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RESUMO

CARVALHO FILHO, Wilson Pinheiro de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
novembro de 2021. Proteinas de fase aguda, estresse oxidativo e componentes
hematologicos e bioquimicos de equinos submetidos ao transporte rodoviario.
Orientador: Leandro Abreu da Fonseca.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do transporte rodoviario de equinos sobre
proteinas de fase aguda (PFA), estresse oxidativo e componentes hematoldgicos.
Foram utilizados 11 equinos, mesticos Quarto de Milha, idade média de 8,5%1,4 anos
e peso de 447,1+£21,2 quilos. O experimento foi conduzido no municipio de Araruama,
RJ, com amplitude térmica local variando de 15 a 34°C (21,415,4), umidade relativa
do ar entre 58 e 93% (78+11,4). Os animais foram submetidos a duas viagens, a
primeira de 50 km, que teve duragédo de uma hora e 40 minutos, com velocidade média
de 30 km por hora. Apos 21 dias, realizou-se a segunda jornada, desta vez, de 300
km com duragéo de cinco horas e 30 minutos e velocidade média de 54,5 km por hora.
Para analisar as variaveis, foi coletado sangue em nove momentos em cada viagem:
TAnVi (imediatamente antes do inicio da viagem), TTeVi (imediatamente apds o
término do percurso) e com seis (T6h), 24 (T24h), 48 (T48h), 72 (T72h), 96 (T96h),
120 (T120h) e 144 horas (T144h) apds o término da viagem. Foram avaliados o
hematdcrito, proteinas totais, plaquetas, contagem global e diferencial de leucdcitos;
as proteinas de fase aguda: macroglobulina alfa 2 (ALF 2), ceruloplasmina (CP),
transferrina (TRF), antitripsina alfa 1 (ALF 1), haptoglobina (HP), apolipoproteina alfa
1 (APO-A1), a1 glicoproteina acida (GPA); marcadores de estresse oxidativo: éxido
nitrico (NO), capacidade de redugao férrica do plasma (FRAP), superoxido dismutase
(SOD) e malondialdeido (MAD); atividade muscular: creatinoquinase (CK), aspartato
aminotransferase (AST) e atividade metabdlica glicose (GLI) e lactato (LAC). A
estatistica utilizou ANOVA, comparagdes pelo teste de Tukey e ndo paramétricos por
Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn, significancia considerada quando p<0,05.
Houve incremento de neutréfilos de TTeVi a T48h apds os dois trajetos e dos
leucdcitos totais de TTeVi a T24h apds os 300 km. A GLI ndo apresentou alteragao
entre as distancias, porém apresentou deplegdao em TTeVi dos 300 km. Houve
incremento do lactato apos os 50 km em relagdo aos 300, bem como TTeVi dos 50

km. A AST apresentou incremento em TTeVi dos 300 km em relagc&o aos 50. As PFAs



permaneceram sem alteragdo em todos os momentos. O estresse oxidativo foi
percebido com deplecdo do SOD e incremento do MAD nos 300 km em relagdo aos
50. O percurso de 300 km ocasionou alteragbes mais acentuadas nas enzimas
musculares, marcadores metabodlicos e estresse oxidativo, sinalizando que o

transporte de longa distancia acarreta variagdes fisioldgicas importantes.

Palavras-chave: Transporte. Estresse oxidativo. Bem-estar. Proteinas de fase aguda.

Equinos.



ABSTRACT

CARVALHO FILHO, Wilson Pinheiro de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
November, 2021. Acute phase proteins, oxidative stress and hematological and
biochemical components of horses subjected to road transport. Advisor: Leandro
Abreu da Fonseca.

The aim of this study was to evaluate the effect of road transport of horses on acute
phase proteins (APP), oxidative stress and hematological components. Eleven horses,
crossbred Quarter Horses, mean age of 8.51£1.4 years and weight of 447.1£21.2 kg
were used. The experiment was carried out in the city of Araruama, RJ, with local
thermal amplitude ranging from 15 to 34°C (21.415.4), relative humidity between 58
and 93% (78+11.4). The animals were submitted to two trips, the first of 50 km, which
lasted one hour and 40 minutes, with an average speed of 30 km per hour. After 21
days, the second journey took place, this time of 300 km lasting five hours and 30
minutes and an average speed of 54.5 km per hour. To analyze the variables, blood
was collected at nine moments in each trip: TAnVi (immediately before the beginning
of the trip), TTeVi (immediately after the end of the trip) and with six (T6h), 24 (T24h),
48 (T48h), 72 (T72h), 96 (T96h), 120 (T120h) and 144 hours (T144h) after the end of
the trip. Hematocrit, total proteins, platelets, global and differential leukocyte counts
were evaluated; acute phase proteins: macroglobulin alpha 2 (ALF 2), ceruloplasmin
(CP), transferrin (TRF), antitrypsin alpha 1 (ALF 1), haptoglobin (HP), apolipoprotein
alpha 1 (APO-A1), a1 acid glycoprotein ( GPA); oxidative stress markers: nitric oxide
(NO), ferric reducing ability of plasma (FRAP), superoxide dismutase (SOD) and
malondialdehyde (MAD); muscle activity: creatine kinase (CK), aspartate
aminotransferase (AST) and metabolic activity glucose (GLI) and lactate (LAC). The
statistics used ANOVA, comparisons by Tukey's test and nonparametric comparisons
by Kruskal-Wallis with Dunn's post hoc, significance considered when p<0.05. There
was an increase in neutrophils from TAfTr to T48h after both paths and in total
leukocytes from TAfTr to T24h after 300 km. The GLU also did not change between
distances, but showed depletion in TAfTr of 300 km. Lactate increment after 50 km
compared to 300, as well as TAfTr after 50 km. The AST showed an increase in TTeVi
from 300 km compared to 50 km. The PFAs remained unchanged at all times.

Oxidative stress was perceived with SOD depletion and MAD increase at 300 km



compared to 50 km. The 300 km route caused more pronounced changes in muscle
enzymes, metabolic markers and oxidative stress, indicating that long-distance

transport causes important physiological variations.

Keywords: Transport. Oxidative Stress. Welfare. Acute phase proteins. Horses.
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1. INTRODUGAO

O transporte é uma pratica muito dificil de ser evitada no sistema de criagao
de equinos em virtude de frequentes deslocamentos para exposi¢des, competi¢des,
compra e venda, abate, dentre outros. Em geral, € um episddio de estresse ao animal,
com suas peculiares consequéncias ao seu bem-estar (CASELLA et al., 2012;
PADALINO et al., 2017; PADALINO; DAVIS; RAIDAL, 2020). O transporte de animais
envolve agrupamento e embarque no local de origem, confinando-o0s a um veiculo em
movimento ou estavel, desembarcando e, geralmente, confinando-os em baias no
destino, temporariamente ou de forma definitiva, seja em eventos comerciais,
esportivos e alternancia entre propriedades ou ainda para frigorificos (BHATT et al.,
2021).

O estresse pode interferir nos niveis de componentes sanguineos, assim
como a intensidade de um esforgo fisico. Entendendo que o transporte é um agente
estressor e que desafia os animais em busca por equilibrio constante dentro do
veiculo, sas esperadas alteracgdes fisioldgicas paralelas ao incremento da sudorese,
respiracao e frequéncia cardiaca, que se refletem nos componentes hematolégicos e
bioquimicos (MATTOSINHO et al., 2017).

E sabido que o transporte é um estressor fisiolégico e comportamental e que
aindugao em lesao celular se relaciona com a produgéao de radicais livres (WESSELY-
SZPONDER et al., 2015). Essas consequéncias do metabolismo do oxigénio e do
nitrogénio, denominadas de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas
de nitrogénio (ERNs) produzem moléculas lesivas que comprometem a func¢ao celular
(AVELAR et al., 2015, CAMPOS; LEME, 2017). No entanto, as informag¢des n&o
esclarecem se a distancia € um motivador das respostas.

As proteinas de fase aguda (PFAs) sédo proteinas sanguineas que podem ser
utilizadas com finalidade de avaliar a resposta sistémica do sistema imune a quadros
de infeccdo, inflamacgado ou trauma (ECKERSALL; BELL, 2010). E consensual que ha
inflamagédo desencadeada por microlesdes induzidas pelo esforgo fisico (TURLO et
al., 2015). A literatura vincula sua alteragao também ao transporte por longas horas,
sem mencionar curtas distancias nem o tempo de restabelecimento dos valores basais
(CASELLA et al., 2012; WESSELY-SZPONDER et al., 2015).

Embora a literatura aborde com generosidade o tema do transporte de
animais (CONNYSSON; MUHONEN; JANSSON, 2017; PERRY et al.,, 2018;
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THOMPSON et al., 2019; LAMA et al., 2021; PADALINO; DAVIS; RAIDAL, 2020;
PADALINO; RAIDAL, 2020; SZEMPLINSKI et al., 2020; ZHAO et al., 2020; BHATT et
al., 2021), ha uma lacuna de esclarecimentos no comportamento de variaveis
fisiologicas, de estresse e inflamatdorias em diferentes distédncias de transporte e o
tempo de restabelecimento dessas variaveis.

Assim, este estudo objetivou verificar se o transporte rodoviario de equinos
em distancias de 50 e 300 quildmetros induz variagao nas concentragdes sanguineas
de biomarcadores metabdlicos, de atividade muscular e de estresse oxidativo e de

proteinas de fase aguda.

1.1. Justificativa

O transporte de animais € uma atividade que faz parte da rotina de qualquer
criacao e esta presente em quase todos os segmentos desse tipo de negdcio, desde
compra ou venda até as competicbes. Em varias ocasides, os eventos podem se
localizar préximos ou muitas horas distantes. O transporte promove demanda fisica
ao animal e pode implicar em diversas respostas indesejaveis, como desequilibrio
energético e imunossupressao.

Diante da necessidade de salvaguardar a integridade fisica dos animais, faz-
se necessario o conhecimento das manifestagbes fisiologicas induzidas pelo
transporte em diferentes distancias, bem como o periodo de restabelecimento
homeostatico para que possam ser adotados procedimentos preventivos ou

terapéuticos que garantam a manutengao da saude e do bem-estar do animal.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo geral

Verificar a influéncia do transporte de equinos em curta e longa distancias

sobre concentragcdes sanguineas de proteinas de fase aguda, estresse oxidativo e
componentes hematologicos.
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1.2.2. Objetivos especificos

— Verificar o efeito do transporte em curta e longa distancias nos niveis das PFAs.

— Analisar o efeito dos dois percursos nas concentragdes da glicose, lactato e nas
enzimas aspartato aminotransferase e creatinoquinase.

— Verificar se componentes hematoldgicos sofrem influéncia do transporte de curta e
longa distancias.

— Avaliar a influéncia das distancias de 50 e 300 quildmetros no estresse oxidativo
dos animais transportados, analisando os niveis sanguineos de 6xido nitrico (NO),
superoéxido dismutase (SOD), malondialdeido (MAD) e capacidade antioxidante de
reducao férrica (FRAP).

— Observar a frequéncia cardiaca antes, durante e apos a jornada.

