antes de
ser destruida (BAST et al., 1998; RAMALHO; ACCIOLY; SILVA, 2003). O p-caroteno
€ ainda reconhecido como varredor de radicais peroxil, especialmente em condicfes
de baixa tensdo de oxigénio. Contudo, é possivel que outros carotenoides também
possuam essa atividade (PAIVA; RUSSEL, 1999).

Em um estudo realizado com dez equinos, disputando uma competicdo de
enduro com trés dias de duracdo e 210 km de extensdo, na qual avaliou-se o
estresse oxidativo, os biomarcadores antioxidantes e a performance. As analises
mostraram que a atividade da glutationa redutase (GR) aumentou progressivamente
durante a competicdo e as substancias reativas do acido tiobarbitarico (TBAR),
formadas a partir do MDA, mostraram elevacao significativa quando comparadas aos
valores basais, mas permaneceram na mesma concentracdo durante os trés dias da
competicdo. A catalase e os derivados carbonil reativos, estes formados a partir da
oxidacdo de proteinas, ndo mostraram qualquer alteracdo significativa em qualquer

periodo de tempo. Relativamente ao desempenho, os melhores cavalos foram
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aqueles demonstraram maior atividade de GR e/ou menor concentragéo de TBAR
(GONDIM et al., 2009).

Estudo conduzido junto ao treinamento de cavalos de trote permitiu concluir
que, existe aumento nas concentracdes sanguineas de MDA em animais submetidos
a treinamento de, no minimo, seis meses. No entanto, ao ser elevada a carga de
trabalho, observou-se tendéncia de diminuicdo nas concentracbes de MDA, fato
justificado por ativacdes crbnicas do sistema antioxidante (RADAK; CHUNG; GOTO,
2008; FERNANDES et al., 2012).

Alguns trabalhos demonstram que a intensidade do exercicio (monitorada
pelo consumo de oxigénio ou frequéncia cardiaca), duracdo e as condi¢cbes
climaticas (temperatura e umidade relativa do ar) sdo fatores determinantes na
formacdo de substancias pro-oxidantes durante a atividade fisica realizada por
cavalos (MILLS et al., 1996; WILLIAMS et al., 2005).

Ainda pensando nos equinos atletas, as afeccdes musculoesqueléticas
podem causar alteracdo de comportamento, reducédo de performance e claudicacéo
(DYSON, 2003), sendo o principal problema no manejo desses animais (SMITH et
al., 2000). Segundo Hodgson e Rose (1994), o maior desafio ao se destinar um
cavalo para a vida atlética € manté-lo livre de lesdes. Dentre as principais estratégias
para a deteccdo e acompanhamento clinico de lesdes musculares e manutencéo da
homeostasia, destaca-se a avaliacdo da atividade de enzimas marcadoras de injuria
muscular no soro ou plasma (HARRIS; MAYHEW, 1998), assim como outros
constituintes sanguineos, exemplificados pela proteina total (PT), a qual assume
importante papel na regulacdo do pH sanguineo, dada sua capacidade de ligacao
aos ions hidrogénio (PITTS, 1968). Além disso, os valores de PT sado utilizados
como estimativa do grau de desidratacdo dos animais e fator corretivo de outras
variaveis sanguineas.

As vistas do cenério de injurias musculares, mudancas na atividade das
enzimas supracitadas podem ocorrer por varias razdes, incluindo-se alteragbes na
permeabilidade celular, necrose celular, bloqueio ou diminuicdo na excre¢do da
enzima, aumento da sintese, assim como, diminuicdo na sua producdo. Na maioria
das vezes, ocorre maior influxo para o plasma devido a ocorréncia de lesbes na

membrana das células, resultando em alteragBes detectaveis. A intensificacdo da
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funcdo celular, que pode ocorrer durante o exercicio ou como resposta a lesoes,
pode elevar a permeabilidade da membrana celular. Sendo assim, em muitas
situacdes, torna-se dificil o diagndéstico diferencial, entre aumento nas concentracdes
enzimaticas em funcdo de lesbes e aumento fisiolégico das mesmas (HARRIS;
MAYHEW, 1998).

As enzimas mais comumente utilizadas para indicacdo de dano muscular s&o:
aspartato aminotransferase (AST), creatina quinase (CK) e lactato desidrogenase
(LDH), embora esta ultima seja menos especifica para avaliacdo de alteracbes do
tecido muscular (HODGSON; ROSE, 1994).

A creatinafosfoquinase (CPK), também conhecida como creatina quinase
(CK), é a enzima mais sensivel para indicacdo de lesdo muscular (KANEKO;
HARVEY; BRUSS, 1997). Essa enzima catalisa a fosforilacdo da adenosina difosfato
(ADP) do fosfato de creatina, tornando a adenosina trifosfato (ATP) disponivel para a
contragdo muscular (SILVA; DIAS; SOTO-BLANCO, 2007). As mudancas séricas da
CK ocorrem mais rapidamente do que as da AST, cujo aumento pode perdurar por
semanas, em caso de doenca muscular ou exercicio, enquanto os niveis de CK
podem diminuir em cerca de seis a 48 horas (HODGSON; ROSE, 1994). No equino,
a CK é encontrada, predominantemente, no musculo esquelético, no miocardio e no
cérebro. Em razdo de ndo haver troca significativa dessa enzima entre o fluido
cerebroespinhal e o sangue, aumentos significativos na atividade sérica total da CK
se devem a injuria muscular esquelética ou cardiaca (HARRIS; MAYHEW, 1998). A
magnitude do aumento da CK sérica € considerada marcador quantitativo da lesédo
muscular, reversivel ou irreversivel, causada pelo exercicio ou trauma muscular,
uma vez gue quanto maior elevacdo de CK sérica, mais intensa sera a extensao da
injaria celular (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 1997).

