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RESUMO

CARVALHO FILHO, Wilson Pinheiro de, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, julho de 2017. Proteinas de fase aguda e sua relacao com
biomarcadores de atividade muscular de equinos submetidos a evento de
hipismo classico. Orientador: Leandro Abreu da Fonseca.

O objetivo deste estudo foi avaliar as proteinas de fase aguda amiloide sérica A
e haptoglobina e estabelecer sua relagdo com biomarcadores de atividade
muscular de equinos submetidos a atividade de hipismo classico. Modalidade
esportiva que envolve o maior numero de equinos em todo o mundo. Como
qualquer modalidade esportiva, no hipismo classico ha dois importantes
desafios que sao garantir a saude do animal e aperfeicoar o desempenho
atlético. Para tal, foram avaliadas as variaveis glicose, lactato, amildide sérica A
(SAA), haptoglobina (Hp) e os biomarcadores de atividade muscular creatino
quinase (CK) e aspartato amino transferase (AST), bem como a relagédo entre
eles, em 10 equinos submetidos ao exercicio de hipismo classico em evento
competitivo. As avaliagdes ocorreram antes do exercicio (M0), imediatamente
apo6s (M1), 30 minutos (M2), 60 minutos (M3) e 24 horas apos o término (M4).
Foi empregado o pacote estatistico SAEG 9.1 (SAEG/UFV, 2007) para
verificagdo do nivel de significancia entre os momentos para P<0,05 e
coeficiente de correlacao de Pearson para checar a relagcao entre as proteinas
de fase aguda e os biomarcadores de atividade muscular. Verificou-se
diferenca significativa na variavel glicose entre MO (97,7£13,3mg/dL) e M1
(79,7t14,1mg/dL), sem diferenca entre o0s outros momentos M2
(93,1£14,9mg/dL), M3 (90,8+8,4mg/dL) e M4 (91,7£10,6mg/dL). O lactato
diferenciou significativamente entre M1 (15,28+6,1mmol/L) e os demais MO
(3,75£0,8mmol/L), M2 (6,5£3,9mmol/L), M3 (5,3t22mmol/lL) e M4
(5,1¢1,6mmol/L). A CK apresentou diferenga significativa entre MO
(82,8+51,2UI/L) e apenas M1 (140,1+58,5Ul/L) e entre os momentos M4
(74,4143,1Ul/L) com M1, M2 (135,0+85,5Ul/L) e M3 (121,4+54,0UI/L). A AST
ndo apresentou diferenca entre os momentos MO (206+39,0Ul/L), M1
(207,4+28,9UI/L), M2 (209,4+25,7Ul/L), M3 (210,4+254UlIlL) e M4
(184,91+31,1Ul/L). Nao foi verificada diferenga na proteina SAA entre os
momentos MO (74,2+78,1ng/mL), M1, (78,7+78,6ng/mL), M2 (64,2+76,0ng/mL),



M3 (84,5t74,9ng/mL) e M4 72,6+84,6ng/mL. A proteina Hp também nao
apresentou diferenca significativa entre os momentos MO (34,0+78,1mg/dL),
M1 (56,1£19,9mg/dL), M2 (48,4+21,4mg/dL), M3 (47,4+22,1mg/dL) e M4
(48,9+17,7mg/dL). Nao foi verificada correlacédo entre proteinas de fase aguda

e biomarcadores de atividade muscular (-0,153).



ABSTRACT

CARVALHO FILHO, Wilson Pinheiro de, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, July, 2017. Acute phase proteins and their relationship with
biomarkers of equine muscular activity submitted to event jumping.
Advisor: Leandro Abreu da Fonseca.

The aim of this study was to evaluate the acute phase proteins serum amyloid A
(SAA) and haptoglobin (Hp) to establish their relationship with biomarkers of
muscle activity of horses submitted to event jumping activity. Sport that involves
the largest number of horses in the world. Like any sport, in event jumping there
are two important challenges that are to ensure the animal's health and to
improve athletic performance. To do this, the variables glucose, lactate, SAA,
Hp and the biomarkers of muscle activity creatine kinase (CK) and aspartate
amino transferase (AST) were evaluated, as well as the relationship between
them in 10 horses submitted to the event jumping exercise in a tournament. The
evaluations occurred before exercise (M0), immediately after (M1), 30 minutes
(M2), 60 minutes (M3) and 24 hours after the end (M4). The statistical package
SAEG 9.1 (SAEG / UFV, 2007) was used to verify the level of significance
between the moments for P <0.05 and Pearson's correlation coefficient to verify
the relationship between the acute phase proteins and the biomarkers of
muscle activity. There was a significant difference in glucose between MO (97.7
+ 13.3mg/dL) and M1 (79.7 £ 14.1mg/dL), with no difference between the other
M2 moments (93.1 £ 14.9mg/dL), M3 (90.8 £ 8.4 mg/dL) and M4 (91.7 £ 10.6
mg/dL). The lactate significantly differed between M1 (15.28 + 6.1 mmol/L) and
the others MO (3.75 £ 0.8 mmol/L), M2 (6.5 + 3.9 mmol/L), M3 3 £ 2.2 mmol/L)
and M4 (5.1 £ 1.6 mmol/L). The CK showed a significant difference between MO
(82.8 + 51.2 UI/L) and M1 only (140.1 £ 58.5 UI/L) and between M4 moments
(74.4 £ 43.1 UI/L) with M1, M2 (135.0 + 85.5 IU/L) and M3 (121.4 + 54.0 IU/L).
The AST presented no difference between moments MO (206 + 39.0 UI/L), M1
(207.4 + 28.9 UI/L), M2 (209.4 + 25.7 UI/L), M3 £ 25.4 |U/L) and M4 (184.9
31.1 IU/L). No differences were observed in the SAA protein between the
moments MO (74.2 + 78.1 ng/mL), M1 (78.7 + 78.6 ng/mL), M2 (64.2 + 76.0
ng/mL) M3 (84.5 £ 74.9 ng/mL) and M4 72.6 + 84.6 ng/mL. The Hp protein also
showed no significant difference between MO (34.0 + 78.1 mg/dL), M1 (56.1
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19.9 mg/dL), M2 (48.4 £ 21.4 mg/dL) M3 (47.4 + 22.1 mg/dL) and M4 (48.9 +
17.7 mg/dL). There was no correlation between acute phase proteins and

biomarkers of muscle activity (-0,153).



1. INTRODUGAO

As atividades esportivas equestres estdo cada vez mais em evidéncia
pelo mundo e o hipismo classico € a modalidade que mais se destaca dentre
os esportes com cavalos. Segundo o ultimo relatério da Federagdo Equestre
Internacional (2013), quase 65 mil animais estdo cadastrados na entidade e
mais de 50 por cento (37.094) pertencem a modalidade de hipismo. A
Confederagéao Brasileira de Hipismo (2012) relata que no Brasil essa também é
a modalidade mais praticada. No entanto, este tipo de exercicio induz intensas
mudancas estruturais e metabdlicas e as adaptagdes, que dependem de
estimulos adequados, devem ser monitoradas (FAZIO et al., 2014).

Por ser caracterizado como um esporte de alta intensidade, onde o animal
pode ultrapassar os 200 batimentos cardiacos por minuto (bpm) e de grande
impacto, considerando que pode saltar até 1,60 metros por 12 vezes em um
percurso, com uma carga de peso corporal que ultrapassa os 400 quilos, a
possibilidade de lesées é grande. E importante levantar dados de como o
organismo do animal se comporta em situagcbes como a descrita. Seja como
estresse fisioldgico induzido pelo esforgo ou alguma possibilidade de lesao.

As respostas inflamatérias de fase aguda sdo uma reagdo imunoldgica
basica a varios estimulos nao especificos, incluindo exercicio (VALLE et al.,
2015). A compreensao de como se comportam as proteinas inflamatdrias de
fase aguda (PFA) e sua relagcdo com o desempenho esportivo do equino é
importante para saber seu papel no esforgo fisico e como podem participar na
preservacdo da saude do cavalo. E sabido que ha inflamacdo desencadeada
por micro lesdes induzida pelo exercicio (TURLO et al.,, 2015), mas nao o
comportamento das PFA nessas inflamacdes fisiologicas.