— Sugerir parametros temporais para manejo dos animais para pos-viagem, caso

sejam evidenciados indicadores relevantes.
1.3. Hipotese
O transporte de equinos em distancias curta e longa provoca alteragado nas

concentracbes de componentes hematoldgicos, de biomarcadores de atividade

muscular e metabdlicos, de estresse oxidativo e em proteinas de fase aguda.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais do transporte de equinos

O transporte de animais de producao esta relacionado com agrupamento e
embarque no local de origem, submetendo-os a um veiculo em movimento ou estavel,
desembarcando e, por vezes, confinando-os no local de destino (BHATT et al., 2021).
O transporte € um episédio de estresse ao animal com suas peculiares consequéncias
ao seu bem-estar (CASELLA et al., 2012; PADALINO et al., 2017).

O estresse do transporte de equinos é um importante influenciador em
matérias associadas a saude, envolvendo cuidados gastrointestinais,
comportamentais e respiratérios. E sabido que ha uma importante conexéo entre o
sistema nervoso central e a homeostase gastrointestinal, assim, mudangas que
interfiram no equilibrio da microbiota gastrointestinal podem impactar negativamente
no sistema neuroendocrino e imunolégico, causando doenga do intestino irritavel e
doencga inflamatéria do intestino (SZEMPLINSKI et al.,, 2020). O aumento da
possibilidade de um disturbio apds o transporte tem origem nos varios estressores
vividos pelos animais durante a jornada, englobando variagbes de temperatura e
umidade, declinio da qualidade do ar, desgaste fisico e limita¢gdes de alimento e agua.
Os cuidados com a resposta apés o transporte estdo cada vez mais expressivos, uma
vez que transportar cavalos ganhou importante notoriedade (PERRY et al., 2018).

Embora grande numero de equinos seja transportado com finalidade
especifica de rendimento atlético, pouco se conhece sobre a resposta que o transporte
exerce sobre o desempenho, com os resultados de estudos conflitantes. A qualidade
do ar no veiculo associado a densidade de animais por metro quadrado e o tempo de
viagem provocam um decréscimo do desempenho fisico apds a jornada (PADALINO,
2014). Ha sugestdes de que em equinos, com experiéncia, o transporte em distancias
curtas, provoca leve resposta no desempenho. Thompson (2018) concluiu que o
transporte e o esforgco fisico provocam alteragbes em pardmetros fisioldgicos
similares, porém cavalos com experiéncia em serem transportados sofrem menos a
acgao estressora da viagem. Outra proposi¢ao é a de que viagem de 194 quildbmetros
influenciaria negativamente o desempenho em uma corrida rapida. Animais sem
experiéncia de transporte sofrem grande estresse e tém diminuido o seu desempenho
esportivo (PADALINO, 2017).
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Quando o animal é posicionado no veiculo, ele é limitado a um espaco
pequeno e pouco convencional, por estar preso em uma area individual por meio de
divisérias, ou em funcdo da pressao no ambiente empreendida pelos outros cavalos
livres com os quais ele pode estar sendo transportado (GAREY et al., 2010).

O tipo de veiculo e a habilidade do condutor também pode influenciar nas
respostas fisioldgicas e de estresse do animal. Grandes caminhdes e motoristas sem
experiéncia podem proporcionar um aumento nas condi¢des de desconforto dos
equinos, levando a respostas de estresse e demanda fisiolégicas desfavoraveis
(RILEY et al., 2018).

A distadncia a qual os animais sao transportados tem importante influéncia
sobre as reacdes fisioldgicas e de estresse. E sugerido que o transporte de longa
distancia esta vinculado a uma resposta de fase aguda, identificado por neutrofilia, e
uma implicagdo do sistema imunoldgico notabilizado pela diminuigdo da
responsividade dos linfécitos. A recuperacao de 16 cavalos apos 4.000 quildmetros
se estabeleceu aos sete dias apds a chegada. Esse tipo de transporte também esta
associado a alteragdes clinicas, incluindo o estado de antioxidante plasmatico
prolongado e perda de peso (PADALINO et al., 2017).

Aspectos de estresse emocional causados por ambientes com aglomeragao
e/ou barulho ou exercicios repetitivos em pisos que causem desconforto ao cavalo
podem desencadear o que € denominado sindrome de bornout, um quadro em que o
individuo ou animal perde interesse na atividade e cai o seu desempenho atlético ou
de trabalho (BAYEVA; ZHEGUNOV, 2016).

O sistema imune enfrenta situagdes de infeccoes e lesdes de tecidos,
estimulando a inflamagdo aguda, que € a mobilizagdo de leucdcitos, proteinas
plasmaticas e liquido oriundo do sangue e tecido extravascular para o local de
infeccado ou lesdo. Geralmente os leucdcitos e as proteinas plasmaticas circulam no
sangue e sao atraidos para os locais lesionados, onde sustentam variadas fungbes
no intuito de anular microrganismos e iniciar o reparo do tecido avariado (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).
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2.2. Componentes hematolégicos

A andlise do sangue é importante componente no diagndstico de
enfermidades, seja infeccioso, parasitario ou em fungdo de algum evento especifico,
disfungao organica, além de contribuir no manejo de rotina de cavalos, como exames
de rotina de neonatos, monitoramento do desempenho de equinos de esporte, analise
pré-anestésica, bem como exames pré-compra. Os exames laboratoriais, por muitas
vezes, sdo solicitados para aquisicdo de seguro e comumente fazem parte dos
requerimentos de importacao e/ou exportagcao (BARRELET; RICKETTS, 2002).

A variagao biologica corresponde a flutuacdes fisioldgicas e participa na
formacéo total de um resultado laboratorial que indica a condi¢do do animal. Conhecer
essas variagdes pode favorecer a tomada de decisdo clinica, possibilitando a
identificacdo precoce do curso dos processos da enfermidade e produzir evidéncias
da importancia de uma intervencdo. O transporte associado a diversas afec¢des em
equinos foi relatado por transportadoras, com maior evidéncia para febre e sindrome
célica (Figura 1), embora tenha sido investigada e detectada maior incidéncia de

problemas gastrointestinal e respiratérios (PADALINO et al., 2015).

Figura 1 — Incidéncia de disturbios associados ao transporte informada por empresa
de transporte
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O hemograma pode fornecer dados importantes para a compreensao da
interferéncia do transporte nos parametros fisiolégicos dos animais, em especial, 0
comportamento do leucograma para se acompanhar a atuagao das células de defesa
antes, durante e ao longo dos dias que se sucedem. Bem como as proteinas, para
acompanhar desidratagao, estado nutricional, enfermidades renais ou hepaticas.

O estresse pode induzir elevagdo na contagem de leucdcitos e eritrocitos, no
nivel de hemoglobina e no hematdcrito. Com o aumento da movimentagdo em busca
do equilibrio, a temperatura se eleva e o animal perde liquido por sudorese e pelo
aparelho respiratério. Essa resposta pode diminuir o volume plasmatico, intensificando
a hemoconcentragao (MATTOSINHO et al., 2017).

Em condi¢des normais, as plaquetas séo estruturas circulatérias com fungao
primaria de percorrer 0s vasos sanguineos em busca de danos no endotélio. Varios
componentes da matriz extracelular, receptores de superficie, sdo ativados apds
deteccao de dano endotelial, iniciando uma cascata de sinalizagdo, se propagando
rapidamente nas plaquetas, que levam a formagao de um coagulo ou trombo no ponto
da lesdo vascular. Ademais, a ativagao plaquetaria resulta na producdo de mais de
300 moléculas bioativas de granulos liberaveis (WERSALL; GOLEBIEWSKA; POOLE,
2017).

Diferente da maioria das células, as plaquetas ndao tém nucleo e, por
consequéncia, ndo podem se ajustar a diferentes situagdes por sintese proteica
novamente, apesar de haver alguma sintese proteica residual. A principal fungédo das
plaquetas € a hemostasia e seus principais receptores tém papel direto nesse
processo. A diferenga entre hemostasia fisiolégica e trombose patolégica é, a
principio, muito pequena. No entanto, é cada vez mais reconhecido que as plaquetas
nao apenas estao envolvidas na hemostasia, mas também apresentam outras funcoes
menos conhecidas, como na inflamacgao, defesa antimicrobiana, crescimento tumoral,
metastase e angiogénese (CLEMETSON; CLEMETSON, 2013).

2.3. Biomarcadores metabdlicos e de atividade muscular
Um biomarcador € algo que se atribui a um parametro biolégico quantificavel,

que € mensurado e avaliado como informador de respostas bioldgicas, patogénicas

ou farmacoldgicas. Assim, taxa de filtragdo glomerular, enzimas especificas, proteinas
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e perfil de expressao génica sdo exemplos de biomarcadores (SELLECK; SENTHIL;
WALL, 2017; MAMI et al., 2019).

O esforco fisico acontece quando ha contracdo muscular para produzir for¢a
a fim de vencer algum tipo de resisténcia. Durante o exercicio, acontecem mudangas
bioquimicas na musculatura, resultando em interferéncia no equilibrio celular. O
incremento dos metabdlitos musculares e o calor produzido pela contragéo durante o
esforco podem reduzir a forga muscular, bem como alterar a estabilidade de outros
sistemas corporais do animal (MAMI et al., 2019).

O tecido muscular pode ser comprometido apés esfor¢o prolongado rigoroso
em decorréncia de aspectos metabodlicos e/ou mecanicos. A lesdo muscular eleva a
permeabilidade da membrana muscular e pode levar a ruptura de fibras musculares,
resultando na liberacdo de creatina quinase (CK), mioglobina, troponina e todos os
biomarcadores de dano a membrana muscular, como por exemplo a AST e LDH
(MAMI et al., 2019; MAZKO et al., 2021).

2.3.1. Glicose (GLI)

A glicose é, em termos quantitativos, o substrato oxidavel elementar para a
maioria dos organismos (Figura 2). Sua aplicagdo como energia é tida como
multivalente e praticamente todas as células tém a capacidade de satisfazer suas
exigéncias energéticas exclusivamente com esse acgucar. Certas células e 6rgaos,
como pior exemplo as hemacias e o cérebro, a glicose € indispensavel, uma vez que
€ o substrato exclusivo do qual podem sintetizar ATP (MARZZOCO; TORRES, 2015).

Figura 2 — Moléculas de glicose
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Fonte: https://mundoeducacao.uol.com.br/biologia/glicose.htm.
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A glicose € uma matriz de energia essencial para a fibra muscular; o
metabolismo anaerdbio da glicose equivale a um recurso basico e rapido de produzir
energia, mesmo que seja de baixo rendimento. A movimentagc&do (glicolitica é
coordenada por numerosas condigdes, por exemplo, a disponibilidade de oxigénio e
os niveis de ATP/ADP; a reducgéo dessa relacao incita a glicélise anaerdbia, elevando
em até 100 vezes a geragao de moléculas de piruvato (Figura 3). Esforgos fisicos com
baixa ou moderada intensidade, uma parcela importante do piruvato produzido entra
na mitocondria e integra como um dos componentes do Ciclo de Krebs (FIGUEIREDO
et al., 2021).

Figura 3 — Esquema da oxidac&o da glicose.
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Nota: No citosol, a glicose é oxidada a duas moléculas de piruvato que, na mitocondria, sdo oxidadas a CO2. CO2
e os outros produtos da oxidagéo da glicose estdo destacados em vermelho. Os prétons e elétrons (H+ + e—) sdo
incorporados por coenzimas.

Fonte: Marzzoco e Torres (2015).