A AST, que catalisa a transaminacao de L-aspartato e alfacetoglutarato em
oxalacetato e glutamato, € encontrada em quase todos os tecidos, logo, a atividade
sérica de AST ndo é especifica para nenhum tecido, mas o musculo e o figado
podem ser considerados as principais fontes dessa enzima (SILVA; DIAS; SOTO-
BLANCO, 2007). A raz&o entre a AST citoplasmatica e mitocondrial no soro de

cavalos € significativamente maior que a encontrada em outras espécies, sendo que
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no equino parece nao haver especificidade de isoformas dessa enzima por
diferentes tecidos (HARRIS; MAYHEW, 1998).

Embora a CK seja mais especifica como indicativo de lesdo muscular, quando
comparada a AST, a determinacdo simultanea de AST e CK em equinos representa
valioso potencial diagnostico e prognéstico, em funcdo das diferentes taxas de
retorno aos valores basais de atividade sérica ou plasmatica. Aumentos na atividade
sérica de CK indicam se a lesdo muscular é ativa ou se ocorreu recentemente. A
persisténcia dos valores elevados de CK demonstram que a lesdo muscular continua
ativa. A meia vida dessa enzima apresenta valores menores que 24 horas, enquanto
os valores para a AST podem ser de sete a oito dias (SILVA; DIAS; SOTO-BLANCO,
2007).

Valores elevados nas atividades de CK e AST indicam lesdo muscular, ja que
tém sido observados em afec¢des como a rabdomiodlise (HODGSON; ROSE, 1994).
Além disso, outras miopatias estdo associadas ao esfor¢co fisico, assim como,
miosites causadas pelo decubito prolongado, relacionadas ao processo de
isquemial/reperfusdo consequente a producdo de ERO (LEAL et al., 2006). Apesar
de serem encontrados valores elevados da atividade de CK apds o exercicio, esses
podem ocorrer devido a mudanca na permeabilidade da membrana celular,
possivelmente em funcdo de hipoxia e serem considerados fisiolégicos
(THOMASSIAN et al.,, 2007). A hipdxia pode ocorrer durante exercicios leves em
animais mal condicionados, sendo entdo esperada elevacdo de maior magnitude na
atividade dessa enzima em relacdo a um animal bem condicionado fisicamente. Com
0 estabelecimento de um programa de treinamento, é possivel que o aumento da
atividade das enzimas musculares alcance valores menores (HARRIS; MAYHEW,
1998).

Grosso modo, os estudos sobre estresse enfocam tanto alteracbes na
composi¢cdo do sangue relacionadas as liberacdes de potassio, acido latico, calor
produzido pelas células musculares e estresse oxidativo, associado ao metabolismo
de oxigénio, como alteragbes na ventilagdo causadas por estresse mecanico, na

altura dos vasos pulmonares e vias aéreas (ART; LEKEUX, 2005).



14

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais
Avaliar as concentrages de variaveis indicativas de oxidac¢éo, de substancias
antioxidantes e enzimas marcadores de lesdo muscular de equinos, antes, durante e

apos a realizacao de prova de enduro de 80 km.

3.2. Objetivos Especificos

¢ Avaliar o desempenho de equinos submetidos a prova de enduro de 80
km;

e Mensurar os niveis de lipoperoxidacdo e oxidacdo de proteinas,
utilizando-se de indicadores séricos;

e Verificar as concentracdes de substancias antioxidantes;

e Determinar as concentracdes séricas de enzimas marcadoras de lesédo
muscular;

e Avaliar a ocorréncia de estresse oxidativo, dado pelo desequilibrio

entre indicadores oxidativos e substancias antioxidantes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

O protocolo experimental realizado no presente estudo foi aprovado pela
Comisséo de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA) da Faculdade de Ciéncias Agréarias
e Veterinarias/ UNESP — Campus de Jaboticabal (PROTOCOLO #001624-11).

Foram utilizados nove equinos da raca Puro Sangue Arabe, pertencentes a
Fazenda Serra da Prata, localizada no municipio de Aguas da Prata, S&o Paulo,
Brasil. O grupo de animais era composto por dois garanhdes, cinco machos
castrados e duas fémeas, com média de idade de 9+1 anos. Antes do inicio do
treinamento, os animais foram submetidos a avaliacdo de higidez por meio de
exame fisico geral e especifico do sistema locomotor. Foram instituidos programas
de desverminacéo®, vacinacéo? e controle de ectoparasitas®.