Enzimas como a creatino quinase (CK) e aspartato amino transferase
(AST) sdo comumente utilizadas como biomarcadores da atividade muscular
(FISHER et al., 2014). A quantidade de CK liberada do musculo depende,
dentre outros fatores, da extensdo e taxa de lesdo muscular (BUZALA et al.,
2015).

A glicose é armazenada no organismo animal sob a forma de glicogénio
muscular e hepatico, e este ultimo é degradado em glicose ainda no figado,
sendo a glicose entdo transportada pelo sangue até as células musculares. O



glicogénio € uma fonte de energia limitante para a contragdo muscular
(GLEESON, 2008; MACARDLE et al.,2014).

A concentracao de glicose no sangue do cavalo durante o exercicio esta
sujeita a alteragbes dependendo da intensidade e duragao do esforgco. A alta
intensidade pode levar a uma deplegdo temporaria da glicose, vez que a
musculatura em acdo sequestra importante quantidade da circulagdo. Apds
essa quebra inicial da homeostase, o exercicio estimula a gliconeogénese, bem
como a contragdo esplénica que recoloca uma importante quantidade na
corrente sanguinea resultando em elevagao da glicose circulante (MIRANDA,
2014; HINCHCLIFF et al., 2008).

A elevacdo na concentracdo de lactato a velocidades mais rapidas de
exercicio esta associada a maiores niveis de adrenalina no sangue e ao maior
recrutamento de fibras musculares de contragcado rapida para a produgao de
energia. Em repouso a concentragdo de lactato no sangue no equino € de
aproximadamente 1-1,5 mmol / L e comeca a se acumular quando a
intensidade do esforco provoca elevacao igual ou superior a 4 mmol/L.
Mostrando este ser um paréametro 6timo de determinacédo da intensidade do
exercicio bem como o condicionamento do animal (EVANS, 2016).

E importante conhecer até que ponto a alteracdo das PFA se relacionam
com inflamagdes fisiologicas induzidas pelo exercicio sinalizadas por
biomarcadores de atividade muscular em cavalos de hipismo para diferenciar
inflamacéao fisiolégica da patolégica, além de participar no processo de
monitoramento do treinamento, garantindo assim a saude e o melhor
desempenho do animal.

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta das proteinas de fase aguda
amiléide sérica A e haptoglobina induzidas pelo exercicio e sua relagdo com
biomarcadores de atividade muscular CK e AST de equinos submetidos a

atividade de hipismo classico.
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
Segundo a Confederagdo Brasileira de Hipismo (2012), a prova de

hipismo classico, ou salto como também é conhecida no Brasil, fundamenta-se

em que o conjunto, entendendo-se cavalo e cavaleiro, atravesse um trajeto



contendo entre oito a 12 obstaculos variados e com diferentes niveis de
dificuldade. A altura varia entre 0,80 metros e 1,60 metros nas competi¢coes de
iniciantes a elite.

O exercicio pode levar a respostas fisiolégicas extremas que pode
culminar em enfermidades especificas induzidas pelo esforco como
rabdomidlise, hemorragia pulmonar em exercicio em esteira de alta velocidade
(ZOBBA et al. 2011). O exercicio também pode provocar alteragbes de
componentes bioquimicos plasmaticos que sugerem niveis da solicitagao
fisiolégica (HASSAN et al., 2015).

2.1. Resposta de fase aguda

A resposta de fase aguda € um instrumento fisiopatolégico de protecao
agregado a inflamacgao que, ocorre tanto nas inflamagdes agudas quanto nas
cronicas, apesar da terminologia. Tem como caracteristica a variagcdo de
aumento ou diminuicdo da concentragdo seérica de algumas proteinas
especificas em decurso de estimulo que provoque lesdo em algum tecido
(MACEDO et al., 2017).

A APR é uma resposta sistémica ndo especifica iniciada por varias
citocinas como interleucina (IL -183, IL-6) e o fator de necrose tumoral -a (TNFa).
A principal peculiaridade da APR é a sintese de proteinas de fase aguda
positiva, pelo figado, comprometidas com o restabelecimento da homeostase.
Concomitantemente, a producdo de outras proteinas chamadas de proteinas
de fase aguda negativa, como por exemplo, a albumina e a transferrina é
diminuida (DONDI et al., 2015).

O figado desempenha um papel fundamental em imunidade inata e
adaptativa e esta fundamentalmente envolvido na resposta de fase aguda. Ele
abriga o maior grupo de macréfagos teciduais, que, durante a resposta aguda,
sdo uma fonte essencial de citocinas inflamatérias que regulam a producgao de
PFA pelos hepatdcitos e estao envolvidos no desencadeamento da imunidade
inata e consequentemente a adaptativa (EHLTING et al., 2016).

Qualquer dindmica que tem relagcdo com o desempenho desportivo seja
treinamento, competicao, exercicios diversos e outros, apresenta probabilidade
de produzir mudanca na homeostase originando uma resposta aguda ao
estresse. Esta resposta induziria alteracbes fisioldégicas diferentes que



demandariam a coordenagdao de varios sistemas, incluindo os sistemas
respiratorio, cardiovascular, muscular, tegumentar, renal e hepatico e o trato
gastrointestinal (BARTOLOME, 2016).

A resposta de fase aguda apresenta grande complexidade que envolve
reacgoes de efeitos locais e sistémicos. Parte desses efeitos ha a expressao de
determinadas proteinas plasmaticas, em especial as que tém sua sintese no
figado, conhecidas como proteinas de fase aguda (JAIN et al., 2011). Essas
proteinas sao produzidas, em sua maioria, pelos hepatécitos em funcédo de
estimulo desencadeado por mediadores inflamatorios, dentre eles a
interleucina 1b, interleucina 6 e fator de necrose tumoral (LECLERE et al.,
2015).

Citocinas
IL1, IL6,
TNFa

Figura1. Reacao de fase aguda

A resposta de fase aguda (APR) é a resposta imediata do organismo a
estimulos inflamatérios, como exercicios fatigantes e acarreta um
desencadeamento complexo de mediadores, com o objetivo de conter ou
diminuir a proporcao dos danos nos tecidos e possibilitar a recuperagcado de
processos pro-inflamatérios. O esforgo ativa mondcitos e macréfagos com
subsequente regulacao e expressao de citocinas pro-inflamatérias como IL-183,
IL-6. Os autores também relatam que citocinas anti-inflamatérias como a IL- 10

se elevaram durante e apds o exercicio com a finalidade de controlar o



processo inflamatério e recompor a habitual fungdo fisiolégica do tecido
acometido (KASPAR et al., 2016).

As PFA s&o proteinas sanguineas que podem ser utilizadas com
finalidade de avaliar a resposta sisttmica do sistema imune a quadros de
infecgao, inflamagdao ou trauma. Essas PFA s3o altamente sensiveis a
inflamacé&o, porém nao sao especificas (ECKERSALL E BELL, 2010).

As elevacbes dos niveis séricos das PFA demonstram uma peculiar
reacao de fase aguda e indicam a condigdo clinica do animal. A PCR, aHp e a
SAA sao as proteinas de maior sensibilidade em seres humanos e animais. No
entanto, a manifestacdo dessas proteinas varia nas diferentes espécies
animais. Nos equinos a SAA é a de maior pronunciamento frente a uma reacao
de fase aguda, seguida da manifestacdo moderada da Hp e PCR. Sendo esta
ultima a mais sensivel em humanos e caes (CYWINSKA et al., 2012).

Estudo realizado por Gondin et al. (2013) com equinos de polo encontrou
aumento dos niveis das PFA apds o exercicio e os autores classificaram como
sendo fisiolégicas. A alteragdo no comportamento da Hp esta vinculado a
hemolise induzida pelo esforcto a da SAA a uma possivel falta de
condicionamento fisico. A avaliagcdo do pronunciamento das proteinas
inflamatorias de fase aguda pode ser utilizada como instrumento para avaliar
competigdes longas, (AMARAL et al., 2015).

2.1.1.Amiléide Sérica A

A proteina amiloide sérica A (SAA) foi identificada pela primeira vez
devido a reagao cruzada com anticorpo para a proteina AA amiloide isolada de
depdsitos de amiloide secundario. A SAA de equinos foi isolada pela primeira
vez em 1985. E tipica de reacdo de fase aguda em humanos, ovinos, bovinos,
gatos, roedores e varias outras espécies, incluindo o equino (POLLOCK, 2016).