Devido a estimulacao da glicogendlise hepatica, todas as formas de exercicio
geralmente elevam a concentragdo da glicose plasmatica. Porém, com os esforgos
mais longos, os niveis da glicose reduzem em consequéncia da deple¢cdo do
glicogénio hepatico. Depois de exercicios com duragdo curta, o incremento dos niveis
plasmaticos da glicose esta diretamente vinculado a intensidade da tarefa, podendo
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chegar entre 10 e 12 mmol/L — 180 a 206 mg/dL em equinos apds corrida. Essa
amplitude de variagao dos valores plasmaticos da glicose tem relagdo com a dimensao
que a atividade simpatica esta relacionada com a intensidade do esforgo (McGOWAN;
HODGSON, 2014).

2.3.2. Lactato (LAC)

Os niveis de lactato (LAC) sao utilizados regularmente como referéncia
clinica, bem como informagbes auxiliares para conhecimento do status fisico de
animais atletas e humanos (FONSECA et al., 2015).

A producao de lactato é incrementada a partir da ativagdo da via anaerdbia
compensatoria. O valor regular da concentragao basal de LAC no sangue em equinos
€ por volta de 1 mmol/L. Os niveis sanguineos originarios dos musculos estao
subordinados ao tipo, intensidade e duragao do esforgo (Figura 4). O mesmo lactato
€ uma fonte de energia importante para a célula muscular. Além de que, as
adaptacdes provocadas pelo esforgo fisico sdo estimuladas por essas moléculas,
induzindo a miogénese e ajustando a acidose muscular. Exercicios em velocidades
acima de 8 a 10 m/s provocam débito de oxigénio que resulta na elevagéo da
concentracéo de LAC no sangue (MAZKO et al., 2021).

Figura 4 — Relagao entre diferentes 6rgaos na gliconeogénese
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jejum e lactato no esforgo intenso.
Fonte: Marzzoco e Torres (2015).
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O incremento do lactato no plasma ou sangue acontece em fungao da difusao,
do transporte ativo muscular esquelético ativo ou ambos. Em geral o lactato é
mensurado no plasma e os valores sdo aproximadamente de 40% a 50% acima aos
do sangue, mesmo que essa relagao tenha variagdo consideravel. A producédo do
lactato acontece no musculo em atividade no decorrer de todos os tipos de exercicio,
no entanto, a elevagao mais acentuada sé acorre quando a intensidade do esforgo
atinge niveis altos. Quando acontece insuficiéncia de oxigénio para oxidar o piruvato
mitocondrial, é observado o aumento do lactato no musculo. Aumento similarmente
acontece quando a glicogendlise é estimulada, com consequéncia de um incremento
do piruvato, resulta na elevagao do lactato, em fungao de um efeito de acdo em massa.
Assim, o aumento do lactato no plasma né&o retrata necessariamente insuficiéncia de
oxigénio (McGOWAN; HODGSON, 2014).

A gliconeogénese a partir do lactato é especialmente importante em casos de
periodos com intensa atividade fisica. Quando o suprimento de oxigénio é menor que
a demanda, em geral durante agdo muscular de alta intensidade, o piruvato produzido
durante a glicolise é convertido em acido latico pela lactato desidrogenase, como
mencionado anteriormente. Em vez de ficar acumulado dentro da célula muscular, o
lactato gerado pela fermentagao anaerdbia é liberado na corrente sanguinea e, em
seguida, absorvido pelo figado. Isso inicia a outra metade de um ciclo. No figado, o
lactato € convertido em piruvato e é reconstituida a molécula de glicose. Este
fendmeno é conhecido como “ciclo de Cori”, conforme pode ser visualizado na Figura
5 (LEHNINGER; NELSON; COX, 2000; McGOWAN; HODGSON, 2014).

Figura 5 — Ciclo de Cori
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2.3.3. Creatina quinase (CK)

Os biomarcadores de dano muscular mais utilizados em equinos sao a
creatino fosfoquinase (CK) e aspartato aminotransferase (AST). Apds o exercicio
extenuante, a atividade da CK aumenta de 4 a 35 vezes, enquanto a atividade de AST
aumenta de 2 a 6 vezes (MAZKO et al., 2021).

Enzimas como a CK e AST s&o frequentemente empregadas como
biomarcadores da atividade muscular (FISHER, 2014). A quantidade de CK liberada
do musculo depende da localizagédo na célula, tamanho da molécula e da lesdo
(BUZALA; KRUMRYCH; JANICKI, 2015; NOLETO et al., 2016).

A creatinoquinase € uma enzima presente especialmente nas mitocondrias e
no citoplasma do musculo esquelético, tecido cardiaco e cérebro (Figura 6). E
encontrada na membrana mitocondrial interna das miofibrilas do musculo esquelético.
Essa enzima esta vinculada a transferéncia e ao armazenamento de energia celular
por meio da movimentagao do fosfato de creatina para difosfato de adenosina (ADP)
e, entdo, forma a adenosina trifosfato (ATP). Ainda esta ligada a passagem do fosfato

da mitocéndria para o citoplasma das células musculares (COPPER et al., 2017).

Figura 6 — Tipos de CK
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Fonte: Adaptado de https://labpedia.net/creatine-kinase-ck-creatine-phosphokinase-cpk/.



https://labpedia.net/creatine-kinase-ck-creatine-phosphokinase-cpk/

30

A CK tem sido observada como um importante indicador de dano muscular
induzido por esforgo fisico. As mudangas de valores em diferentes constituintes
sanguineos apos atividades fisicas sao evidentes, mas rapidamente desaparecem. A
insisténcia da atividade pode levar a uma nao recuperagcdo da homeostase e ser um
indicativo de excesso de trabalho muscular. Analisar a atividade da CK sanguinea
pode ser benéfico para verificar as adaptagoes fisioldgicas desejaveis e determinar as
cargas em atividades esportivas equinas (LEHNINGER; NELSON; COX, 2000;
BUZALA; KRUMRYCH; JANICKI, 2015; MAZKO et al., 2021).

2.3.4. Aspartato amino transferase (AST)

A aspartato amino transferase (AST) anteriormente recebia a denominagéo
de transaminase glutamico-oxalacética (TGO). Apresenta maior concentracdo nas
células hepaticas, bem como musculares esqueléticas e cardiacas. Pode ser
encontrada no citoplasma, mas também nas organelas celulares (NUNES et al.,
2015).

A AST é uma enzima que tem a meia-vida por volta de sete a oito dias e tem
atividade nos compartimentos musculares bem como nos hepatdcitos. A atribuicdo da
AST é catalisar a transaminagéo de L-aspartato e alfa-cetoglutarato em oxalacetato e
glutamato (Figura 7). Esta enzima esta presente na maioria dos tecidos, em especial,
na musculatura e no figado (LEHNINGER; NELSON; COX, 2000; PATELLI et al.,
2016; McARDLE; KATCH; KATCH, 2016). A sua liberagdo mais lenta resulta em pico
por volta de 24 horas apds o estimulo de estressor (SOARES et al., 2013).

Figura 7 — Transaminacao de L-aspartto e cetoglutarato em oxalacetato e glutamato
catalisada pela AST
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Fonte: https://www.aaltoscientific.com/product/aspartate-aminotransferase-sgot/.
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A maior atividade da AST é observada no miocardio, figado, musculos
esqueléticos, com menores concentragdes nos rins, pancreas, bago, cérebro, pulmodes
e eritrécitos (LEHNINGER; NELSON; COX, 2000). Seu incremento esta associado a
enfermidades hepatobiliares, distrofia muscular progressiva, infarto cardiaco,
dermatomiosite, embolia pulmonar, pancreatite, bem como insuficiéncia cardiaca
congestiva, se caracterizando, em virtudes disso, ser uma enzima inespecifica
(THOMASSIAN, 1984).

Os valores de referéncia para a AST em equinos estao entre 199 e 374 U/L
(CORNELL UNIVERSITY, 2018) e 226 a 366 U/L (KANEKO et al., 2008).

2.3.5. Lactato desidrogenase (LDH)

A lactato desidrogenase (LDH) engloba cinco isoenzimas, tendo ocorréncia
em tecidos variados, particularmente na musculatura esquelética, estriada e
hemacias, sendo ainda encontrada nos rins, pancreas, 0ssos e pulméo. Em caso de
injuria, na maior parte dos tecidos, culmina em extravasamento de LDH no espaco
extracelular e sangue. E também uma enzima muito inespecifica, embora seja
convencionado que sua elevagao esta mais relacionada a injurias da musculatura
esquelética, cardiaca e do figado. O pico da atividade acontece em 48 a 72 horas.
Apods o evento e o retorno aos niveis normais acontecem de forma mais lenta que a
AST (NUNES et al., 2015).

Esta enzima que esta presente no meio intracelular de diversas células, como
mencionado, tem a sua fungao de transformar o piruvato em lactato e a mesma reacao
reversa (Figura 8), garantindo energia em situagdes de anaerobiose (LEHNINGER,;
NELSON; COX, 2000; McGOWAN; HODGSON, 2014; McARDLE; KATCH; KATCH,
2016).

Os valores de referéncia da LDH em equinos estabelecidos estdo entre 218 e
555 U/L (CORNEL UNIVERSITY, 2018) e 162 e 412 (KANEKO et al., 2008).
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Figura 8 — Reacao de transformacgao do piruvato em lactato pela LDH
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Fonte: http://rmct.ime.eb.br/arquivos/RMCT 3 tri 2011/RMCT 097 E5A 12.pdf.

2.4. O estresse oxidativo em equinos

A terminologia “estresse” inicialmente foi usada na literatura biomédica como
uma apresentagao da elevada atividade no sistema hormonal caracteristico ao que se
relaciona aos esteroides do cortex adrenal e o termo “oxidativo”, frequentemente
relacionado ao metabolismo do oxigénio nos sistemas biologicos (BREITENBACH,;
ECKL, 2015).

O estresse oxidativo pode ser definido como a desigualdade entre os
oxidantes e os antioxidantes, em que o trabalho oxidante supera a eficacia de
anulacdo dos antioxidantes, ocasionando dano celular (SOFFER, 2007). Essa
consequéncia do metabolismo do oxigénio e do nitrogénio geram moléculas danosas,
nomeadas de espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio
(ERN). O que concede esse atributo lesivo a essas moléculas é o recebimento de
elétrons adicionais na ultima camada, permitindo que estabelecam ligacbes com
elementos celulares por meio de reagdes de oxido-reducédo, resultando em variagoes
bioquimicas nesses elementos e danos na funcédo da célula (AVELAR et al., 2015;
CAMPOS; LEME, 2017).

A medicina veterinaria amplamente se respalda em dados sobre o estresse
oxidativo para melhor compreender os cursos das enfermidades, assim como o bem-
estar animal. A medicina equina ndo € uma excec¢ao. Ja foi associado a particularidade
de raca, enfermidades, estado nutricional, exercicio fisico e bem-estar (KIRSCHVINK;
LEKEUX, 2002; PADALINO et al., 2017; ANKUR et al., 2018; MARYCZ et al., 2018;
LACERDA et al., 2018; BAZANOW et al., 2020; NOCERA et al., 2020; JACKSON;
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STRETTON; McARDLE, 2020, POURMOHAMMAD et al., 2020; SHONO et al., 2020;
ISMAIL et al., 2021; SVETE et al., 2021; WITKOWSKA-PILASZEWICZ et al., 2021).