O manejo dos animais, durante o periodo experimental, foi caracterizado pela
alocacdo dos mesmos em baias individuais e fornecimento de dieta dividida em 50%
da energia oriunda de alimento volumoso (feno de Tifton — Cynodon dactylon), 10%
via Oleo de soja e 40% via concentrado comercial, dotado de 13% de proteina bruta
e 2500 kcal’lkg de energia digestivel. A dieta estabelecida aos equinos foi
desenvolvida, utilizando-se as recomendacdes contidas no NRC 2007. Além disso,
foi adotado programa de ferrageamento de todos os membros, com execucao a
cada 45 dias.

4.2. Treinamento

Os animais foram submetidos a trés meses de treinamento a campo,
caracterizado por trés sessBes semanais de exercicios, realizados em dias
alternados. Sendo assim, durante o primeiro més o0s animais realizaram duas
sessOes semanais de 60 minutos de duracdo, predominantemente ao passo, cuja

velocidade média variou de 5,5 a 6 km/h, dados estes, determinados por

! EQVALAN Pasta — Merial Satude Animal Ltda., Paulinia — SP

2 Fluvac Innovator EHV 4/1 — Fort Dodge Animal Health, lowa — USA

3 Butox® P CE 25 — Intervet Brasil, Akzo Nobel Ltda., Sdo Paulo — SP
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equipamento GPS®. O trajeto foi previamente determinado pelo cavaleiro e se
estendeu pela regido do entorno da fazenda, de relevo montanhoso, dotada de trilha
contendo aclives e declives. Ja a terceira sessdo semanal de treinamento foi
realizada em pista plana de areia, de formato retangular, a qual permitiu um percurso
oval, realizado ao galope, com velocidade média variando de 15 a 18 km/h e
duracéo de 30 minutos.

O més subsequente foi dotado do mesmo protocolo de treinamento, quanto a
frequéncia de realizacdo e velocidade do andamento, porém, foram adicionados 30
minutos a cada sessao realizada. Incremento este, também adotado ao terceiro e
altimo més de treinamento, o qual foi caracterizado por trés sessdes semanais com
duracdo de 120 minutos, realizadas ao passo (5,5 a 6 km/h) e uma de 90 minutos

realizada ao galope (15 a 18 km/h).

4.3. Enduro

Finalizado o programa de treinamento, 0s equinos realizaram uma prova de
regularidade, aos moldes das competi¢cdes oficiais de enduro equestre. Os animais
percorreram um trajeto de 80 km de distancia, dividido em quatro anéis, percorrendo
30 km durante o primeiro, 20 km durante o segundo e 15 km durante o terceiro e
quarto anéis. Estabeleceu-se o valor de 16,0 km/h como velocidade média durante a
competicdo e 50 minutos de intervalo entre o fim e inicio dos anéis.

A cada chegada, os animais foram imediatamente desencilhados e tiveram
livre acesso a agua e feno. Com intuito de diminuir a temperatura corpérea e
restabelecer as condicdes cardiorrespiratdrias; integrantes da equipe de apoio
realizaram o resfriamento dos equinos, seguindo as normas das competicdes
oficiais. Além disso, 20 minutos apo6s a chegada de cada anel, os animais passaram
por exame fisico para determinacdo da condicao clinica, avaliando-se frequéncia
cardiaca (FC), tempo de preenchimento capilar (TPC), ingurgitamento jugular a
oclusdo caudal, coloracdo de mucosas, pregueamento cutaneo, sensibilidade
muscular, qualidade do movimento e estado geral, sendo determinado como VET

CHECK cada chegada dos anéis.

*4RCX5 - G5" PolarEquine — Heart Rate Monitor — Polar Electo Ou — Kempele, Finland
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4.4. Colheita de sangue e exames laboratoriais

Foram colhidas amostras de sangue para a determinacdo dos valores de PT,
CK, AST, MDA, AOPP, GSH, Vitamina A e Vitamina E. Sendo a primeira colheita
realizada no inicio do exercicio, considerando-se este 0o momento basal.
Imediatamente a chegada de cada anel, colheram-se amostras de sangue e foram
determinados os tempos VET1, VET2, VET3 e VET4. Além destas, também foram
realizadas colheitas adicionais uma hora, quatro, seis, 12, 24, 48 e 72 horas apés o
término do enduro, com o objetivo de avaliar e monitorar a recuperacéo dos animais.

As amostras de sangue foram colhidas por meio de puncdo da veia jugular
em tubos secos’ (10 ml). Os tubos foram mantidos em recipiente contendo gelo para
posterior encaminhamento ao laboratério e separacdo das aliquotas de soro. A
obtencao do soro foi realizada por meio de centrifugacéo® a 3000 rpm durante cinco
minutos, sendo as parcelas de soro armazenadas em criotubos de 2 ml e alocadas
em freezer a -70 °C.

Para a correcdo das variaveis GSH e MDA foi necessario aferir os dados da
proteina total (PT), ja que a unidade utilizada € umol/gPT. A PT foi determinada por
meio de kit comercial® e leitura em espectrofotdmetro’®, método pelo qual também
foram obtidos os valores das concentracdes séricas de AST e CK.