A SAA pertence a familia das apolipoproteinas e sdo heterogéneas em
todas as espécies, sendo produzidas no figado. Essa proteina desempenha
importante papel no organismo, principalmente durante a fase aguda da
inflamacéao, onde faz o recrutamento de células imunes para os locais da lesao.
(JAIN et al., 2011).

A amiloide sérica A € primariamente encontrada no soro sanguineo,

contudo ja foi isolada no leite de vacas com mastite, no liquido sinovial de



cavalos com artrite e no liquido peritoneal de cavalos em enfermidade
gastrointestinal (POLLOCK, 2016).

A SAA vem sendo utilizada em equinos com quadro de cdlica com
objetivo de associar condi¢des inflamatodrias e progndstico logo que o animal é
recebido no hospital (DONDI et al., 2015). A concentracado sérica de SAA é
utilizada como uma maneira auxiliar no diagndstico, monitorar e prever o
desenvolvimento de enfermidade em humanos e cades. Ela € sintetizada
rapidamente em equinos em resposta ao aparecimento de disturbios
inflamatadrios infecciosos e nao infecciosos (POLLOCK, 2016).

A SAA tem grande aplicabilidade em cavalos pois tem caracteristica de
baixas concentragdes ou indetectaveis em animais clinicamente normais. Por
outro lado, pode responder vigorosamente, com aumento de 10 para 1000
vezes dentro de até 24 horas depois que ocorre dano no tecido, necrose celular,
inflamacéo e/ou infecgdo. Apresenta meia vida biolégica de aproximadamente
20 a 35 horas (WESTERMAN et al., 2016).

Turlo et al. (2015) desenvolveram estudo com cavalos de corrida que
indicou que a SAA pode ser utilizada como indicador de injurias e que sao
marcadores mais sensiveis que as células sanguineas brancas totais. Relatam
que apoés o dano tecidual a referida proteina pode se elevar de 10 a 1000

vezes em 24 a 48 horas.

2.1.2. Haptoglobina (Hp)

A Hp é uma glicoproteina formada por duas subunidades polipeptidicas (a
e 3) de 108.000 e 105.000 daltons de peso molecular. Sua producao € hepatica
e pode ser encontrado dentro da fragao a 2-globulina (POLLOCK, 2016).

E uma proteina plasmatica que se liga @ hemoglobina livre liberada de
eritrocitos com a finalidade de inibir a atividade oxidativa. O complexo
haptoglobina-hemoglobina é usado para visualizar e monitorar anemia
hemolitica intravascular (JAIN et al., 2011).

A Hp uma proteina de fase aguda moderada com elevagéo lenta, no
entanto ela permanece com a concentragdo alta por mais tempo e € um
marcador para quadros inflamatérios sistémicos agudos e crénicos
(BARRACHINA et al. (2016). Os autores citados realizaram um estudo e



constataram elevacao dos niveis da Hp tanto no soro quanto no liquido sinovial
em equino com artrite

Bullone et al. (2015), mensuraram a concentragéo de Hp e amiloide sérica
A em cavalos higidos e com enfermidade inflamatéria das vias aéreas, e
chegaram a conclusdo de que ambas podem ser utilizadas como
biomarcadores de diagndstico quando associados a outros achados clinicos e

laboratoriais.

2.2. Marcadores de atividade muscular

A concentragdo de lactato no sangue € amplamente utilizada com a
finalidade de analisar o grau de aptidao fisica do equino e também monitorar
programas de condicionamento fisico. Esta analise reflete a intensidade do
esfor¢co ao qual o animal é submetido e € uma referéncia no trabalho anaerdbio,
pois o lactato é um residuo da via glicolitica, tipica nestes casos de
desempenho fisico (FISHER et al., 2014). O exercicio de alta intensidade
eleva a producédo do lactato e o rapido retorno ao nivel de repouso € um
indicativo de bom condicionamento fisico (ZOBBA et al., 2011).

A principal fonte de energia para todos os tipos celulares de mamiferos é
a glicose, que tem a responsabilidade de provir de ATP tanto em circunstancia
aerdbias como anaerobias. A glicose € uma molécula polar, insoluvel na
membrana plasmatica, e o seu transporte é realizado através de difusao
facilitada e dependente da presenca de proteinas transportadoras na superficie
de todas as células (McARDLE et al., 2014).

A intensidade, que pode ser verificada através da velocidade ou forca e
tempo do exercicio sdo os fatores mais importantes para alteracdo na
concentragcdo de glicose. Ademais, os graus de concentragdo sanguinea da
glicose podem passar por elevagdo nos variados tipos de exercicio, sendo
proporcional a intensidade do esforgo fisico. O aumento dos niveis da glicose
apo6s esforco indica ativacdo da glicogendlise em funcdo da progressdo da
demanda energética tecidual (BRAZ et al., 2016).

A enzima creatina quinase (CK) € uma enzima presente principalmente
nas mitocondrias e no citoplasma do musculo esquelético, tecido cardiaco e
cérebro de humanos e varias outras espécies animais. E encontrada na

membrana mitocondrial interna das miofibrilas do musculo esquelético. A CK



esta envolvida na transferéncia e armazenamento de energia celular através da
transferéncia do fosfato de creatina para difosfato de adenosina (ADP) para
entdo formar a adenosina trifosfato (ATP). Esta vinculada também com a
transmissao de fosfato da mitocdndria para o citoplasma das células
musculares (COPPER et al., 2017)

A CK tem sido observada como um importante indicador de dano
muscular induzido pelo exercicio. As mudancas de valores em diferentes
constituintes sanguineos apds o esforco sédo evidentes, mas rapidamente
desaparecem. A insisténcia da atividade pode levar a uma n&o recuperagao da
homeostase e ser um indicativo de excesso de treinamento. A analise da
atividade da CK sanguinea pode ser benéfica para verificar as adaptacdes
fisiolégicas desejaveis e determinar as cargas de treinamento (BUZALA et al.
(2015).

Enzimas como a CK e AST sdo comumente utilizadas como
biomarcadores da atividade muscular e a quantidade dessas enzimas liberada
do musculo dependem da localizagdo na célula, tamanho da molécula e da
lesdo (BUZALA et al., 2015; FISHER et al., 2014; NOLETO et al., 2015). E
importante a utilizagdo da mensuragcdo da atividade da CK e AST no
diagndstico de lesdo muscular humanos, equinos bem como em cées galgo de
corrida (LUCAS et al., 2014).

A CK é uma enzima que apresenta grande especificidade para lesées
musculares, e pode ser encontrada principalmente no sarcoplasma, também no
coragao, nos rins, cérebro, diafragma, trato gastrintestinal, genital e urinario
(PATELLI et al., 2016).

A aspartato amino transferase (AST) € uma enzima que tem a meia-vida
de sete a oito dias, aproximadamente, e tem atividade nas fibras musculares e
nos hepatocitos. A responsabilidade da AST é catalisar a transaminacao de L-
aspartato e alfa-cetoglutarato em oxalacetato e glutamato. Esta enzima pode
ser encontrada em grande maioria dos tecidos, mas principalmente nos
musculos e no figado (PATELLI et al., 2016).

O papel da enzima AST é a desaminagao de aspartato para oxaloacetato,
ao mesmo tempo em que a sua liberacao mais lenta resulta em atividade de

pico por volta de 24 horas apés o estimulo de estressor (SOARES et al., 2013).



Embora a CK seja mais especifica para a necrose muscular do que a AST,
a determinacdo simultanea de AST e CK em equinos representa valioso
potencial diagndstico e auxilio no progndstico, em razdo das diferentes taxas
de desaparecimento de suas atividades no soro ou no plasma (PATELLI et al.,
2016).

3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Por ser caracterizado como um esporte de alta intensidade, onde o animal
pode ultrapassar os 200 batimentos cardiacos por minuto, e de grande impacto,
considerando que o animal pode saltar até 1,60 metros por 12 vezes com carga
de peso corporal que ultrapassa os 400 quilos a possibilidade de lesdes é
grande. E importante levantar dados de como o organismo do animal se
comporta em situacbes como a descrita. Seja como estresse fisiologico
induzido pelo esforgo ou alguma possibilidade de lesao.