A atribuicdo mais importante das ERO é a defesa contra agressdo de
microrganismos e a “regulagcéo redox” da expressao génica. A formacéo de ERO é
aumentada em estados inflamatérios durante a oxidagao de neutréfilos e macréfagos
(KIRSCHVINK; LEKEUX, 2002). Os radicais livres apresentam um ou mais elétrons
desemparelhados, que s&o muito reativos e podem se conjugar com vasta diversidade
de biomoléculas com competéncia de modificar suas particularidades fisico-quimicas
(BARBOSA et al., 2011). Em especial, ao DNA, lipideos e proteinas (BOTTEGARO et
al., 2018).

Toda espécie que faga uso do oxigénio na respiragao celular ou o nitrogénio
resultante do metabolismo dos aminoacidos esta exposta ao estresse oxidativo, em
que a geragao de espécies reativas é continua e acontece no fim de cada ciclo da
respiracdo celular (CAMPOS; LEME, 2017). Assim, estresse oxidativo € uma
circunstancia na qual o equilibrio do nivel de ERO é temporario ou cronicamente
elevado, impactando o metabolismo da célula e sua regulagcdo e danificando os
componentes celulares (LUSHCHAK, 2014).

Padalino et al. (2017) avaliaram metabdlitos reativos de oxigénio (MRO) e
status antioxidantes do plasma (SAP) de cavalos apés serem transportados por quatro
dias, com um total de 51 horas em transito e 43 em paradas para descanso e foi
observada elevagado do SAP apds o primeiro dia de viagem, sugestivo de ser uma
mobilizacdo de antioxidantes para confrontar os radicais livres e evitar o estresse
oxidativo, por outro lado, ndo observaram variagdo dos MROs.

A oxidagao acontece no corpo e tem atribuicdes positivas, pois é essencial na
vida aerdbica e do metabolismo. Dessa forma, os radicais livres sdo formados de
forma natural ou por desequilibrio. No organismo estdo envolvidos na geracao de
energia, fagocitose, sinalizagédo entre as células, na normatizagao celular, ao iniciar a
apoptose e producgao de substancias biologicas relevantes. Entretanto, o excesso dos
radicais livres pode ter efeitos danosos, como a peroxidagao dos lipidios da membrana
e injuria as proteinas teciduais e de membranas, os carboidratos, DNA e enzimas
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

As ERO nao séo obrigatoriamente radicais, pois podem ser geradas por meio
de reagdes de transferéncia de energia ou de elétrons para o oxigénio. As ERO

envolvem o anion radical superoxido (Oz2°), radical hidroxila (OH), radical alcoxila (RO),
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radical peroxila (ROQO), radical carbonato (COs’), que sdo radicalares e o seguintes

ndo radicalares: peroxido de hidrogénio (H202), o acido hipocloroso (HOCL), os

hidroperoxidos organicos (ROOH), o oxigénio molecular singlete (O2) e o ozénio. Ja
nos ERN estdo o 6xido nitrico (NO), dioxido de azoto (NOz2), peroxinitrito (ONOO"),
oxido nitroso (N203), acido nitroso (HNOz2), nitratos (NOs3") e nitritos (NO2") (OLIVEIRA,

2008).

Nos equinos, o estresse oxidativo € caracterizado por ter envolvimento em
diversas enfermidades e como resultante do exercicio. O cavalo é um interessante
prototipo para investigar o estresse oxidativo, pois sua captagao de oxigénio eleva de
30 (WILLIAMS, et al., 2005) a 60 (FAZIO et al., 2016) vezes acima do valor basal em
um exercicio maximo, provocando relevante produgdo de ERO no sistema de
transporte de elétrons mitocondriais. O efeito do exercicio no equilibrio redox é
extremamente complexo, dependendo do sexo e da intensidade e duragdo do
exercicio (FAZIO et al., 2016).

Investigagbes de varias vertentes buscam entender o estresse oxidativo nos
equinos: sua origem, abrangéncia e controle. Algumas areas chamam mais a atencéo,
como:

— Enfermidades (JACOBSEN; ANDERSEN, 2007; LYKESFELD; SVENDSEN, 2007;
EL-DEEB; EI-BAHR, 2010; LASKOSKI et al., 2016; CONSTANTINI et al., 2018;
TSUZUKI; KANBAYASHI; KUSANO, 2019; BASIT et al., 2020).

— Exercicios fisicos (EL-DEEB; EI-BAHR, 2010; PAZZOLA et al., 2015; VALLE et
al., 2015; ANDRIICHUK; TKACHENKO; TKACHOVA, 2016; KUSANO et al., 2016;
PADALINO et al., 2017; ANKUR et al., 2018; BOTTEGARO et al., 2018).

— Beme-estar animal (WARAN; LEADON; FRIEND, 2007; KIRSCHVINK;
MOFFARTS; LEKEUX, 2008; ONMAZ et al., 2011; NIEDZWIEDZ; KUBIAK;
NICPON, 2013; WESSELY-SZPONDER et al., 2015; TSUZUKI et al., 2016; OMIDI
et al., 2017; PADALINO et al., 2017; BENNETT-WIMBUSH et al., 2019).

Os organismos buscam sempre manter a homeostase e nao é diferente no
ambiente redox. Esse espacgo é muito bem regulado a menos que seja induzida uma
situacdo de oxidagao exacerbada. Essa condicao de equilibrio € primordial para que
sejam garantidas as fungdes celulares vinculadas as ERO, como ativagédo enzimatica,
sintese de DNA, crescimento e apoptose, além de aumentar atuacdo nos sinais de
receptores de membrana, controlar o tbnus muscular, o musculo liso, dentre outros
(UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, 2020).
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Essa participagdo € especialmente importante nos equinos, devido aos
comuns casos de sindrome cdlica, que tém participacado tanto do tébnus muscular
quanto dos movimentos peristalticos, ou auséncia deles. Estudos vinculam o aumento
do nivel de peroxidacéo lipidica em equinos afetados por sindrome codlica ao estresse
oxidativo e indicam maior producéo de radicais peroxil e mais elevada a concentragao
de lipopolissacarideos (LPS), o que fragilizam os eritrcitos e os expdéem a lise
(TRIPATHI; PANDY; SAGAR, 2018).

Disturbios do trato gastrointestinal em equinos sdo muito comuns e foram
associados a eventos relacionados ao estresse oxidativo, como a supressao de 6xido
nitrico. Um estudo analisou amostras sanguineas de cavalos acometidos por
enfermidades intestinais e foi observada redugdo importante na concentracao de
nitrito, que é um metabdlito do 6xido nitrico, em especial, os animais com ceco
timpanico e com obstrucao de célon (SEREZHENKOQV et al., 2020).

Nos cavalos, o estresse oxidativo pode exercer alguma fungao na patogénese
da obstrucao recorrente das vias aéreas (ORVA), doenca articular e outras. A relagéo
de equilibrio entre oxidante/antioxidante em processos fisioldgicos, como reprodugéo
e treinamento de equinos, também sofre impacto (ONMAZ et al., 2011).

Potros com pneumonia causada por Rhodococcus equi foram estudados e
apresentaram elevacao do status do estresse oxidativo, bem como nos MRO e no
H202. A relagdo entre o estresse oxidativo e o R. equi leva a sugestdo de terapia
antioxidante para minimizar a ameaca da enfermidade, uma vez que ja foi
demonstrado que antioxidante como a vitamina “C” articula o equilibrio oxidante e
antioxidante e reduz inflamagao em animais com obstrugcao recorrente das vias aéreas
— ORVA (CROWLEY et al., 2013).

O estresse oxidativo também foi relatado em caso de cirurgia corretiva
envolvendo lesédo de estrangulamento em intestino delgado de equino e foi sugerida
uma relagcdo com desequilibrio sistémico de eletrélito/bicarbonato (BARDELL,;
ARCHER; MILNER, 2015).

Cavalos acometidos por sindrome metabdlica foram investigados, retirando
células-troncos do tecido adiposo e analisado o estado metabdlico de células isoladas
durante a diferenciacdo adipogénica e descobriu-se que a multipoténcia foi
comprometida provavelmente pelo acumulo de ERO e do estresse no reticulo

endoplasmatico, ou seja, 0 microambiente adverso do tecido adiposo de cavalos com
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sindrome metabdlica afeta negativamente a multipoténcia e o metabolismo das
células-troncos do adipdcito (MARYCZ et al., 2018).

Laskoski et al. (2016) investigaram que o estresse oxidativo participa no
desenvolvimento de injuria laminar em equinos com doengas gastrointestinais por
meio dos peroxinitritos, as ERN e elevagdo do antioxidante superéxido dismutase
(SOD). Discorrem que outras substancias oxidantes podem também estar associadas,
principalmente pelo decréscimo da superoxido dismutase (SOD) em tecido laminar de
equinos saudaveis.

Foi evidenciada a participagcdo do estresse oxidativo em cavalos com
sindrome de Uulcera gastrica equina, que culminou com sugestdo de terapia
antioxidante no protocolo de tratamento dos animais acometidos pela enfermidade. O
malondialdeido (MDA), que é resultante da peroxidacdo lipidica, considerado um
marcador do estresse oxidativo (EO), mostrou niveis mais exacerbados, indicando
que a doenga induziu ao estresse oxidativo. O éxido nitrico (NO) é tido como detentor
de propriedade gastroprotetora que coordena a produgcdo de acido cloridrico,
diminuindo a perfusdo e atuando como antioxidante. Além do mais, estimula a
formacgao do epitélio da mucosa. O estudo encontrou concentragdes menores de NO
no soro de equinos com sindrome de ulcera gastrica equina em relagdo aos cavalos
saudaveis (SHAWAF; EL-DEEB; ELGIOUSHY, 2019).

O estresse oxidativo pode ser um agravante em casos em que ja se instaurou
a injuria. Foi relatado que o processo se desenvolve no liquido sinovial de equinos
com artrite e pode danificar a cartilagem articular em locais onde nao esta presente a
lesdo. Nesses casos é recomendado tratamento intrarticular com substéncias
antioxidantes, como o acido hialurénico, vitamina “E” e astaxantina (TSUZUKI;
KANBAYASHI; KUSANO, 2019).

Os equideos sao susceptiveis a enfermidades provocadas por protozoarios
hemoparasitas, como a piroplasmose causada pela Theileria equi e Babesia caballi,
tendo o carrapato como vetor. Foi relatado que o status de oxidantes totais € mais
elevado em animais soropositivos do que em cavalos saudaveis. Esse fenbmeno é
devido a carga parasitaria e, em ambiente aerobico, a producdo dos radicais livres é
inevitavel. Essa produgao acontece pelo processo de peroxidacao lipidica, com a
oxidagao de membranas e lipoproteinas, o que resulta na geragao de ions de hidroxila,

incluindo os anions superoxido e peroxido de hidrogénio. Tudo isso sofre também o
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impacto da estagdo do ano, em virtude de a doenga estar vinculada ao ciclo do
carrapato (BASIT et al., 2020).