A andlise de MDA foi realizada de acordo com o método proposto por Gerard
— Monnier et al. (1998) com algumas adaptacdes. Utilizou-se 200ul de soro que
transferidos a um eppendorff, ao qual, adicionou-se 650ul de solugdo 10mM de 1—
metil-fenilindol em acetonitrila e metanol (2:1, v/v) e 150ul de HCL puro (37%). Em
seguida, os eppendorfs foram homogeneizados e deixados em banho Maria a 45°C

por 40 minutos. As amostras foram resfriadas em gelo e centrifugadas a 4000 rpm

® BD Vacutainer™ No Additive — Becton Dickinson Inddstrias Cirargicas Ltda., Curitiba — PR
® Centrifuga FANEM mod. 211

’ Proteinas Totais — Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa — MG

8 ck - NAC Liguiform — Labtest Diagnéstica SA, Lagoa Santa — MG

® ASTIGOT Liquiform — Labtest Diagndstica SA, Lagoa Santa — MG

10 Labquest 2000 — Labtest Diagnéstica SA, Lagoa Santa — MG
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por 10 minutos. Do sobrenadante, realizou-se a leitura da absorbancia com
comprimento de onda de 586nm, determinando-se a concentragdo de MDA em
comparacao a uma curva de 1,1,3,3 — tetrametonitropropano (TMP) hidrolisado.

Os valores de GSH foram obtidos por meio da técnica adaptada por Hu, 1994,
na qual uma aliquota de soro (25 pL) foi diluida em 1 mL de Tris-EDTA buffer
(0,25mmol/L Tris base, 20mmol/L EDTA, pH 8.2), executando-se a leitura a 412nm.
Em seguida, uma aliquota de 25uL de 5, 5 -ditiobis-(2-acido nitrobenzdico) (DTNB)
(10mmol/L em metanol absoluto) foi adicionada a solucdo. Apés 15 minutos em
temperatura ambiente realizou-se a segunda leitura juntamente ao padrdo DTNB. A
concentragédo de grupos sulfidril (GSH) foi calculada usando a glutationa reduzida
como padrdo, sendo os resultados expressos em pmol/L. Em seguida, para
determinacao final dos dados, realizou-se a correcdo dos valores, utilizando-se os
dados obtidos da PT, sendo a unidade final de GSH expressa em pumol/gPT.

A AOPP foi determinada por meio da adicdo do soro a solu¢cao PBS, seguida
de mistura de 200uL de cloramina padrdo, iodeto de potassio e 20uL de &acido
acético puro. A leitura da solucéo foi realizada a 340nm e expressa em pumol/L de
equivalente em cloramina, sendo necessaria a multiplicacdo deste valor por 5 para
obtencéo do valor final de AOPP.

Para determinacdo das concentracdes de vitamina E e Vitamina A, utilizou-se
protocolo proposto por Arnaud et al., (1991). Sendo a amostra de soro misturada a
etanol absoluto, com posterior adicdo de n-hexano. Em seguida, realizou-se
centrifugagdo por 10 minutos, retirada de 0,5 mL de sobrenadante e secagem sob
nitrogénio. A leitura das amostras se deu em equipamento HPLC'! (Cromatografia

liquida de alta eficiéncia), na unidade pmol/L.

4.5. Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a teste de normalidade com 5% de
significancia (Shapiro-Wilk e Komogorov-Smirnov) e analisados por meio de Analise
de Variancia (ANOVA). As médias obtidas foram comparadas pelo teste Tukey, ao

nivel de 5% de probabilidade utilizando o Software AgroEstat (Sistema para Analises

1 Shimadzu LC — 20 AT, Jap3o
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Estatisticas de Ensaios Agrondmicos). Os dados obtidos estdo apresentados como
valores médios * erro padrdao da média (EPM) na forma de tabelas e figuras.

5. RESULTADOS

5.1. Enduro

As condi¢bes climaticas durante a realizacdo do enduro foram desfavoraveis
ao bom desempenho dos animais, com predominio de elevada umidade relativa do
ar, que atingiu valores da ordem de 90%. Além disso, a temperatura ambiente
obteve valores entre 16,5 e 26,1°C, com indice pluviométrico de 14,1 mm (INMET —
Instituto de Meteorologia). A soma dos indices supracitados determinou um terreno
altamente instavel, enlameado, com perfil escorregadio, dificultando a locomocéo
dos animais. Sendo assim, a velocidade média cumprida pelos equinos ao longo da
prova foi de 12,5 km/h, valor inferior ao que se estabeleceu previamente. Devido as
condi¢cBes climaticas, os cavalos apresentaram grande dificuldade de manutencéo
de ritmo e equilibrio durante a trilha. Por essa razdo, quatro animais foram
desclassificados em funcdo de apresentarem claudicagdo ou problemas
metabdlicos. Dois animais foram eliminados no primeiro VET CHECK em funcéo de
apresentarem claudicacdo e sensibilidade a palpacdo de tenddes dos membros
toracicos, no segundo VET CHECK, dois animais foram eliminados, sendo um por
claudicacdo, apresentando os mesmos sinais dos animais eliminados anteriormente
e, outro animal foi eliminado por desordens metabdlicas, como desidratacao
elevacdo da temperatura corpérea e sinais aparentes de fadiga. Dos nove equinos

gue largaram, apenas cinco animais concluiram todo o trajeto pré-estabelecido.

5.2. Proteina Total (PT)

Os valores médios seguidos pelo erro padrdo da média da proteina total,
durante o enduro de 80 km, encontram-se descritos na tabela 1. Dados estes,
utilizados como fator de correcédo para determinacéo das concentragbes de MDA e
GSH.
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Tabela 1. Valores médios * erro padrdo da média das concentracdes séricas de PT
(g/dL) de equinos, antes, durante e apds a realizagdo do enduro de 80 km.
FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2013.