E importante estabelecer conhecimento de até que ponto a manifestacéo
das PFA se relacionam com inflamagdes fisiologicas induzidas pelo exercicio e
sinalizadas por biomarcadores de atividade muscular em cavalos de hipismo.
Isso para diferenciar inflamagao fisioldogica da patologica, para poder ser
utilizado como forma de monitoramento do treinamento, garantindo assim a

saude e o melhor desempenho do animal.

3.1. Objetivos

3.1.1. Objetivo Geral
Avaliar o comportamento de proteina de fase aguda e sua relagdo com
biomarcadores de atividade muscular de equinos submetidos a atividade de

hipismo classico.

3.1.2. Objetivos Especificos

Verificar o efeito do exercicio de hipismo classico na manifestacdo da
amiléide sérica A (SAA), haptoglobina (Hp), creatino quinase (CK) e aspartato
aminotransferase (AST).
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Monitorar respostas fisioldgicas cardiacas e metabdlicas agudas através
da frequéncia, lactacidemia e glicemia antes e apos o esforgo.
Estabelecer correlacdo entre as proteinas de fase aguda e os

biomarcadores de atividade muscular.

3.2. Hipétese
Equinos submetidos a atividade de hipismo classico apresentam elevagao
dos niveis de proteinas de fase aguda e estas tem préxima correlagdo com

biomarcadores de lesdo muscular.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Comissao de Etica

A realizagédo do estudo experimental seguiu as Normas de Condutas para
o0 Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensdo do Departamento de
Veterinaria (DVT) da Universidade Federal de Vicosa (UFV), o Cédigo de Etica
Profissional do Médico Veterinario, os principios éticos para pesquisa animal
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e a Legislagéo
brasileira vigente. O delineamento experimental foi submetido a Comissao de
Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV e aprovado (CEUA/UFV 77/2015).

4.2. Local de Execugao do Estudo

O experimento foi conduzido no Jockey Clube do Espirito Santo, em Vila
Velha (Figura 2), Espirito Santo, durante competicdo da etapa do campeonato
estadual de hipismo de 2016. A temperatura durante o experimento (periodo

matutino de setembro) foi de 29,3°C e umidade relativa do ar de 62,7.

Figura. 2. Jockey Clube do Espirito Santo. Fonte: arquivo do autor
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4.3. Os Animais

Foram utilizados 10 equinos de ambos os sexos, sendo trés fémeas e
sete machos, mesticos Brasileiro de Hipismo, na faixa etaria entre sete e
quinze anos, com peso medio de 570 + 95 quilos. Treinados na modalidade de
hipismo classico e em atividade regular. Os animais estavam alojados em baias
individuais no Jockey Clube do Espirito Santo, em Vila Velha, Espirito Santo,
sem aclimatacao artificial, sendo que cada animal recebia dieta diferenciada,
estabelecida cada proprietario, contendo em vias gerais, feno e ragao
concentrada comercial, sal mineral e agua ad libitum. Os animais foram
submetidos ao exercicio em condi¢gdes de higidez, sob exames fisico e clinico
prévios, sem indicacao de claudicagao ou sinal aparente de outra enfermidade,
sugerindo perfeito estado de saude no momento da prova. Também foi feito
hemograma e perfil bioquimico, analisando ALT, AST, fosfatase alcalina, GGT
com metodologia cinética e uréia e creatinina com metodologia colorimétrica,
com o objetivo de atestar a sanidade geral dos animais e proceder descarte de

dados em caso de alteragdes. Nao foi descartado nenhum animal.

4.4. Delineamento Experimental

Os dados foram coletados durante etapa do Campeonato Capixaba de
Hipismo de 2016. O exercicio consistiu em perfazer um percurso de
aproximadamente 350 metros, em piso de areia e doze obstaculos verticais
dispostos ao longo do trajeto, com altura de um metro, similar ao protocolo
sugerido por Fazio et al. (2014), de acordo com modelo (Figura 3). Na baia, os
animais foram selados e fizeram atividades de aquecimento particulares de
cada um, com duracdo de 15 minutos. Os cavalos foram conduzidos todo o
tempo por seu cavaleiro habitual. Apds o periodo de aquecimento foi instalado
o monitor de frequéncia cardiaca (Polar Equine RS800CX G3® - Figura 4) e
iniciaram o exercicio na pista, individualmente, objetivando obter o menor
tempo com menor numero de falhas, entende-se sem derrubar obstaculo. Foi

conduzido no més de setembro, no periodo matutino.
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| MO - Repouso | | Agquecimento | | M1 — Ap6s saltar | M2 - 30’apos M3 - 60’apos M4 — 24 h apds

\j \j \ \

0 S

350 metros com 12
obstaculos de 1 m

Baia - Antes 15 minutos

Figura. 3. Determinagdo dos momentos de coleta. Adaptacdo do modelo de Fazio et al. (2014).

Figura. 4. Monitor cardiaco utilizado no experimento

4.4.1. Coleta de Sangue

Todos os materiais utilizados eram estéreis. A coleta do sangue foi
realizada por venopuncdo da jugular, com prévia antissepsia, executada
através de seringas descartaveis de 20 mL, e o sangue foi fracionado em tubos
de 4 ml de EDTA 10% e de bioquimica sem nenhum adicional ao frasco. As
coletas foram centrifugadas préximas ao local a 3000 rotagbes por minuto,
durante 10 minutos, em seguida congeladas a -20°C para posterior analise no
laboratério. O sangue foi coletado em cinco momentos, a saber: MO — animal
na baia, imediatamente antes de ser preparado para o exercicio; M1 —
imediatamente apds o término do trajeto; M2 — 30 minutos apds o término; M3

— 60 minutos apds o término e M4 — 24 horas apés o fim da atividade.
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4.4.2. Anadlises Laboratoriais

Foram utilizados kits comerciais, sendo a CK e AST pelo ensaio cinético
enzimatico; lactato por método enzimatico e glicose pelo método colorimétrico.
Os niveis da amiloide sérica “A” (SAA) foram analisados por meio de
imunoensaio ezimatico (Nori® Equine SAA Elisa Kit - Figura 5) e de acordo com
metodologia recomendada pelo fabricante. A haptoglobina foi analisada por
corrida eletroforética das amostras de soro em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), de acordo com técnica descrita por
Laemmli (1970) modificada. Utilizou-se o sistema vertical de eletroforese
(Figura 6). O processamento das amostras ocorreu no Departamento de

Medicina Veterinaria e de Bioquimica, da Universidade Federal de Vigosa.

Figura. 6. Sistema vertical de eletroforese utilizado no
experimento. Laboratdrio de Imunobiolégicos UFV
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4.5. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em média+-desvio padrdo. Utilizou-se o
teste de Cochran e Bartlett para verificar a homogeneidade de variancia dos
dados. O efeito do exercicio sobre variaveis fisiolégicas foi avaliado pela
ANOVA para medidas repetidas. Em seguida aplicou o teste de Tukey, com o
objetivo de determinar diferengas significativas para cada tempo de
amostragem, quando verificada a normalidade. Para analise de variancia néao
paramétrica foi utilizado teste de Kruskal — Wallis. Para conhecer a correlagao
entre variaveis usou-se o coeficiente de correlagcdo de Pearson. Um valor de
P<0,05 foi estabelecido como significativo (5% de probabilidade de erro).
Empregou-se o pacote estatistico SAEG 9.1 (SAEG/UFV, 2007).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais apresentaram uma frequéncia cardiaca média antes da
atividade (repouso) de 34,1 + 3,27 bpm. A média durante a atividade foi de
161,9 £ 20 bpm e a da maxima de 190,5 £ 16,81bpm, resultados similares aos
encontrados por Fazio et al.(2014) em estudo sobre respostas fisiologicas
induzidas pelo hipismo classico. A resposta da literatura corresponde a 76,2%
da FC maxima e a do presente estudo de 64,76 %, demonstrando se tratar de
evento de intensidade submaxima a moderada (HINCHCLIFF et al., 2008).

O tempo médio de duragao da prova foi 74 segundos, também préximos
ao encontrado no estudo de hipismo classico de Fazio et al. (2014).

Foram observadas alteracbes de ordem metabdlicas provocadas pelo
esfor¢co, manifestadas com a diferenca significativa da glicose entre o repouso
e todos os outros momentos e do lactato no momento imediatamente apds o
exercicio e os demais, tipicas das atividades anaerdbias.