Ha achados que relacionam enfermidade e exercicio, como € o caso do
esforco de animais com obstrugdo recorrente das vias aéreas (ORVA) com
interessantes conclusées. Embora o exercicio seja um forte estimulador na geragao
de ERO e com consequéncias danosas, como fadiga e lesdo muscular, foi relatada
que a condi¢cdo oxidante no sangue em animais com ORVA provavelmente € mais
dependente da doenga do que do esfor¢o (LYKESFELD; SVENDSEN, 2007).

Equinos de esportes sao tentados cada vez mais a buscar aumentar os limites
do seu desempenho. A compreensao entre o exercicio e a oxidagdo acompanha essa
busca na ampliacédo do limiar dos resultados. Foi relatado que o incremento do MDA,
que é um dos produtos secundarios mais conhecidos da peroxidacao lipidica, usual
como sinalizador de injuria da membrana celular, apenas se pronunciou apos a
distancia de 80 km. A velocidade n&o afetou esse marcador e sim a distancia
percorrida. No entanto, € afirmado que o estado de condicionamento fisico pode
influenciar no sinalizador (BOTTEGARO et al., 2018).

A origem primaria de oxidantes enddgenos € a cadeia de transporte de
elétrons das mitocondrias, em que 1 a 3% do oxigénio reduzido na agua pode formar
superoxido (O2). Esse meio de producao de oxidante & especialmente relevante
durante o exercicio, quando a utilizagdo de oxigénio pode aumentar até 24 vezes no
homem e até 40 vezes nos equinos (KIRSCHVINK; MOFFARTS; LEKEUX, 2008).

Oito cavalos de diferentes racas foram submetidos a um exercicio intervalado
de alta intensidade, que foi constituido por corrida de 800 metros em velocidade
maxima com reinicio do percurso apos o retorno da frequéncia cardiaca a 100
batimentos por minuto. O exercicio terminou apds 0 aumento do tempo de o percurso
atingir 10%, que aconteceu apods a quarta corrida. Esse esforgo provocou elevacao no
NO a partir de 30 minutos pds-exercicio, com esse platdé durando aproximadamente
duas horas. E sugerido que o NO pode desempenhar uma funcéo positiva importante
na adaptacao e/ou recuperacdo de esforcos de alta intensidade e que pode ser
prejudicado por fornecimento de antioxidantes exdgenos (MACNICOL; LININGER,;
PEARSON, 2018).

Rabdomidlise € uma sindrome de degradagcdo muscular resultante de esforgo,
que ocasiona ruptura da membrada celular e extravasamento de seus conteudos para

a corrente sanguinea, podendo levar a consequéncias renais graves, devido a
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insistente filtragdo de componentes danosos aos glomérulos e que podem levar a
obito. Em animais com a enfermidade foi observada redugéo de superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa (GSH) e oxido nitrico (NO). Esse decréscimo é
atribuido a deplecido de antioxidantes para combater o estresse oxidativo das ERO
(EL-DEEB; EL-BAHR, 2010).

Em equinos atletas, estudos com suplementacédo antioxidante
proporcionaram fundamentos de que os transtornos causados pelo exercicio
poderiam ser relativamente evitados. Muitos compostos antioxidantes presentes na
dieta podem trazer beneficios a saude, uma vez que esses produtos provocam um
decréscimo na geracao de diferentes biomarcadores do estresse oxidativo. Estudos
mostram que suplementag¢do contendo acidos graxos poli-insaturados e vitamina “E”
durante oito semanas pode promover aumento nos niveis de glutationa peroxidase
(GPx) e superoxido dismutase (SOD) em equinos em treinamento ou manutencao,
minimizando os impactos do estresse oxidativo (LACERDA et al., 2018).

Pesquisadores conduziram um estudo buscando estabelecer uma faixa de
valores de referéncia dos metabdlitos reativos de oxigénio (d-MRO), do potencial
antioxidante biolégico (PAB) e indice geral de estresse oxidativo em cavalos Puro
Sangue Inglés de dois a cinco anos. Na Tabela 1, observam-se os valores de
referéncia, com diferengca entre as idades e o sexo, apresentados pelos animais

(KUSANO et al., 2016).

Tabela 1 — Valores de referéncia para d-MRO, PAB e EO de acordo com idade e sexo
em cavalos PSI

Anos de idade 2 3 4 5
Machos (n=191) 48 50 47 46
d-MRO 152,3 1449 143,7 152,6
(98,3-206,3) (101,5-188,3) (100,6-186,3) (107,5-197,6)
PAB 2691 2669 2616 2653
(2246-3136) (2340-2998) (2262-2971) (2330-2976)
EO 18,1 18,8 18,6 17,8
(11,9-24,3) (12,8-24,8) (12,7-24,6) (12,0-23,5)
Fémeas (n=181) 50 49 46 36
4-MRO 171,7 167.,9 145,5 156,4
(116,9-226,5) (107,9-227,9) (102,2-188,7) (102,6-210,2
PAB 2630 2630 2483
(2390-2932) (2328-2882) (2176-2655) (1832-2695)
EO 15,7 16,1 17,4 14,8
(10,2-21,2) (10,5-21,7) (11-23,2) (9,9-19,7)

Fonte: Kusano et al. (2016).
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O transporte de equinos também levantou a atengao de investigadores no que
diz respeito ao estresse oxidativo e relatam que mudangas nos parametros oxidativo
e antioxidativos, antioxidantes plasmaticos totais e metabdlitos reativos ao oxigénio
devem ser entendidos como segmentos da resposta de fase aguda provocada pelo
estresse no transporte (ONMAZ et al., 2011).

O malondialdeido (MDA), que é um indicador de peroxidagao lipidica durante
o estresse oxidativo, foi observado com significativa elevacdo em equinos
transportados por 550 quildbmetros, durante 12 horas, em comparagao ao nivel antes
da jornada, bem como os animais mais velhos apresentaram maior acréscimo em
relacdo aos mais jovens (WESSELY-SZPONDER et al., 2015).

Animais apos oito horas de transporte apresentaram antioxidantes
plasmaticos totais elevados em relagdo ao estado antes da viagem e continuaram
exacerbados apds 24 horas do término do percurso. O aumento pode estar
relacionado a um acréscimo nos niveis de antioxidantes de pequenas moléculas que
se distribuem para o sangue, como bilirrubina, acido urico e albumina.
Fundamentando-se no decréscimo no movimento de enzimas antioxidantes e
elevacao de antioxidantes especificos de pequenas moléculas, podendo se dizer que
a expansao dos antioxidantes plasmaticos totais em equinos transportados resultou
do incremento da acado de radicais livres, como consequéncia da dinamica de
estressores (NIEDZWIEDZ; KUBIAK; NICPON, 2013).

Cavalos transportados por 94 horas, sendo 51 horas em transito e 43 horas
de paradas para descanso foram avaliados quanto ao estresse oxidativo e
comparados com um grupo controle. Foram analisados os antioxidantes plasmaticos
totais (APT) e os metabdlitos reativos de oxigénio (d-MRO). Nao foi encontrada
diferenga nos d-MRO, mas houve alteragdo nos APT com maior aumento registrado
no desembarque e, apos sete dias, os animais estabeleceram seus valores iniciais
(PADALINO et al., 2017).

2.4.1. Marcadores do estresse oxidativo

A Organizagao Mundial da Saude definiu biomarcador como qualquer

substancia, estrutura ou processo que possa ser medido no corpo ou em seus
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produtos e influenciar ou prever a incidéncia de resultado ou doenca (LIGUORI et al.,
2018).

Marcadores oxidativos desempenham importante atribuicdo nos processos
metabdlicos que podem culminar na ocorréncia de enfermidades. Essa caracteristica
os faz importantes na compreensdao do funcionamento e nas consequéncias
biolégicas da avaria oxidativa, com a possibilidade de melhor planejamento de a¢des
eficazes no controle e prevencao de tais processos (BARBOSA et al., 2008).

Devido a alta atividade e curta meia-vida, analisar diretamente as ERO que
provocam estresse oxidativo tem certa complexidade na rotina clinica, no entanto, o
avancgo da tecnologia permitiu que a medigdo dos nives do estresse oxidativo se
tornasse relativamente mais facil. Assim, recentemente, vem-se analisando o estresse
oxidativo para monitorar a saude de atletas humanos, equinos e caes (SHONO et al.,
2020).

As espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio podem pertencer a duas
categorias, as que sao radicais e as nao radicais como se segue no demonstrativo
(Quadro 1).

A determinacao de radicais livres possibilita identificar e localizar as ERO, mas
sao necessarios equipamentos complexos, que nem sempre estdo disponiveis. Logo,
0 emprego de marcadores oxidantes € muito praticado, tanto na pesquisa quanto na
medicina humana. Existem duas classes de marcadores oxidantes, conforme pode
ser visto na Figura 9:

— Antioxidantes, que compreendem enzimas (SOD, CAT, GPx), moléculas
antioxidantes hidrofobicas e hidrofilicas.

— Produtos oxidativos, como lipidios, proteinas ou material nuclear, que foram
oxidados por ERO (KIRSCHVINK; LEKEUX, 2002).
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Quadro 1 — Classificagdo e nomenclatura das espécies reativas de oxigénio e

nitrogénio

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Radicais Livres

Nao Radicais

Superoxido (O2')
Hidroxila (OH-)
Hidroperoxila (HOz2)
Peroxila (RO2')
Alcoxila

Carbonato

Di6xido de Carbono

Peréxido de Hidrogénio (H202)
Acido Hipobromoso (HOBTr)
Acido Hipocloroso (HOCI)
Ozonio (O3)

Oxigénio Singlet ('02)
Peroxidos Organicos (ROOH)
Peroxinitrito (ONOO)

Acido Peroxinitroso (ONOOH)

Espécies Reativas de

Oxidos Nitrogénio (ERONSs)

Oxido Nitroso (NO")
Diéxido de Nitrogénio (NOz2')

Acido Nitroso (HNO2)

Cation Nitroxil (NO*)

Anion Nitroxil (NO")

Triéxido de Dinitrogénio (N202)
Tetroxido de Dinitrogénio (N204)
Peroxinitrito (ONOO)

Acido Peroxinitroso(ONOOH)
Cation Nitril (NO2")
Peroxinitritos Alxil (ROONO)

Nota: Espécies reativas € um termo que engloba qualquer composto que seja potencialmente reativo. Entre as
EROs estao incluidas as espécies reativas radicais (radicais livres) e nao radicais. Da mesma forma as ERONSs,
Radical livre refere-se a um atomo ou molécula altamente reativa que tenha um elétron desemparelhado em sua
ultima camada eletronica. As espécies ndo radicais sao agentes oxidantes e podem se converter em radicais livres.
Todo radical livre € uma espécie reativa, mas nem toda espécie reativa € um radical livre.

Fonte: Barbosa et al. (2008).

Figura 9 — Marcadores de estresse oxidativo
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Fonte: Kirschvink e Lekeux (2002).
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No Quadro 2, podem ser encontradas as principais enzimas antioxidantes

com sua agao bioldgica e local de atuagao.