Basal Vet 1 Vet 2 Vet 3 Vet 4 1h 4h 6 h 12 h 24 h 48 h 72 h

5,35 6,60 6,71 654 699 698 745 6,40 6,60 5,98 559 5,65
PT * * * * * * * * * * * *
(g/dL) 0,13° 0,07%* 0,06*® 0,08 0,09*° 0,12* 0,10° 0,05® 0,04® 0,07 0,02* 0,07"

Valores com letras diferentes na mesma linha divergem estatisticamente pelo teste Tukey a 5%

5.3. Indicadores oxidativos
Os valores médios + erro padrdo da média das concentracdes séricas de
AOPP e MDA, antes, durante e ap0s a realizacdo do enduro de 80 km, encontram-

se descritos na tabela 2.

Tabela 2. Valores médios + erro padrdao da média das concentracbes séricas de
AOPP (umol/L) e MDA (umol/gPT) de equinos, antes, durante e ap0s a realizacéo do
enduro de 80 km. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2013.

Basal Vet 1 Vet 2 Vet 3 Vet 4 1lh 4 h 6h 12 h 24 h 48 h 72 h

0,09 0,09 0,09 0,09 0,10 0,08 0,08 0,10 0,11 0,09 0,09 0,07
MDA + + + + + + + + + + + +
(umol/gPT) 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,01 0,02 0,01

AOPP 8753 7158 77,42 8051 9563 81,10 90,63 74,08 7944 67,06 67,54 58,72
(umol/L) + + + + + + + + + + +
12,05 5,34 8,05 10,38 12,12 7,06 11,82 4,16 7,84 2,96 4,00 2,96

Valores com letras diferentes na mesma linha divergem estatisticamente pelo teste Tukey a 5%.
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Figura 1. Variacdo dos valores médios + erro padrdo da média da concentracdo sérica de MDA
(umol/gPT) de equinos, antes, durante e apds a realizagdo do enduro de 80 km. FCAV/Unesp,
Jaboticabal — 2013.
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Figura 2. Variacdo dos valores médios * erro padréo da média da concentragdo sérica de AOPP
(umol/L) de equinos, antes, durante e apds a realizagdo do enduro de 80 km. FCAV/Unesp,
Jaboticabal — 2013.

5.4. Substancias antioxidantes
Os valores médios + erro padrdo da média das concentragbes séricas de
GSH, Vitamina E e Vitamina A, durante o enduro de 80 km, encontram-se descritos

na tabela 3.
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Tabela 3. Valores médios + erro padrédo da média das concentracbes seéricas de
GSH (umol/gPT), Vitamina E e Vitamina A (umol/L) de equinos, antes, durante e

apos a realizacao do enduro de 80 km. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2013.

Basal Vetl Vet2 Vet3 Vet4 1h 4h 6h 12h 24h 48h  72h
1,76 1,08 1,05 1,09 1,25 1,03 1,20 1,16 1,17 1,17 1,03 1,00
GSH + + + + + + + + + + + +
(umoligPT)  0,37°  0,08° 0,10° 0,09® 0,18° 0,09 0,11* 008" 008 0,08 006" 0,02°
vitaminaE 7,74 843 897 809 1028 964 1011 1093 9,70 1049 10,90 9,06
(umol/L) * + + * * + * * * * + *
064 069 070 0,39 031 072 037 0,87 1,25 0,60 1,75 0,84
vitaminaA 027 036 045 0,36 052 046 0,37 0,41 0,40 0,37 034 036
(umol/L) + + + * * + * * * * + *
007 002 005 0,03 007 012 010 0,07 0,04 0,07 011 0,08

Valores com letras diferentes na mesma linha divergem estatisticamente pelo teste Tukey a 5%.

Os valores obtidos da concentracdo sérica das substancias antioxidantes

diminuiram apenas para GSH, quando comparados aos valores basais como

demonstrados na figura 3, fato observado imediatamente apés o inicio do enduro. As

concentragbes de Vitamina A e Vitamina E estdo demonstradas nas figuras 4 e 5,

respectivamente.
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Figura 3. Variagdo dos valores médios + erro padrdo da média da concentracdo sérica de GSH
(umol/gPT) de equinos, antes, durante e ap0s a realizagao do enduro de 80 km. Médias seguidas por
letras diferentes divergem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). FCAV/Unesp, Jaboticabal —

2013.



23

0,60
0,55
0,50
0,45
0,40

0,35

VIT A pmol/L

0,30

0,25

0,20

0,15

SN

e
A v

A

Figura 4. Variacéo dos valores médios + erro padrdo da média da concentragdo sérica de Vitamina A
(umol/L) de equinos, antes, durante e apds a realizagdo do enduro de 80 km. FCAV/Unesp,
Jaboticabal — 2013.

13,00

12,00

11,00

10,00

9,00

VIT E pmol/L

8,00

7,00

6,00

> Ky Vv ) ;\b' Y X X > > X Vel
Q;&:S’.A(o Qg\\\{,\\\% NN T ot X @AY

Figura 5. Variacdo dos valores médios + erro padrao da média da concentragéo sérica de Vitamina E
(umol/L) de equinos, antes, durante e apéds a realizagdo do enduro de 80 km. FCAV/Unesp,
Jaboticabal — 2013.