A atividade provocou alteragédo significativa no comportamento dos
biomarcadores de atividade muscular CK, mas ndo na AST.

O exercicio ndo induziu correlagao estatistica entre as proteinas de fase

aguda e a CK. No entanto observou-se fraca correlagdo entre a SAA e a AST.
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Estes fendbmenos merecem ser melhor investigados, uma vez que a CK é
reconhecida como um bom marcador de intensidade de esforgo pela literatura.
Os valores estdo expressos com média e desvio padrdo e demonstrados
nas tabelas que se seguem. Foram divididos com finalidade didatica em dois
segmentos, a saber: bioquimica e atividade muscular com as variaveis: glicose,

lactato, CK e AST e proteinas inflamatorias: SAA e Hp.

5.1. Bioquimica e atividade muscular

Foi encontrada diferenga significativa entre o repouso (MO) e imediatamente

apos o exercicio (M1), sem diferenga entre os demais momentos.

5.1.1. Glicose
Tabela 1. Valores médios e desvio padrdo das concentragdes de glicose

em mg/dL influenciados pela atividade do hipismo classico.

Momentos Média Desvio Padrao 5%
MO 97,7 13,3 A
M1 79,7 14,1 B
M2 93,1 14,9 AB
M3 90,8 8,4 AB
M4 91,7 10,6 AB

Resultados em repouso (MO), imediatamente apds o exercicio (M1), 30 minutos apds o
esforco (M2), 60 minutos apds (M3) e 24 horas apos o exercicio. Letras diferentes na
mesma linha indicam diferencga significativa entre momentos, para P<0,05.

No repouso (MO) os animais apresentaram concentragdo média da
glicose de 97,7+13,3 mg/dL; no momento imediatamente apds o exercicio (M1)
79,7141 mg/dL, sendo este valor diferente estatisticamente do repouso mas
sem diferenca significativa com os demais; 30 minutos apés o esforgo (M2) foi
encontrado 93,1£14,9 mg/dL; uma hora depois do exercicio (M3) 90,8+8,4
mg/dL e 24 horas apos a atividade foi encontrado 91,7+10,6 mg/dL

A mais sensivel alteracdo nos valores da glicose se deu entre 0 momento
MO e o M1, caracterizando uma importante deplecao da glicemia (Tabela 1).
Comportamento bioquimico similar encontrado no estudo de Fazio et al. (2014),

também em evento de hipismo, onde esclarece que o esforco induziu
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glicogendlise muscular, o que provocou uma migragdao da glicose sanguinea
para o interior da célula muscular.

Este fenbmeno aconteceu porque o exercicio faz com que o sistema
nervoso aumenta a atividade dos transportadores de glicose e da insulina
resultando em uma hipoglicemia temporaria (ADAMU et al., 2013). Este
comportamento da glicose € comum no inicio dos exercicios fisicos, como uma
maneira de preparar o organismo para uma possivel sustentabilidade para as
atividades mais prolongadas que possam vir, ou ainda uma caracteristica da
via metabdlica anaerdbia (HINCHCLIFF et al. (2008).

Os demais momentos (M2, M3 e M4) nao se diferenciaram com o
momento do repouso nem com o logo apdés o esforgo. A intensidade do
exercicio fez acontecer a diferenga entre o repouso e logo apds, mas os
momentos de recuperagao que sdo o M2, M3 e M4 nao estiveram tao distante
nem do do repouso nem da indugdo do esforco. A medida que o organismo
percebe uma baixa de nivel glicémico, ha uma liberagao de glucagon, que por
sua vez induz a glicogendlise hepatica numa tentativa de restabelecer a
homeostase sanguinea, elevando os niveis plasmaticos de glicose e este
processo pode ser lento dependendo do condicionamento dos animais
(MARLIN e NANKERVIS, 2004). O glucagon busca reestabelecer a
homeostase da glicose ativando a enzima adenilciclase nas membranas dos
hepatdcitos, o que aumenta o teor de monofosfato ciclico de adenosina (AMP
ciclico) nas células hepaticas. Esse AMP ciclico, entdo, ativa a enzima
fosforilase, que promove a glicogendlise e liberando a glicose para o sangue
(MCARDLE et al., 2014). Este fenbmeno esclarece a tentativa de o organismo
reestabelecer a glicemia aos niveis iniciais, mesmo que nao tenha apresentada
diferenca significativa.

A recuperagado do glicogénio muscular depende de cada animal, bem
como da dieta individual. Em situacdes onde o animal ainda esta em periodo
de recuperagao, o fomento pela reconstrugao do glicogénio muscular, fazendo
uma constante migracdo da glicose do sangue para a célula, pode levar dias
(MARLIN e NANKERVIS, 2004). Isto pode ser uma explicagdo para que 0s

niveis glicémicos, mesmo apods 24 horas ainda nao sejam os iniciais (MO0).
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5.1.2. Lactato
O momento M1, logo apds o exercicio, foi 0 unico a apresentar diferenca

significativa entre todos os demais (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios e desvio padrao da concentracdo do lactato nos
diferentes momentos (mmol/L) influenciados pela atividade do hipismo

classico.
Momentos Média Desvio Padrao 5%
MO 3,75 0,8 B
M1 15,28 6,1 A
M2 6,5 3,9 B
M3 5,3 2,2 B
M4 5,1 1,6 B

Resultados do lactato em mmol/L no repouso (MO0), imediatamente apds o exercicio (M1), 30
minutos apés o esforgo (M2), 60 minutos apds (M3) e 24 horas apds o exercicio. Letras
diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre momentos, para p<0,05.

No repouso (MO) os animais apresentaram concentragdo média de lactato
de 3,7510,8 mmol/L; no momento imediatamente apdés o exercicio (M1)
15,28+6,1 mmol/L sendo este valor diferente estatisticamente dos demais; 30
minutos apos o esforgo (M2) foi encontrado 6,5+3,9 mmol/L; uma hora depois
do exercicio (M3) 5,3+2,2 mmol/L e 24 horas apos a atividade foi encontrado
5,1+1,6 mmol/L.

Esta hiperlactacidemia acontece paralela a deplecdo da glicose
demonstrada anteriormente. O valor do lactato sanguineo corresponde ao
muscular e que este acontece como um produto final da glicolise anaerébia que
ocorre em tecidos hipdxios. Neste caso a célula muscular em atividade intensa
e de curta duragdo que caracteriza o esforgco anaerdbio (ROBERTS et al.,
2014).

Estudo conduzido por Fazio et al. (2014) com cavalos de hipismo classico
encontrou elevagao significativa nos niveis de lactato. Ao repouso os autores
encontraram uma média de 1,41+ 0,33 mmol/L e apds o exercicio de 5,00+0,46
mmol/L e os animais retornaram ao nivel de repouso apds 45 minutos.

Atividades de alta intensidade, se conduzidas por um periodo curto de
tempo, requerem extrema demanda energética, por isso a ressintese de ATP
deve ocorrer em alta poténcia pelos sistemas (TRANQUILLE et al., 2016). Os

autores complementam que o lactato sanguineo segue para o figado onde é
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metabolizado e transformado em glicogénio, completando o denominado “Ciclo
de Cori”. Este ciclo faz com que o lactato seja reaproveitado pelo organismo e,
consequentemente, eliminado do sangue. O que pode ser percebido na

ilustracao grafica da manifestagao do lactato durante os momentos (figura 7).

Comportamento do lactato (mmol/L)
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Figura 7- Grafico do comportamento do lactato durante os momentos com diferenca
estatistica entre o M1 e os demais

5.1.3.CK

Os valores do repouso (MO) apresentaram diferenca significativa apenas
com imediatamente apds o esforgo (M1). Os valores encontrados 24 horas
ap6s o exercicio (M4) foram diferentes dos achados em M1, M2 e M3. A

distribuicao esta demonstrada na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios e desvio padrao da concentracdo da CK nos
diferentes momentos (UI/L) influenciados pela atividade do hipismo classico.