Quadro 2 — Sistema enzimatico antioxidante conforme sua reagéo bioldgica e seus

sitios de acao

Enzima (sigla)

Acao bioldgica

Locais

Superdéxido dismutase
(SOD)

Catalisa a desmutagao do Oz, convertendo-o
em H202, que € menos reativo e pode ser
degradado por outras enzimas

Abundante nas
células aerobicas

Catalase
(Cat)

Catalisa a agua e oxigénio para formacgao de
H20:2

Eritrécitos e bacgo,
rins nos mamiferos e
figado

Glutationa peroxidase
(GSH-Px)

Catalisa a redugéo H20:2 e peréxidos orgénicos
para o seu alcool correspondente, sendo que a
glutadiona opera em ciclos entre a sua forma
oxidada e a sua forma reduzida

Citosol

Glutationa redutase
(GSH-Rd)

Mantém o sistema de protecao celular integro
através da redugao da forma oxidada (GSSG)
para a forma reduzida (GSH)

Figado e linfonodos

Fonte: Adaptado de Oliveira e Schoffen (2010).

S&o varios os marcadores de estresse oxidativo (Figura 10) e estéo

disponiveis em grande variedade de fluidos fisioldgicos, mas os mais investigados séo

o malondialdeido (MDA), catalase (CAT), superdoxido dismutase (SOD), glutationa
reduzida (GSH) oxido nitrico (NO) (TORODOVA et al.,, 2005; KIRSCHVINK;
MOFFARTS; LEKEUX, 2008; PANDEY; RIZVI, 2010; CAMPOS; LEME, 2017; ANKUR
et al.,, 2018; BOTTEGARO et al., 2018; LACERDA et al., 2018; TRIPATHI; PANDY;
SAGAR, 2018; SHONO et al., 2020; NOGUEIRA et al., 2021).



43

Figura 10 — Principais sistemas de defesa enzimatica endégena das células aerdbicas
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Nota: Sao eles: Superdxido dismutase (SOD), Glutationa peroxidase (GSH-Px), Glutationa redutase (GSH-Rd),
Catalase (Cat). Preservam os radicais superoxido e o peroxido de hidrogénio, transformando-os em espécies
menos reativas. A SOD catalisa a dismutagdo do radical superdxido (+ O2) em perdxido de hidrogénio (H20x2).
Apesar de o H202 ndo ser um radical, ele é rapidamente convertido pela “reagéo de fenton” no radical « OH, que é
muito reativo. A GPx inutiliza o peréxido de hidrogénio, retirando hidrogénios de duas moléculas de GSH,
ocasionando em dois H20 e um GSSG. Assim a GR regenera a GSH do GSSG. A CAT, importante parte da defesa
enzimatica, neutraliza o H202 em H20.
Fonte: Pandey e Rizvi (2010).

2.4.1.1. indice de estresse oxidativo (IEO)

Uma outra maneira de se investigar o estresse oxidativo € por meio do “indice
de estresse oxidativo” (IEO), que se da por meio de equagao que identifica niveis de
metabdlitos diacron reativos de oxigénio (d-ROMs) e o potencial antioxidante biolégico
(PAB), que sdo mais faceis de serem medidos. De acordo com Shono et al. (2020), o
IEQO é calculado usando a férmula:

IEO = d-ROM / PAB x 100
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2.4.1.2. Superoxido dismutase (SOD)

As superodxidos dismutases (SOD) sado metaloenzimas que catalisam a
dismutagdo do anion superdoxido em oxigénio molecular e perdxido de hidrogénio,
consequentemente, compdem um segmento importante do sistema de defesa
antioxidante celular (ANKUR et al., 2018). Outras enzimas, como a CAT e a GPx,
podem degradar o peréxido de hidrogénio, pois este € mais reativo. As enzimas SOD
podem ter trés tipos: SOD-cobre/zinco, presente no citosol, lisossomos, nucleos e na
zona intermembrana da mitocondria; SOD-manganés, apenas presente nas
mitocdndrias, com fungéo de regular o nivel de O2 nas mitocéndrias; SOD-extracelular,
que é uma glicoproteina encontrada no ambiente extracelular, em particular, nas
células dos vasos pulmonares e no sangue. As SOD em geral sdo encontradas em
todos os tecidos, com menor nivel tecido nervoso. A diminui¢do da atuagdo da SOD
pode ser gerada por mudangas nos niveis de cobre, zinco e manganés (OLIVEIRA;
OLIVEIRA, 2017). Esta enzima é a primeira enzima de desintoxica¢ao e o antioxidante
celular mais potente. E uma enzima antioxidante endégena que age como parte do
sistema de defesa de primeira linha contra as ERO - Figura 11 (IGHODARO;
AKINLOYE, 2018). O prejuizo oxidativo as proteinas pode decorrer em perda da
funcao bioquimica e mutagdes no DNA, erros na replicacdo, instabilidade do genoma
e morte celular. Uma das maneiras que os equinos podem ter comprometido o
equilibrio oxidativo € quando estdo acometidos por parasitose eritrocitaria, o que foi
relatado por Saleen e Al-Samaraif (2018), que identificaram decréscimo de SOD em
animais infectados por Theileria equi, sugerindo que o parasita poderia adulterar a

atividade da isoenzima pela producéao de radicais livres.
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Figura 11 — Primeira linha de defesa antioxidante contra ERO
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Fonte: Ighodaro e Akinloye (2018).

2.4.1.3. Catalase (CAT)

A catalase é uma enzima antioxidante que € encontrada na maioria dos
tecidos vivos que utilizam oxigénio. Participa na desintoxicacdo do peréxido de
hidrogénio (H202). Ela catalisa a transformagdo de duas moléculas de H202 em
oxigénio molecular e duas moléculas de agua (ANKUR et al., 2018; IGHODARO;
AKINLOYE, 2018). E numerosa e eficiente. E encontrada, sobretudo, nos
peroxissomos, mas ausente nas mitocondrias dos mamiferos, exceto no coragao de
ratos. Isso resulta que a dissociagao do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio é
executada pela glutationa peroxidase nas mitocondrias das células dos mamiferos.
Em vista disso, a competéncia da CAT de restringir os niveis de H202 nas células

enfatiza sua importancia nos mecanismos fisiolégicos citados, além de ser uma
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enzima antioxidante primaria (IGHODARO; AKINLOYE, 2018). A CAT tem maior
efetividade em ambientes intracelulares com maiores niveis de H202. Em érgaos como
0 cérebro, coragio e o pulmao, ndo sdo encontrados peroxissomos, em virtude disso
os niveis de CAT s&o baixos, o que os deixam mais sensiveis injurias oxidativas
(OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2017).

2.4.1.4. Glutationa S-transferases (GST)

Glutationa S-transferases (GST) € um grupo de isozimas metabdlicas de fase
Il eucaritdticas e procariéticas habitualmente conhecida devido a sua capacidade de
catalisar a conjugagdo do estado reduzido de glutationa (GSH) a substratos
xenobidticos com finalidade de desintoxicacdo (ALLOCATI et al., 2018). Desempenha
também uma funcdo essencial na desintoxicacdo de outros compostos deletérios,
assim como contra o estresse oxidativo. No entanto, esse recurso também é explorado
por células neoplasicas para adquirir barreira aos medicamentos e melhorar sua
sobrevivéncia. Consequentemente, varios membros da familia foram encontrados
com expressao acentuada em varios tipos de neoplasia (ALLOCATI et al., 2018;
ISMAIL et al., 2021).

2.4.1.5. Glutationa peroxidase (GPx)

A GPx é uma relevante enzima intracelular que, bem como a CAT, degradam
0os peroxidos de hidrogénio em agua e perdxidos lipidicos em seus alcoois
correspondentes, sobretudo, na mitocondria e as vezes no citoplasma (IGHODARO;
AKINLOYE, 2018). No entanto, a degradacéo do H202 ocorre distintivamente da CAT,
a GPx a faz por meio de uma jungédo com a glutationa em sua forma reduzida (GSH).
Esta enzima se encontra em abundante atividade nos rins, intestino e figado,
enquanto no cérebro apresenta baixa concentragao (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2017). Foi
descrito que baixos niveis de GPx podem levar a injurias oxidativas aos lipideos de
membrana e proteinas funcionais, culminando em danos neurotoxicos (Figura 12),
bem como disfuncdo endotelial pela elevagcdo do estresse oxidativo vascular
(IGHODARO; AKINLOYE, 2018).
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Figura 12 — Sequéncia dos danos causados pelo estresse oxidativo
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Fonte: Ighodaro e Akinloye (2018).

2.4.1.6. Glutationa reduzida (GSH)

A GSH é um tripeptideo tiol (L-glutamil-L-cisteinil-glicina), presente no citosol,
nucleo e mitocondrias de todas as células dos mamiferos e € fundamental para a
manutengao da integridade do ciclo catalitico da glutationa. E um elemento auxiliar na
prevencgao da produgao de peroxinitrito, regenera a vitamina E, quando reduz o radical
tocoferil em tocoferol e defende da oxidagao de proteinas. Ademais, a GSH é co-
substrato para GPx e para GST, contribui na reducdo das ligacdes dissulfeto de
proteinas e na conducdo de aminoacidos. A biogénese da glutationa acontece por
meio da gama-glutamilcisteina sintetase e da GSH sintetase, sendo a forma reduzida
(GSH) mais presente do que a forma oxidada (GSSG) (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2017).
Ha uma correlacao relevante entre os niveis de GSSG e o sistema enzimatico de
defesa. Em situagdo de desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, ocorrera
alteracgdes no estado redox da glutationa, identificando-se uma instabilidade entre a

producdo de GSSG e o consumo GHS. Dessa forma, a intensidade do estresse
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oxidativo pode ser acompanhada pela afericio de GSSH e/ou pela relagao
GSSG/GSH (BARBOSA et al., 2008).

2.4.1.7. Oxido nitrico (NO)

O NO intervém acerca de diversos eventos fisiologicos e esta presente em
uma grande parte do organismo, bem como envolvido em seus diferentes sistemas
biolégicos. Participa em mecanismos como vasodilata¢ao, citotoxicidade coordenada
por macréfagos, inibicao da ativagao, adesao e agregacao plaquetaria, manutencgao
da pressao arterial basal, otimizagao da transmissao sinaptica. Pode ser um oxidante
ou um redutor do ambiente onde se localiza (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002). Esta
também envolvido na formagdo de peroxinitrito, que cria o estresse oxidativo
(OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2017). O NO ou seus metabdlitos resultantes da interagao
com o oxigénio e radicais superéxidos podem alterar moléculas, como lipideos, acidos
nucléicos e proteinas, para gerar consequéncias fisioldogicas ou patogénicas.
Producao reduzida de NO diminui a perfusao nos tecidos e pode levar a criacdo de
trombos, por outro lado sua elevagdo acentuada induz a vasodilatagdo intensa,
culminando em choque, diminuicdo da acgao plaquetaria, comprometendo a
homeostase (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002). O o6xido nitrico é produzido pela
conversdo de L-arginina em L-citrulina por enzimas denominadas NO sintases. As trés
isoenzimas que geram NO est&o situadas nas fibras musculares. Dois sdo expressos
regularmente: o Tipo |, também nomeado “neuronal”’, que esta localizado no
sarcolema de fibras rapidas; e tipo Ill, “endotelial”, que é produzido nas mitocéndrias;
o terceiro tipo, “indutivel’, € expresso especialmente no curso de um processo
inflamatoério (ALFARO, 2019).