5.5. Marcadores de lesdo muscular
Os valores médios + erro padrdo da média das concentracdes de AST e CK,

durante o enduro de 80 km, encontram-se descritos na tabela 4.
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Tabela 4. Valores médios + erro padrédo da média das concentracbes seéricas de
AST (UI/L) e CK (UI/L) de equinos, antes, durante e ap0s a realizacdo do enduro de
80 km. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2013.

Basal  Vetl Vet 2 Vet 3 Vet 4 1h 4h 12 h 24h 48h 72h
274,48 334,18 322,13 328,68 339,15 318,20 377,12 379,22 350,94 338,36

AST + + + + + + + + + *

(UIL) 12,02° 14,47 1053* 12,66  22,90®  8,66® 21,97 20,46 23,60® 20,79®

128,12 178,96 261,42 374,33 606,53 627,99 890,78 267,02 184,58 122,89 102,08
CK + + + + + + + + + + +
(UIIL) 18,52 26,72 54,46™ 103,37"° 148,63*° 156,43 244,99*° 47,12 29,26 20,79  21,27°

Valores com letras diferentes na mesma linha divergem estatisticamente pelo teste Tukey a 5%.

A variavel AST se elevou ap0s a realizacao da prova de enduro, obtendo os
maiores valores nos momentos 12 e 24 horas, como demonstrado na figura 6. A
variavel CK também aumentou apds a realizacdo da prova, atingindo seu pico de

elevacdo no momento 4 horas, como demonstrado na figura 7.
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Figura 6. Variacdo dos valores médios * erro padrdo da média da concentracdo sérica de AST (UI/L)
de equinos, antes, durante e apds a realizacdo do enduro de 80 km. Médias seguidas por letras
diferentes divergem estatisticamente pelo teste Tukey (P<0,05). FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2013
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Figura 7. Variacdo dos valores médios * erro padrdo da média da concentracédo sérica de CK (UI/L)
de equinos, antes, durante e apos a realizacdo do enduro de 80 km. Médias seguidas por letras

diferentes divergem estatisticamente pelo teste Tukey (P<0,05). FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2013.
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6. DISCUSSAO

Se faz de real importancia, além de constar como fatores determinantes para
os resultados obtidos, as condi¢des climaticas observadas durante a realizacado do
enduro de 80 km. Temperatura e umidade mantiveram-se elevadas durante toda
realizacdo da prova, com periodos de precipitacdo em alguns trechos da trilha,
criando um cenario extremamente desfavoravel a locomocéo dos animais. A uniao
dos fatores climaticos afetou diretamente a qualidade do terreno, caracterizando-se
este como piso enlameado, escorregadio e instavel. A medida que se elevam as
velocidades dos animais no percurso, somadas ao aumento de temperatura e
umidade, com trajeto executado em terreno desfavoravel, aumenta o esforco
muscular, uma vez que, a necessidade de manutencédo do equilibrio associada ao
ajuste do equilibrio, requer ativacdo de grupos musculares extensos, 0s quais sdo
menos utilizados em condicbes ambientais normais. Isto eleva a demanda
energética, predispondo o animal a desequilibrios metabdlicos. (ECKER;
LINDINGER, 1995; FLAMINIO, RUSH, 1998; ROBERT et al., 2010).

A diminuicdo da velocidade dos competidores ja foi apontada como
consequéncia direta da execucdo de provas em ambiente de elevadas temperaturas
(ELY et al., 2007; VIHMA, 2010). Demonstrando, em ensaios experimentais e
clinicos, as adaptacdes fisioldgicas pelas quais passam os equinos em condicdes
adversas (MARLIN et al., 1999).