Momentos Média Desvio Padrao 5%
MO 82,8 51,2 AC
M1 140,1 58,5 B
M2 135,0 85,5 AB
M3 121,4 54,0 AB
M4 74,4 431 C

Resultados da creatino fosfoquinase (CK) em UI/L no repouso (MO), imediatamente apds o
exercicio (M1), 30 minutos apds o esforgo (M2), 60 minutos apés (M3) e 24 horas apds o
exercicio. Letras diferentes indicam diferenga significativa entre momentos, para p<0,05.
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No repouso (M0O) os animais apresentaram concentragdo média de CK de
82,8+51,2 UI/L, sendo estatisticamente diferente apenas do M1; no momento
imediatamente apdés o exercicio (M1) 140,1£58,5 UI/L; 30 minutos apds o
esforgo (M2) foi encontrado 135,0+85,5 UI/L; uma hora depois do exercicio (M3)
121,4+54,0 UI/L e 24 horas apds a atividade foi encontrado 74,4143,1 UI/L,
sendo que este momento apresentou diferenga significativa entre os momentos
M1, M2 e M3.

Octura et al. (2014) encontraram similar comportamento da CK em cavalos
puro sangue inglés apos exercicio maximo de corrida, Significativo porém com
o valor da média bem superior (559,75 + 203,58 UI/L) em contra ponto ao deste
estudo (140,1 58,5 Ul/L). Este efeito esperado pois a degradacgao rapida desse
composto na reacdo de creatina quinase (CK), no inicio da geracao de forca
muscular, ocorre porque a energia liberada pode ser utilizada para ressintetizar
o ATP e dessa forma manter a relacdo ATP:ADP intracelular elevada. Esta
atividade s6 € possivel com a elevagcdo da atividade enzimatica da CK
(MAUGHAN ET AL., 2000; GLEESON, 2008; MCARDLE, 2014).

Soares et al. (2013), em estudo que investigou desempenho com testes
progressivos de altura para cavalos, identificaram o pico da CK acontecendo
seis horas apds o exercicio.

A CK é um importante marcador para monitorar a carga global de
treinamento, uma vez que a manifestacdo dessa enzima reflete a alta
intensidade ao qual o musculo foi submetido e define quando o animal nao
mais esta em atividade metabdlica tipica do esforgo (FLECK et al., 2016). Os
mesmos autores inferem que a manifestacdo elevada da CK pode indicar
alguma enfermidade muscular ou indicar que o animal esta em treinamento
excessivo, que pode guiar para a sindrome da exaustdo (burnout)”.

Os niveis de CK embora demonstrem a atividade muscular intensa, pois a
quebra da fosfocreativa e a geragao de energia inicial apoés os 30 segundos
depende da acao dessa enzima, ela pode ser inespecifica quando nao se usa a
analise muscular (EHRMAN et al. (2013).

! Sindrome de excesso de esforco croénico que leva ao desinteresse pela atividade esalteracd
neurolégicas (FIORI et al., 2014)
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Comportamento da CK durante os momentos
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Figura 8 — Grafico do comportamento da CK durante os momentos.

Pode-se perceber os valores da CK decaindo (figura 8) apds o pico pos
esforco. Este fenbmeno sugere que o organismo esta restabelecendo a
homeostase, uma vez que ndo mais esta sendo solicitada energia para
trabalho intenso (OCTURA et al., 2014).

5.1.4. AST
Nao foram observadas diferengcas significativas entre os momentos
(0,314 para p<0,05 - tabela 4).

Tabela 4. Valores médios e desvio padrao da concentragcdo da AST (UI/L)
influenciados pela atividade do hipismo classico.

Momentos Média Desvio Padrao 5%
MO 206,9 39,0 A
M1 207,4 28,9 A
M2 209,2 25,7 A
M3 210,4 254 A
M4 184,9 31,1 A

Resultados da aspartato amino transferase (AST) em UI/L no repouso (MO0), imediatamente
apos o exercicio (M1), 30 minutos apds o esfor¢o (M2), 60 minutos apos (M3) e 24 horas apods
o exercicio. Letras diferentes indicam diferenga significativa entre momentos, para p<0,05.
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No repouso (M0) os animais apresentaram concentracdao média Da AST
de 206+39,0 Ul/L; no momento imediatamente apos o exercicio (M1)
207,4+28,9 UI/L; 30 minutos apos o esforgco (M2) foi encontrado 209,4+25,7
UI/L; uma hora depois do exercicio (M3) 210,4+25,4 Ul/L e 24 horas apods a
atividade foi encontrado 184,9+31,1 UI/L. Nao foi apresentada diferencga
significativa entre os momentos.

Soares et al. (2013) também n&o encontraram diferenga entre momentos
(0,452 para p<0,05). Os autores obtiveram pico da AST mais elevado (acima
de 300 UI/L) que o valor encontrado em contra ponto a este trabalho (203,8 +
30,7). Octura et al. (2014) também n&o encontraram diferenga significativa em
cavalos puro sangue inglés apos corrida rapida com pico de 269.25 + 63.87
UI/L. Os autores afirmam que a AST nao é especifica do musculo mas muitas
vezes esta associada ao esfor¢co que induz a um aumento da permeabilidade
do sarcolema.

Patelli et al. (2016) encontraram diferenga entre antes e apds o exercicio
em cavalos quarto de milha em atividades esportivas de apartagdo e de trés
tambores, porém com valores médios muito elevados (444, 7 + 119 em
repouso e 524,4 + 137,8 apos a atividade) se comparados com os demais da
literatura e deste trabalho. Os autores levantam a perspectiva de que a
elevagao pode estar vinculada a pobre condicionamento fisico dos animais.
Afirmam ainda que a AST pode chegar a valor acima de 1000U I/L sem estar
presente lesdo muscular.

Kristensen et al. (2014) ndo encontram diferenca na manifestacdo da AST
em 58 cavalos de corrida entre o repouso e uma corrida de 1600 metros. Os
autores acreditam que o esfor¢co nao foi suficiente para induzir permeabilidade
suficiente para que a enzima se manifestasse.

Embora a AST seja uma enzima muito estudada, ha muita contradicéo
entre os estudos, alguns com diferenga entre o esfor¢o e outros ndo. Hyatt et al.
(2017) fizeram um estudo com potros por 30 minutos em plataforma vibratéria e
este exercicio induziu diferenga significativa na AST (294,5 UI/L para o grupo
controle e 303,13 UI/L para o grupo exercitado).

Estudo realizado por Santos et al. (2015) com cavalos em prova de
hipismo classico também nao revelaram variacdo significativa entre antes e

ap6s o exercicio. Os autores atribuem o resultado ao bom condicionamento
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fisico dos animais. Relatam que as provas mais longas podem ter o efeito da

desidratacido que induziria uma elevacao da enzima.

5.2. Proteinas inflamatoérias

5.2.1. Amiloide sérica “A” — SAA
No presente estudo nao foi verificada diferenga significativa entre os

momentos para a SAA (Tabela 5).

Tabela 5. Valores médios e desvio padrédo da concentragdo da SAA (ng/mL)
influenciados pela atividade do hipismo classico.

Momentos Média Desvio Padrao 5%
MO 74.2 78.1 A
M1 78.7 78.6 A
M2 64.2 76.0 A
M3 84.5 74.9 A
M4 72.6 84.6 A

Resultados da amiloide sérica A (SAA) em ng/mL no repouso (MO0), imediatamente apds o
exercicio (M1), 30 minutos apds o esforgo (M2), 60 minutos apdés (M3) e 24 horas apos o
exercicio. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre momentos, para p<0,05.

No repouso (M0O) os animais apresentaram concentragdo média da SAA
de 74,2+78,1 ng/mL; no momento imediatamente apdés o exercicio (M1)
78,7+£78,6 ng/mL; 30 minutos apds o esforco (M2) foi encontrado 64,2+76,0
ng/mL; uma hora depois do exercicio (M3) 84,5+74,9 ng/mL e 24 horas apos a
atividade foi encontrado 72,6+84,6 ng/mL. Nao foi apresentada diferencga
significativa entre os momentos.

Os valores de normalidade da SAA em equinos ainda nao estao
estabelecidos, porém ja foram analisados cavalos de enduro antes da corrida e
que todos apresentaram valores acima de 1000 ng/mL (SIQUEIRA e
FERNANDES, 2016; CYWINSKA et al., (2010). No entanto, os dois autores
referenciaram o uso kit multi espécies e o presente estudo usou espécie
especifica para equinos (Nori® Equine SAA Elisa Kit).