2.4.1.8. Malondialdeido (MDA)

O malondialdeido (MDA) é um dialdeido volatil, de baixo peso molecular
(C3H402, — P.M.= 72,07), de cadeia curta 1,3 — dicarbonil e considerado um acido
moderadamente fraco (pKa = 4,46 (LIMA; ABDALLA, 2001). E produto da peroxidagéo
lipidica; esta, por sua vez € um marcador do estresse oxidativo, pois acontece em
funcdo da degradacgao dos lipideos. Os lipideos poli-insaturados sédo vulneraveis a

agressao oxidativa, originando reagdes com a formagao de produtos finais como o
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MDA. Por isso o MDA é medido como biomarcador do estresse oxidativo (OLIVEIRA;
OLIVEIRA, 2017; SHAWAF; EL-DEEB; ELGIOUSHY, 2019). Esses acidos graxos
poli-insaturados nos fosfolipidios de membrana apds sofrerem a acdo de radicais
livres modificam a estrutura e a funcéo celular (TORODOVA et al., 2005). Foi relatado
aumento de MDA em equinos infectados por Theileiria equi e os autores atribuiram ao
parasito responsabilidade da elevacao da peroxidacédo lipidica e do MDA, que
aumentou os radicais livres e os danos a membrana celular (SALEEN; AL-SAMARAIF,
2018).

2.4.1.9. Capacidade antioxidante de reducao férrica (FRAP)

O teste da FRAP esta sujeito a capacidade de os antioxidantes reduzirem o
ferro (Ill) a ferro (Il). Este ensaio baseia-se na afericdo direta da habilidade dos
antioxidantes (redutores) em reduzirem, em circunstancias de pH baixo, o complexo
Fe*3/tripiridiltriazina (TPTZ), existente em excedente estequiométrico, para a forma
ferrosa Fe*?, de intensa cor azul e absorgdo maxima a 593 nm. Assim, o ensaio FRAP
€ capaz de detectar compostos que podem reduzir o complexo de ferro (lll) em ferro
(Il) e exibir um potencial de redugao padrdo. Os valores do ensaio FRAP sao
conseguidos monitorando a redugado a 593 nm, com leitura em contraste a um
reagente branco a um pré-determinado intervalo de tempo apdés a mistura
reagente/amostra, e confrontada com a outra que contém ions ferrosos em conhecida
concentracdo (MANCINI-FILHO, 2004).

2.4.1.10. Carbonilacao de proteinas

A presenga de ROS induz a oxidagao de proteinas, em especial, a oxidagao
de cadeias laterais de proteinas, com a consecutiva formagao de grupos de proteinas
carbonil. A concentragao de proteinas carbonil no sangue se eleva em circunstancias
patolégicas relacionadas ao estresse oxidativo. Em humanos, a carbonilagdo de
proteinas € um dos biomarcadores mais largamente utilizados para se avaliar a injuria
oxidativa as proteinas, visto que reflete a lesdao celular induzida por diversificadas
formas de ROS (RUGGERONE, 2018). Assim, como supracitado, a inflamagéo é
identificada por eventos oxidativos e a constatacdo de proteinas carboniladas em

amostras bioldgicas tem a possibilidade de ser empregada para dimensionar o grau
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de estresse oxidativo associado a inflamagdgo (COLOMBO et al, 2016). A
carbonilagdo de proteinas € induzida por mecanismos variados, como acido
hipocloroso originario de neutréfilos e conjugacdo a produtos aldeidos de lipidios. A
meia-vida das proteinas carboniladas é longa; assim, a analise do conteudo do grupo
carbonil proporciona um esclarecimento importante da extensao do estresse oxidativo
em condi¢des patolégicas (NOCERA et al., 2020).

2.4.1.11. Potencial antioxidante biologico (PAB)

O estresse oxidativo do sangue (EOS) e o potencial, ou poder, antioxidante
biolégico (PAB) sdo usados como biomarcadores de estresse oxidativo. O poder
antioxidante biolégico (PAB) quantifica a capacidade antioxidante e o EOS quantifica
o metabolismo das ROS. EOS e PAB tém uma correlagao alta assim como d-ROM e
PAB sendo usado como biomarcadores de OS confiaveis em equinos (KAMBAYASHI
et al., 2018). As concentragdes séricas de d-ROM e BAP em equinos sao diferentes
dos de caes e bovinos de leite e estes niveis podem apresentar uma larga faixa de
variacdo, dependendo da espécie (SHONO et al., 2020). O PAB aparenta ser um
marcador de estresse oxidativo mais confiavel para se avaliar em equinos em
atividades prolongadas, por apresentar menor variabilidade entre os animais
(BOTTEGARO et al., 2018).

Assim, as principais enzimas antioxidantes sdao SOD, catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GSH-Px). Como mencionado, o O2 é convertido por SOD em
H202, que é decomposto em agua e oxigénio por CAT, impedindo a produgao de
radicais hidroxila. Além disso, o GSH-Px converte radicais peroxidos e hidroxila em
formas nao toéxicas pela oxidagdo da glutationa reduzida (GSH) em dissulfeto de
glutationa e depois reduzido a GSH pela glutationa redutase. Outros marcadores: a
glutationa-S-transferase, NO e MDA (LIGUORI et al., 2018).
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2.5. A resposta de fase aguda e os principais marcadores

Durante um estado de higidez, o sistema homeostatico preserva o meio
interno do organismo em condigdo 6tima perante o meio externo, que apresenta
sucessivas oscilagdes. Os sistemas que proporcionam adaptagdes aos organismos
que respondem aos desafios externos vao da producéo intracelular de proteinas
responsivas ao calor tipico dos procariotas até a vasta sucessao de eventos mais
complexos que acontecem nos vertebrados. Acompanhada por uma diversidade de
estimulos inflamatdrios, a resposta localizada é seguida por varias modificagdes
sistémicas e metabdlicas que sdo denominadas de resposta de fase aguda
(MACKIEWICZ,; KUSHNER; BAUMANN, 1993).

A resposta de fase aguda (RFA) € um mecanismo tanto fisiolégico quanto
patolégico de defesa vinculado a inflamacgao, que acontece nas inflamagdes agudas
e cronicas, mesmo que a terminologia direcione aos eventos imediatos. Apresenta a
peculiaridade de provocar alteracido de elevagao ou decréscimo dos niveis séricos de
algumas proteinas particulares em decorréncia de estimulo que acarrete injuria em
determinado tecido. Estimulos que normalmente provocam a elevagdo dessas
proteinas incluem infecgao bacteriana, cirurgia ou trauma, fraturas, neoplasia (Quadro
3), queimadura, ataque viral, estados imunomediados, partos (MACKIEWICZ;
KUSHNER; BAUMANN, 1993; SAFI, 2012; McGOVERN, 2018; MACEDO et al.,
2017).

Quadro 3 — Causas da inflamagao

Causas de inflamagao

¢ Infeccao bacteriana (ex.: garrotilho, pneumonia, pleurite, abscesso, peritonite,
colite, enterite, artrite séptica, osteomielite);

¢ Infecgao viral (ex.: herpes virus equino, influenza equina);

e Doencas inflamatdrias (enterite, colite, peritonite, enteropatia por areia,
e Doencas inflamatdrias intestinais

e Injuria de tecidos (trauma, cirurgia, injuria muscular severa)

e Doencas imuno mediadas (vasculite, linfangite, pénfigo foliaceo);

e Endotoxemia/syndrome da resposta inflamatéria sistémica

¢ Neoplasia

e Vacinacao

Fonte: McGovern (2018).
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Durante a RFA acontece uma elevacgao rapida na geracao de proteinas do
sistema imune. Nesta fase aguda, todos os tipos de fatores estdo presentes no
sangue, que em geral s&o sintetizadas em uma condi¢gdo saudavel, mas depois em
menor escala. A concentracdo pode aumentar em poucas horas em dezenas,
centenas e milhares de vezes, dependendo do marcador (VAN DER BIE, 2006).

A RFA é uma resposta com agrupamento de reagdes inflamatdrias sistémicas
inespecificas, altamente complexas e bem orquestradas, que ocorre imediatamente
ap6s uma injuria. Mediadores da inflamagédo provocam os processos inflamatorios
locais e sistémicos. Os macréfagos ativados soltam uma relevante variedade de
mediadores, em que as citocinas representam importancia exclusiva para comegar a
seguinte sequéncia de reacdes. As citocinas que agem como elo sinalizador entre o
local da injuria e os hepatdcitos tém diferenciadas origens e atribuicées. Na regido da
lesdo, as citocinas atuam nas células estromais, como fibroblastos e células
endoteliais, provocando um segundo impulso de citocinas. Essa onda secundaria
eleva o sinal homeostatico e tem o inicio das cascatas celulares e de citocinas
comprometidas no melindroso processo da RFA (SAFI, 2012).

A RFA compreende quatro segmentos elementares, os indutores (estimulo),
que originam o processo inflamatdério; os sensores, receptores de membrana celular,
que identificam os indutores e deflagram a sintese dos mediadores da inflamagao; os
mediadores inflamatérios (citocinas, quimiocinas, 6 aminas bioativas, eicosanoides e
produtos de cascatas proteoliticas), que agem nos tecidos alvo induzindo
modificagdes em sua fungcdo como aumento da permeabilidade, o que permite a
passagem das células de defesa, em especial os neutrofilos, para a regiao lesionada;
e o tecido agredido (MEDZHITQOV, 2010).

A caracteristica principal da RFA é a produgao de proteinas de fase aguda
(PFA) positivas como fibrinogénio, haptoglobina e amiloide sérica “A” pelos
hepatécitos, vinculadas a restauragédo da homeostase. Simultaneamente acontece
diminuicdo da sintese de diferentes proteinas denominadas proteinas de fase aguda
negativas, como a albumina e a transferrina (JACOBSEN; ANDERSEN, 2007; SAFI,
2012; DONDI et al., 2015; LECLERE et al., 2015; LONG; NOLEN-WALSTON, 2020).

O figado exerce uma atribuicao indispensavel na imunidade inata e adaptativa
e esta essencialmente comprometido com a RFA. E o 6rgdo que acomoda o maior
agrupamento de macréfagos teciduais, que, por ocasiao da resposta aguda, € uma

fonte primordial de citocinas inflamatoérias que coordenam a sintese de PFA pelos
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hepatdcitos e estdo comprometidos com a sucessao de episddios da imunidade inata
€ em consequéncia, a adaptativa (JAIN et al., 2011; LECLERE et al., 2015; EHLTING
et al., 2016; LONG; NOLEN-WALSTON, 2020).

Seja qual for o processo envolvendo equinos que tenha associagdo com a
atividade esportiva, seja competi¢ao, treinamento, exercicios diversos e outros, indica
possibilidade de gerar alteragdo na homeostase, provocando uma resposta aguda ao
estresse. Essa resposta impulsionaria modificagdes fisiologicas distintas que exigiriam
um ajuste entre os varios sistemas, dentre eles, os sistemas respiratorio,
cardiovascular, muscular, tegumentar, renal e hepatico e o trato gastrointestinal
(BARTOLOME; COCKRAM, 2016; ARFUSO et al., 2020).

O prejuizo da imunidade mediada por células e a produgéo de cortisol s&o
reconhecidos como dois constituintes da RFA, que é uma reagao imune a estimulos
nao especificos identificados por transformacdes sistémicas, fisioldgicas e
metabdlicas, abrangendo o estresse oxidativo e producao de PFA (PADALINO et al.,
2017).