O indice de eliminagcdo dos animais, demonstrado no presente trabalho,
assemelha-se muito ao encontrado em estudo realizado por Nagy, Murray e Dyson
(2010), cujo experimento acompanhou provas de enduro em 9 paises, concluindo
qgue apenas 46% dos animais que iniciaram uma prova conseguiram completa-la.
Determinando como principais causas de eliminacdo as claudica¢gfes, causa para
69,2% das eliminagfes. Ja as desordens metabolicas contribuiram com 23,5% das
eliminacbes dos animais. Além dos dados supracitados, o autor concluiu que o
aumento do numero de atletas eliminados por claudicagdo estava diretamente ligado
as condicdes do piso e do ambiente, e néo, a elevagcao na velocidade de execucao
da prova.
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N&o se observou elevacao dos valores de MDA, indicativo de lipoperoxidacgéo,
oriundo da oxidagcdo de acidos graxos poliinsaturados. Esperava-se que a medida
gue 0S equinos transcorressem 0s aneéis, a oxidacdo de lipideos também se
elevasse com intuito de garantir o aporte energético, ocasionando elevacdo dos
niveis de MDA, fato observado em prova de enduro de 120 km, em que a média de
MDA apos a realizacdo da prova superou em trés vezes o valores basais (AL-
QUDAH; AL-MAJALLI, 2008). Além disso, cavalos arabes, os quais desenvolveram
rabdomidlise exercional apresentaram valores elevados de MDA quando
comparados a equinos arabes sadios (EL-DEEB, EL-BAHR, 2010). Situacdo esta,
nao encontrada nos animais participantes do enduro proposto pelo presente
trabalho. Ja os equinos observados, durante trés dias, junto a execucédo de enduro
de 210 km, apresentaram elevacfes de substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBAR), também em decorréncia da oxidagéo de lipideos, além disso, foi observada
correlagcdo inversa entre o desempenho dos animais e os valores de TBARS
(GONDIM et al., 2009). Porém, cavalos de trote avaliados apds seis meses de
treinamento e 12 meses de treinamento ndo apresentaram diferenca quanto aos
niveis de MDA, demonstrando que o sistema antioxidante, frente a ativacdes
crdnicas promovidas pelo treinamento, desenvolveu mecanismo adaptativo frente a
acdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (RADAK; CHUNG; GOTO,
2008). Equinos submetidos a realizacdo de enduro de 120 km apresentaram valores
menores dos indices de lipoperoxidacdo, previamente ao exercicio, quando
comparados aos cavalos eliminados em distancias menores (AL-QUDAH, AL-
MAJALI, 2006), demonstrando que animais destreinados, ou pouco treinados,
guando submetidos ao exercicio, tendem a apresentar elevacdo dos indicadores de
lipoperoxidagdo (AVELLINI, SILVESTRELLI, GAITI, 1995) (DUTHIE et al., 1990)
(WITT et al.,, 1992). O que vem ao encontro dos dados obtidos pelo presente
trabalho, em que os animais passaram por periodo de treinamento prévio, havendo
satisfatoria preparagdo a realizagcdo do enduro proposto, evitando a elevacdo de
indicadores de oxidacéo lipidica.

Os valores observados para a oxidacdo de proteinas (AOPP) nao se
alteraram durante a realizacdo da prova de enduro, sua formacgéo, segundo Witko

Sarsat (1996) se da pela mieloperoxidase liberada de neutréfilos ativados. Foram
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observadas elevacdes nos valores de AOPP no soro de potros da raga puro sangue
inglés, acometidos por injurias do aparelho respiratorio, evidenciando que aumentos
da oxidacao de proteina estéo relacionados a ocorréncia de processos inflamatoérios
(PO et al., 2013). Em estudo conduzido junto a mulheres atletas em diferentes
modalidades, foram encontrados valores maiores para AOPP no grupo que realizava
atividades de curta duracdo e alta intensidade, ao passo que o grupo de atletas
maratonistas apresentou-se com valores menores para 0s hiveis de AOPP,
observacdo esta, que permite uma analogia aos equinos participantes do enduro
proposto ndo apresentarem elevacdes de AOPP. Além disso, foi demonstrado que
atletas humanos que realizaram exercicio de explosdo apresentaram valores
maiores de AOPP, quando comparados aos atletas que realizaram exercicio de
longa duracéo (CHOI et al., 2010).

Houve diminuicdo dos valores de GSH, quando comparados aos valores
basais, o que se d4, principalmente no inicio do exercicio. Devido ao dinamismo das
reacoes de oxidacdo e reducdo, pelas quais passam as moléculas de glutationa,
esta representa uma das mais eficientes barreiras antioxidantes ndo enzimaticas
existentes na célula (HANSCHMANN et al., 2013). E encontrada na forma oxidada
(GSSH) ou reduzida (GSH), sendo essencial doadora de elétrons para a enzima
glutationa peroxidase (GPx) (KANZOK et al., 2000). Ao iniciar o exercicio, 0s animais
passam a sofrer acdo de EROs, o que promove a utilizacdo das reservas
antioxidantes endogenas, fato observado pela diminuicdo de GSH (AL-QUDAH, AL-
MAJALI, 2006). Equinos submetidos a enduro de 80 km e 160 km apresentaram
diminuicbes dos niveis de GSH apds o exercicio, demonstrando a utilizacdo do
sistema ndo enzimatico na manutencdo do equilibrio redox celular, aponta-se a
regeneracdo da vitamina C como principal causa da diminuicdo de GSH
(HARGREAVES et al., 2002).

A vitamina E manteve-se constante durante a realizacdo do enduro e
recuperacdo dos animais, apesar de registrar tendéncia a elevacdo durante o
exercicio. Resultados semelhantes foram obtidos por Hargreaves et. al., (2002) em
cavalos participantes de enduro de 80 e 160 km, cujos estudos ndo apontaram
alteracdes dos niveis plasmaticos de Vitamina E. Do mesmo modo, equinos que

realizaram competicdo de 140 km nado apresentaram alteragcdes de Vitamina E
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durante o enduro, nem apos 16 horas de recuperacdao (MARLIN et al., 2002). A
manutengdo do a-tocopherol circulante pode ser explicada pela constante, e
concomitante, mobilizacdo de Vitamina E juntamente aos acidos graxos, durante o
exercicio, por meio da lipdlise das reservas de gordura, especialmente, pelo fato
destas serem as principais reservas energeéticas utilizadas durante as provas de
enduro (ROKITSKI et al., 1994).