Alguns animais do estudo apresentaram valores em todos os momentos
muito proximos a zero, onde a maquina de analise interpretou com zero. Este

fendmeno elevou o desvio padrao e pode ter contribuido para a irregularidade
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dos dados. E sugerido ndo eliminar os dados para ndo caracterizar
manipulagéo voluntaria de resultados (KRISTENSEN et al., 2014). Os referidos
autores realizaram estudo com cavalos de corrida em exercicio maximo
variando de 1600 a 2500 metros e também n&o encontraram variagao na SAA.
Os autores afirmam que os seus resultados n&do corroboram a hipétese de que
0 exercicio provoca elevagdo nesta proteina de fase aguda.

No entanto, Turlo et al. 2016 fizeram um experimento com 25 cavalos
puro sangue inglés em corrida maxima de 1200 e 1600 metros e encontraram
diferenga significativa entre o repouso e 24 horas apos o esforgo. Os autores
referem que as alteragdes foram pequenas, mas significantes. Destacam que o
pico da elevagao da SAA no experimento (menos de 9 mg/L) foram bem abaixo
de resultados obtidos em cavalos com inflamagao aguda do trato respiratério
ou gastrointestinal. Afirmam que a concentracdo da SAA em animais higidos
pode diferenciar baseado na populacdo avaliada e dos métodos de analise.
Outro fato importante relatado foi o de que, em experimento anterior, os
animais de um grupo que estavam acometidos de estresse por transtornos
ortopédicos tiveram a concentragao mais elevadas pds-exercicio do que os do
grupo higido. Sugerindo que a alteragdo poderia estar relacionada ao
transtorno e ndo ao exercicio.

Siqueira e Fernandes (2016) fizeram estudo analisando a manifestagcao
da SAA em cavalos de enduro (80km, 120km e 160 km) e chegaram a
conclusao de que a resposta aguda teve maior relevancia no grupo de maior
distdncia e ndo no de maior velocidade. Portanto, a duragdo prolongada do
esforgo parece ser o fator de maior responsabilidade na elevacdo da SAA em
contrapartida com a intensidade.

A auséncia de homogeneidade do grupo estudado pode ter fundamento
da sugestao de Turlo et al. (2016), insinuando possiveis afecgbdes, uma vez que
alguns animais tiveram valor zero de manifestacdo da SAA e outros de 246
ng/mL (grafico 3). O animal 1 e 10 sem nenhuma expressao da proteina, bem
como o cavalo 6 com valores proximos a zero. Por outro lado, o animal 9 teve
valor mais elevado (grafico 3). Os animais pertencem a proprietarios diferentes,
bem como seus treinadores. Isso dificulta o controle do nivel basal dos
marcadores. Nao é sabido o histérico de enfermidade prévia ou em tratamento

ou afecgao ortopédica em tratamento. Até mesmo porque, o meio do esporte



24

de competicdo ainda guarda o direito da manutencéo de segredos que possam
envolver algum questionamento ético.

Por outro lado a literatura se confronta, uma vez que Viner et al. (2017)
relatam que estudo entre um grupo de animais saudaveis e outro com
enfermidades respiratorias submetidos a exercicio nao apresentaram diferenca
significativa.

Turlo et al. (2016) realizaram um estudo sobre a manifestacdo da SAA em
diferentes tipos de lesdes e encontraram que trauma em tenddo e musculo
apresenta a maior elevagao na concentragcao da proteina, em comparagédo com
trauma articular, sindrome navicular e fratura 6ssea respectivamente. Outro
estudo realizado por Turlo et al. (2015) sobre a dindmica pos-exercicio da SAA
em cavalos lesionados e nao lesionados e encontrou que a concentragao nos
animais lesionados eram bem mais elevadas, indicando que a SAA uma
ferramenta importante no controle de animais de esporte saudaveis, uma vez
que esta variagdo indicaria que o animal teria um quadro inflamatério agudo em
curso.

Valle et al. (2015) conseguiram acompanhar um grupo de oito cavalos por
duas semanas antes de uma competigdo de hipismo, para assegurar o controle
sobre medicamentos e o tipo de alimentacdo e trabalho. Eles observaram
elevagao significativa no momento apdés a competicdo. No entanto a
competicdo hipica teve a duracéo de dois dias e incluia provas adicionais como
dressagem e cross country. O fato de a competicéo ter duragdo de dois dias e
com provas mais prolongadas fortalece a idéia de Turlo et al. (2015) e de
Siqueira e Fernandes (2016) de que a elevagao da SAA acontece em resposta

ao exercicio prolongado.
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Figura 9- Grafico do comportamento da SAA de cada animal nos diferentes momentos

A variagdo percentual da SAA dos momentos pds-exercicio em
comparagao com o momento MO (repouso) pode ser vista na figura 9. A
variacdo heterogénea pode indicar diferentes niveis de progressao de algum
processo inflamatério ndo diagnosticado ou néo relatado pelos proprietarios.
Um estudo de Fazio et al. (2010) mostra que a manifestagéo inflamatoéria pode
ser desencadeada por inumeros fatores, mas destaca que a duracdo do
esforgco € parece ser mais importante do que a intensidade. Afirmam também
que o treinamento prolongado pode também desencadear a resposta de fase
aguda, uma vez que acompanharam treinamentos por até 60 dias, e foi a partir
deste periodo que aconteceu a resposta inflamatéria. Isto sugere que o
repouso e o monitoramento s&o relevantes para salvaguardar a integridade do

animal.
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Figura 10- Grafico da variagdo percentual da SAA de cada momento em relagdo ao

momento zero (MO)

Nolen-Walston (2015) resume que a SAA se manifesta de forma diferente

para cada tipo de estimulo inflamatério e que no exercicio parece que sua

elevagao de concentragao esta vinculada a esforgos de longa duragao.

5.2.2. Haptoglobina (Hp)

No presente estudo nao foi constatada diferenga significativa na Hp entre

os momentos (tabela 6).

Tabela 6. Valores médios e desvio padrédo da concentracdo da Hp (mg/dL)
influenciados pela atividade do hipismo classico.

Momentos Média Desvio Padrao 5%
MO 34,0 12,1 A
M1 56,1 19,9 A
M2 48,4 21,4 A
M3 47,4 221 A
M4 48,9 17,7 A

Resultados da haptoglobina (Hp) em mg/dL no repouso (MO0), imediatamente apds o exercicio
(M1), 30 minutos apds o esforgo (M2), 60 minutos apds (M3) e 24 horas apds 0 exercicio.
Letras diferentes indicam diferenga significativa entre momentos, para p<0,05.

No repouso (MO) os animais apresentaram concentragao média da Hp de

34,0+78,1 mg/dL; no momento imediatamente apds o exercicio (M1) 56,1£19,9
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mg/dL; 30 minutos apds o esforgo (M2) foi encontrado 48,4+21,4 mg/dL; uma
hora depois do exercicio (M3) 47,4+22,1 mg/dL e 24 horas apos a atividade foi
encontrado 48,9+17,7 mg/dL. N&o foi apresentada diferencga significativa entre
0s momentos.

Mesmo nao apresentando diferenga significativa, é interessante observar
o comportamento da Hp com o pico logo apds o exercicio e declinando ao
longo das coletas (grafico 5). Valle et al. (2015) também n&o encontraram
variagao significativa em evento de hipismo entre o repouso e o fim do esforgo.
Os autores consideram controversas as publicagdes relativas a elevagao da Hp
e explicam que o declinio da proteina, em alguns casos, pode estara
relacionada ao fato da ligagao entre ela e a hemoglobina liberada na circulagao
apos hemolise induzida pelo exercicio.

Os resultados do presente estudos estdo em concordancia com os de
Valle et al. (2015) e Cywinska et al. (2012). Estes autores ndo encontraram
diferenga nem em distancias curtas e rapidas (alta intensidade) nem em longas
distancias.

Amaral et al. (2015) realizaram um estudo com cavalos em exercicio de
longa distancia e constataram que animais com pobre desempenho
apresentam maior elevagcao da Hp do que os de melhor desempenho, tendo
ambos apresentado diferenca significativa entre o repouso e apoés o esforgo.

Todos os autores citados neste topico foram unanimes em afirmar que ha
uma elevagao relevante da Hp em situagbes pods cirurgicas e menos acentuada
em enfermidades inflamatodrias. Westerman et al. (2015) comparou animais
saudaveis com um grupo de animais que foram atendidos em hospital
veterinario com complicagdes variadas, tendo observada grande elevacao da
Hp no grupo de animais internados.