O comportamento da variavel Vitamina A se assemelhou ao da Vitamina E,
ndo havendo diferenca entre os momentos observados, no entanto, pbde-se
observar uma tendéncia de aumento durante a execucao do exercicio. Apesar de
estudos demonstrarem que a Vitamina A apresenta funcdo carreadora de elétrons
na cadeia respiratdria, sendo um importante sinalizador do status redox celular
(HOYOS et al., 2012), ndo foram observadas mudancas consistentes em seus niveis
séricos. Por outro lado, a suplementacdo com Vitamina A, desenvolvida em modelo
experimental com ratos, apresentou como resultado expressivo o aumento de
indicadores da lipoperoxidagéo, assim como, diminuicdo das defesas antioxidantes,
sugerindo a existéncia de um nivel 6timo circulante de Vitamina A (SCHNORR et al.,
2011). Além disso, a combinagdo de Vitamina A, D e E,demonstrou-se efetiva na
manutencdo de baixos niveis de MDA em bovinos transportados por longos
periodos, quando comparados aos que nao receberam a suplementacao (AKTAS et
al., 2011), porém no presente trabalho a oxidacdo de lipideos manteve-se estavel,
assim como os niveis de Vitamina A e E, demonstrando ter existido equilibrio entre
acOes oxidantes e antioxidantes.

A variavel CK apresentou padréo crescente apés o inicio da atividade fisica,
alcancando valor de maior magnitude quatro horas apos o término do enduro. Ja é
sabido que exercicios de baixa intensidade, como a realizacdo de trote, durante 15
minutos em esteira inclinada, ndo alteram os niveis de CK e AST, sendo estes
avaliados uma hora apds o exercicio, ou durante acompanhamento de treinamento
por sete dias. (ROSE; ALLEN; HODGSON, 1983). Também previamente
demonstrado, estas enzimas se apresentaram com elevacdes, de carater mediano,
em equinos submetidos a realizacdo de prova de enduro (KERR; SNOW, 1983). No
entanto, o que torna os trabalhos anteriores aplicaveis a realidade das competi¢cdes,

é o fato da ocorréncia de alteragbes enzimaticas, com média magnitude, estar
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presente ap0s a realizagdo pelo presente trabalho. Ainda assim, elevagbes dos
niveis enzimaticos podem proporcionar a identificagdo de animais dotados de lesdes
musculares apos a realizacao do esforco (MC GOWAN, 2008). Ao realizar avaliagao
de animais, submetidos a treinamento prévio, classificado como de média
intensidade, os equinos apresentaram valores de CK na média de 206 UI/L e AST
de 290UI/L, imediatamente apds a realizacdo do exercicio, no entanto a enzima AST
alcancou maiores valores 48 horas apds a realizacdo do exercicio (DA CAS et al.,
2000). Este comportamento enzimatico também foi observado no trabalho em
questado, sendo alcancado os maiores valores de AST 24 e 48 horas ap0s o término
do enduro, porém nao havendo diferenca entre os momentos. Em relato de caso de
rabdomidlise exercional aguda, os valores de CK atingiram 100.000 UI/L (SILVA;
CAMPOS; BRAZIL, 2008), permitindo uma comparacdo ao carater mediano de
elevacao desta enzima, encontrado nos cavalos submetidos ao enduro em questao.
A CK é o indicador mais sensivel das lesdes musculares, altera-se rapidamente,
possui vida média curta e relata lesdes ativas. Seus valores retornam aos basais em
torno de 24 horas, quando cessado o estimulo. (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 1997).
Analisando os dados obtidos, foi possivel observar o mesmo comportamento
descrito previamente, os valores de CK se elevam ao inicio do exercicio, atingem um
pico quatro horas apo6s o término do enduro, retornando aos valores basais 24 horas
apos o final da prova. Apesar dos valores de CK terem se elevado, 0s animais nao
apresentaram sensibilidade muscular, claudicacdo ou sinais de fadiga. Fato que
pode ser explicado pela magnitude do aumento dos niveis da enzima quando da
ocorréncia de quadros de injaria muscular. Segundo Kaneko, Harvey e Bruss (1997),
a AST caracteriza-se como uma enzima de resposta tardia, tem seu pico de
elevacdo em torno de 24 horas ap0s o exercicio, retornando aos valores basais
cerca de sete a 14 dias p0s estimulo. Observando a curva de variacdo dos niveis
séricos de AST dos animais, é possivel observar um ligeiro aumento, concomitante a
realizagdo do exercicio, com pico de elevacdo nos periodos de 12 e 24 horas pos

exercicio, coincidindo ao relatado pelo autor supracitado.
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7- CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos no estudo proposto, péde-se concluir que:

as condicfes climaticas encontradas no dia da realizagdo da prova enduro
afetaram diretamente a velocidade executada pelos participantes, assim
como, afetaram diretamente a qualidade do piso promovendo a eliminacéo de
4 participantes;

O sistema antioxidante funcionou adequadamente, na medida que, os valores
de GSH, importante agente antioxidante, diminuiram. No entanto, concluiu-se
que a intensidade do estresse desempenhado pelo exercicio foi de baixa
magnitude, pois os indicadores de lipoperoxidacdo e oxidacdo proteica ndo se
elevaram;

as enzimas musculares se elevaram, caracterizando a existéncia de dano
muscular, no entanto, este foi de baixa intensidade, devido aos valores
alcancados e a higidez clinica em que se encontraram 0s animais apés a

realizacdo da prova de enduro.
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