Amaral et al. (2015) sugerem o uso da analise da Hp como ferramenta de
avaliacao em eventos de longa duracdo, uma vez que foi observada elevacao

desta proteina nos exercicios longos.
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Figura 11 — Grafico do comportamento da Hp durante os momentos

5.3. Correlagao entre variaveis

Nao foi observada correlagao significativa entre a SAA e CK (grafico 6 e
7); Hp e CK e entre SAA e Hp. A correlagédo de Pearson mostrou uma fraca
correlagdo inversa, porém significativa entre a SAA e a AST (-0,386). Este
resultado fraco, embora significativo, ndo parece ter relevancia na literatura
(WESTERMAN et al. (2015).

Santos et al. (2015) relatam que a enzima pode ter elevagcéo em até trés
dias apés a atividade estressora. Os autores afirmam que o pouco tempo de
atividade pode ser um fator de influéncia na ndo exibicdo de mudancas nos
valores associado ao bom condicionamento fisico dos animais. O que também
pode ser estendido para o processo inflamatorio.

Estudo realizado por Braz et al. (2016) também nao encontrou correlagao
da AST com APR, mas encontraram correlagcédo inversa com a CK. Relataram
que o fendbmeno acontece em fungao de a AST ter elevacdo mais tardia e a CK
mais rapida. Com relagdo as APR, afirmaram que a AST pode ser mais 6rgao
especifica e as proteinas de fase aguda a resposta sistémica.

Siqueira e Fernandes (2016) encontraram elevagao tanto na CK quanto
na SAA, mas nao foi estabelecida correlacdo estatistica entre as variaveis.
Westerman et al. (2016) que avaliaram a concentracao sérica da SAA e a Hp
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como prognostico indicador de cavalos com célica encontraram elevagao das

duas PFA mas nao estabeleceram correlagéo entre as proteinas.
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Figura 12- Grafico mostrando o comportamento SAA e CK indicando uma
maior estabilidade da amiloide em contrapartida ao pico pés esforgo da CK,

sem correlacao estatistica entre os momentos.
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Embora seja percebida sobreposicdo dos desvios padrao entre as
variaveis, isso ndo representa correlagao entre elas.

Também né&o foi observada correlagdo entre as proteinas de fase aguda
SAA e Hp (0,832). Embora néao seja um demonstrativo de correlagdo, pode se

perceber uma heterogeneidade entre os dados (figura 14).
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Figura 14 — Grafico de dispersao da SAA e Hp

Nao se conseguiu levantar dados de correlacdo entre as PFA e
marcadores de atividade muscular na literatura.

Partindo da premissa de que obstaculos com altura de um metro séo
usados em competicbes para cavaleiros iniciantes, sugere-se que novos
estudos sejam realizados com altura mais proxima as das competicdes
profissionais para se conhecer o real impacto da modalidade na resposta de
fase aguda.

E interessante que se faca um acompanhamento das sessdes do
treinamento, uma vez que a literatura vinculou a resposta de fase aguda a uma

maior duracédo do exercicio e que os treinos podem durar mais de uma hora.
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6. Conclusoes

Os resultados refutam a hipotese de que a atividade do hipismo classico
provoca reagao de fase aguda e que as proteinas SAA e Hp se relacionam com
a CK.

Pode-se inferir que a atividade de hipismo com obstaculos de um metro
nao provocaram reacédo de fase aguda por meio da SAA ou Hp (p<0,05) no
grupo de animais submetidos ao referido exercicio.

Nao houve correlagédo entre SAA e CK/AST (-0,153/-0,389).
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ANEXOS

ANEXO 1.Aprovacéo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

A Comissfo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que
o processo n° 77/2013, intitulado "Avaliagido de proteinas de fase aguda e
sua relagdo com biomarcadores de atividade muscular de equinos
submetidos a atividades de hipismo classico ', coordenado pelo professor
Leandro Abreu da Fonseca do Departamento de Veterinaria, estd de acordo
com a Legislagio vigente (Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008), as
Resolugdes Normativas editadas pelo CONCEA/MCT!, a DBCA (Diretriz
Brasileira de Pratica para o Cuidado ¢ a Utilizagdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos) e as Diretrizes da Pratica de Eutanasia
preconizadas pelo CONCEA/MCTIL, portanto sendo aprovado por csta
Comissdo em 04/03/2016, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 77/2015, named “Acute phase proteins evaluation and the
relationship with muscular biomarkers in horses submitted to to show
jump”, is in agreement with the a actual Brazilian legisiation ( Leit N°
11.794, 2008), Normative Resolutions edited by CONCEA/MCTI, the
DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care and Use of Animals for
Scientific Purposes and Teaching) and the Guidelines of Practice the
Euthanasia recommended by CONCEA/MCTI therefore being approved by
the Committee on March 04, 2016 vahd for 12 months.

Cone O dED Anues (} A
Prol‘.)@&'ima Clemente Alves Zuatfon Sttt

Presidente
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV
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ANEXO 2. — Resultados totais de glicose, lactato, CK, AST e SAA
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ANIMAL |[MOMENTO | GLICOSE | LACTATO CK AST SAA
mg/dL mmol/L ul/L Ul/L ng/mL
MO 89 2,66 47 242 0,00
M1 85 10,32 98 240 0,00
1 M2 126 4,77 71 243 0,00
M3 105 4,33 108 240 0,00
M4 104 6,1 39 205 0,00
MO 110 3,77 189 199 41,51
M1 85 19,31 243 155 61,87
2 M2 105 6,99 226 190 27,39
M3 80 5,33 235 192 157,80
M4 86 7,4 180 188 81,11
MO 106 3,99 90 259 95,68
M1 96 29,3 115 205 72,41
3 M2 105 6,33 114 224 64,65
M3 97 4,77 156 222 72,97
M4 95 4 83 242 35,20
MO 92 2,44 91 197 193,11
M1 87 12,77 234 208 53,58
4 M2 75 2,78 86 185 128,05
M3 87 4,44 78 202 183,80
M4 86 4 69 135 15,43
MO 79 3,55 97 261 51,97
M1 74 8,99 159 224 72,28
5 M2 84 4,44 140 226 39,43
M3 89 3,33 151 225 31,56
M4 86 4,9 83 147 93,17
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ANEXO 2. — Continuacédo - Resultados totais de glicose, lactato, CK, AST e

SAA
ANIMAL | MOMENTO | GLICOSE | LACTATO CK AST SAA
mg/dL mmol/L ul/L Ul/L ng/mL
MO 113 3,99 136 233 0,00
M1 72 13,1 157 239 7,03
6 M2 85 3,66 157 238 0,00
M3 90 4,55 157 240 1,90
M4 75 51 100,2 212 0,00
MO 118 5,2 83 162 17,46
M1 74 8,99 130 240 101,89
7 M2 90 3,77 332 233 57,51
M3 93 4,22 116 235 78,46
M4 90 8,1 65 187 71,10
MO 87 3,8 36 162 162,32
M1 103 15,8 96 177 172,49
8 M2 84 14,8 83 178 78,40
M3 82 4,4 81 169 158,17
M4 94 3,56 33 166 177,41
MO 85 3,8 32 169 180,30
M1 60 16,8 94 188 245,60
9 M2 92 12,2 84 185 246,93
M3 102 10,8 76 183 160,48
M4 113 3,3 38 183 252,61
MO 98 4,3 27 185 0,00
M1 61 17,5 75 198 0,00
10 M2 85 53 57 190 0,00
M3 83 7,1 56 196 0,00
M4 88 4,24 54 184 0,00




ANEXO 3 — Resultados da haptoglobina
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ANIMAL

MO M1 M2 M3 M4
1 35,29 81,17 61,17 14,29 24,46

2 22,33 34,12 48,04 33,61 47,46

3 30,02 15,74 91,55 67,85 65,41

4 13,74 57,37 29,26 83,22 85,51

S 46,61 78,84 75,62 73,41 56,68

6 23,65 45,99 34,04 55,75 49,38

7 53,89 61,14 25,29 24,41 52,38

8 34,51 58,95 41,23 40,17 31,22

9 37,8 58,81 38,97 40,21 40,06
10 42,38 68,72 38,89 40,57 36,41
MEDIA 34,02 56,09 48,41 47,35 48,90
DP 12,07 19,89 21,35 22,14 17,74