As elevagdes das concentragdes das PFA indicam uma tipica reacao de fase
aguda e mostram o estado clinico do animal e tém atividades bioldgicas especificas,

conforme pode ser visto no Quadro 4 (JAIN et al., 2011).

Quadro 4 — Atividade biolégica das principais PFAs nos equinos

PFA Atividade biolégica

Transporte de colesterol das células danificadas para hepatécitos
Efeito inibitério na febre

Efeito inibitério sobre a agéo oxidativa de neutrdéfilos

Amiloide sérica A | Efeito inibitério in vitro na resposta imune

Efeito quimiotaxico em mondcitos, leucdcitos e células T

Inducdo da mobilizagao de calcio por mondcitos

Inibicdo da ativacdo plaquetaria

Vincula-se a hemoglobina

Efeito bacteriostatico

Estimulag&o da angiogénese

Haptoglobina Papel no metabolismo lipidico/desenvolvimento de figado gordo em
bovinos

Efeito imunomodulador

Inibicdo da atividade respiratéria dos neutrofilos

Fonte: Jain et al. (2011).
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Em seres humanos e animais, a proteina C reativa (PCR), a haptoglobina (Hp)
e a amiloide sérica A (ASA) sédo as proteinas de maior responsividade. Porém, a
exteriorizagdo dessas proteinas tem variagdo entre as espécies animais (Tabela 2).
Nos equinos, a ASA é a que apresenta maior sensibilidade em face de uma RFA,
seguida da manifestacdo moderada da Hp e PCR. Sendo esta ultima a que mais se
altera em humanos e caes (CYWINSKA et al., 2012).

Tabela 2 — As proteinas de fase aguda (PFA) principais e moderadas que respondem
a estimulos inflamatoérios em varias espécies de animais domésticos

Espécie Proteina principal Proteina moderada
Felino ASA GPA, Hp
Canino PCR, ASA Hp, GPA
Equino ASA Hp, Fb (McGORVEN, 2018)
Bovino Hp, ASA GPA

Fonte: Adaptada de Cray et al. (2009), Eckersall e Bell (2010), McGovern (2018) e Kaur, Qureshi e
Khadke (2020).

Nota: ASA — amiloide sérica “A”; PCR — proteina C reativa; Hp — haptoglobina; GPA — a1-glicoproteina acida; Fb
— fibrinogénio.

A ASA é a unica principal PFA positiva no cavalo. Uma PFA principal é
determinada como aquela das quais as concentragdes sao baixas ou clinicamente
indetectaveis em animais higidos, no entanto, rapidamente elevam mais de 10 vezes
por ocasiao da RFA e decrescem rapidamente com o término da enfermidade (LONG;
NOLEN-WALSTON, 2020).

2.5.1. Amiloide sérica “A” (ASA)

A amiloide sérica A (ASA) é uma apolipoproteina que apresenta em trés
isoformas e é agregada principalmente com lipoproteinas de alta densidade. E
sintetizada principalmente no figado. A produgéo extra-hepatica da ASA similarmente
acontece no colostro e no liquido sinovial, em especial a ASA3, presente nos dois
ultimos fluidos referidos (SAFI, 2012; LONG; NOLEN-WALSTON, 2020). Também foi
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encontrada em liquido abdominal de equinos acometidos de disturbio gastrointestinal
(POLLOCK, 2017). A queda na recuperagdo ou uma nova agressao/secundaria
resulta em reagudizagdo da resposta e em um retorno de elevados niveis (LONG;
NOLEN-WALSTON, 2020). E uma proteina com densidade alta, pesando entre 9 e 14
kDa na forma desnaturada (ECKERSALL, 2008).

A ASA ¢ aferida cada vez mais na rotina em cavalos: algumas das referéncias
incluem, mas nao limitam cirurgia, liquido sinovial, inflamagdo, doencgas
gastrointestinais, reprodutivas, respiratérias, musculo esqueléticas, parasitarias,
neonatologia e exercicio. Até o momento, a maioria dos estudos concentrou-se nas
modificagdes dos niveis da ASA apds enfermidades ou injurias (POLLOCK, 2017).

A ASA apresenta relevante utilidade em cavalos, pois tem caracteristica de
baixas concentragbes ou indetectaveis em animais clinicamente saudaveis. A sua
elevacdo nos equinos apos injuria € amplamente relatada. Pode aumentar mais de
100 vezes apos lesdo tecidual, infecgdo ou inflamagéo (SAFI, 2012). E relatado um
incremento das concentragées no sangue de até 1.000 vezes apds seis horas da
injuria (WESTERMAN et al., 2016; LONG; NOLEN-WALSTON, 2020). Essa proteina
vem sendo largamente utilizada no monitoramento da saude de equinos de corrida
como um indicador de injurias, observando-se a elevacao de 10 a 1.000 vezes em 24
a 48 horas apos a lesdo (TURLO et al., 2015).

A literatura cientifica, normalmente, utiliza como valor de referéncia para a
ASA < 20 pg/mL, mas vem sendo empregado o valor < 5 uyg/mL para considerar o
animal em estado de higidez (WESTERMAN et al., 2016; BARROS, 2018).

Foi relatada a correlagao entre a elevacao da ASA a exercicios fisico de longa
duragéo e n&o a de alta intensidade de curta duragéo, sugerindo que esse marcador
pode ser usado para avaliar a higidez de animais em atividades intensas ou monitorar
a extensdo da lesdo nas atividades que envolvem longa distancia (NOLEN-
WALSTON, 2015; SIQUEIRA; FERNANDES, 2017; CARVALHO FILHO et al., 2019).

2.5.2. Haptoglobina (Hp)
A haptoglobina (Hp) é uma glicoproteina formada por duas subunidades

polipeptidicas (2a e 2B); a com 16 a 23 kDa e  com 35 a 40 kDa de peso molecular.

Sua produgao é hepatica e pode ser encontrada dentro da fragdo a2-globulina. Em
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equinos, a resposta da Hp tem sido associada a processos inflamatdrios sistémicos e
procedimentos cirurgicos (POLLOCK, 2017).

E uma proteina que faz ligagdo & hemoglobina desprendida de eritrocitos com
o objetivo de diminuir a atividade oxidativa. O complexo haptoglobina-hemoglobina é
empregado para identificar e monitorar anemia hemolitica intravascular (JAIN et al.,
2011).

A Hp é uma proteina de fase aguda moderada e apresenta aumento lento,
entretanto, continua com a concentracédo elevada por mais tempo e é um marcador
para quadros de inflamagao sistémica agudos e crénicos. Essa elevagcido pode ser
observada tanto no soro quanto no liquido sinovial em equinos com artrite
(BARRACHINHA et al., 2016).

A essa proteina também foi conferida a propriedade de avaliar lesdo de
esforco por longa duragao, pois ela se eleva em atividades prolongadas (AMARAL et
al., 2015). Também para acompanhar o pds-cirurgico de equinos, pois pode demorar
dias para voltar ao perfil inicial devido a sua maior persisténcia, sete dias ou mais
(BARRACHINHA et al., 2016), além de apresentar maior resposta a cirurgia do que a
quadros inflamatdrios adquiridos (WESTERMAN et al., 2015).

A haptoglobina nao inicia a elevacao até 12 a 24 horas apds um estimulo
inflamatdrio, enquanto o ASA pode aumentar> 100 vezes em 6 a 12 horas apés um
estimulo inflamatdério. Mesmo assim, a afericado da Hp tem valor clinico. Concentracéo
alta acima da referéncia (10 to 70 mg/dL) no momento da admissao no animal com
célica no hospital pode sugerir um disturbio inflamatério crénico. A avaliacdo das PFA
principais € moderadas favorece uma melhor avaliagdo da severidade e duragao de
uma enfermidade, uma vez que as principais PFA crescem e decrescem rapidamente
em virtude da meia-vida relativamente curta, enquanto as PFA moderadas elevam e
abaixam mais lentamente (WESTERMAN et al., 2016). Outro valor de referéncia é
sugerido por Barros (2018), que pode variar dentre 200 de 400 mg/L.

2.5.3. Fibrinogénio (Fb)

O fibrinogénio (Fb) é uma PFA moderada que pode ser estimada com
facilidade por precipitagao térmica e refratometria (HP de fibrinogénio) ou medida com
mais precisdo por outros meétodos. Embora os niveis de fibrinogénio ndo se elevem

até 24 a 72 horas apos o comecgo da lesdo inflamatoéria e, apesar de ndo ser um
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indicador muito sensivel da inflamagao, o fibrinogénio € frequentemente avaliado na
pratica equina (FERNANDEZ; ROY, 2019).

O Fb apresenta um peso molecular alto, aproximadamente 340 kDa e constitui
cinco por cento do plasma sanguineo e tem grande relevancia na cascata de
coagulagao, onde fornece substratos para se formar a fibrina e matriz para migragao
de células inflamatérias (WEISS; WARDROP; SCHALM, 2010). Os valores de
referéncia para os equinos estdo entre 100 e 400 mg/dL (KANEKO et al., 2008;
BARROS, 2018).

O Fb pode ter suas concentragcbes elevando-se de 1 a 10 vezes em um
periodo de 24 a 72 horas. Essa elevagdo um tanto tardia indica que € menos
apropriada que a ASA para identificar inflamag¢ao mais aguda. Os resultados elevados
podem ser influenciados pela desidratacdo e o decréscimo por hipoproteinemia,
embora sejam alteragdes relativamente amenas (McGOVERN, 2018).

O dispéndio de fibrinogénio no processo de coagulacao, seja localizada ou
disseminada, assim como a elevacado da fibrindlise, que pode estar associada a
hemorragia, podem mascarar a elevagao devido a inflamacado (OVERMANN, 2018). A
hiperfibrinogenemia severa ¢é frequente em equinos com abscesso interno
(McGOVERN, 2018).

Foi encontrado aumento do fibrinogénio em cavalos apds serem
transportados por longa distancia (WESSELY-SZPONDER et al., 2015), bem como
em animais com asma em relacéo a saudaveis (PIHL et al., 2017).

Embora haja uma convencgao de que outras PFA com resposta mais rapida e
de maior intensidade em varias espeécies, como mencionado, a mensuragdo do
fibrinogénio plasmatico como metodologia de diagndstico e progndstico em casos de
inflamacdo até o momento é a mais empregada em virtude da simplicidade de
determinacao (WEISS; WARDROP; SCHALM, 2010).

2.5.4. a1 glicoproteina acida (GPA)

A a1 glicoproteina acida (GPA) € uma PFA que apresenta peso molecular por
volta de 43 kDa (ECKERSALL, 2008). Apesar de sua producéo e liberagao acontecer
especialmente nos hepatdcitos, sua sintese extra-hepatica e expressao génica ja séo
conhecidas. E uma proteina com relevante teor de carboidratos (45%) e desempenha
algumas atribuigdes fisiolégicas, como a¢gdo imunomoduladora e aptidao para se ligar
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e carrear substancias enddgenas (MACKIEWICZ; KUSHNER; BAUMANN, 1993;
FOURNIER et al., 2000). E uma proteina que também se eleva de forma lenta e
igualmente permanecendo por mais tempo no organismo. Embora essa caracteristica
dé uma vantagem se der um marcador de evolugdo de processos inflamatérios,
podendo ser observada a progressao de um processo agudo a cronico (ECKERSALL,
2008), ela nao é utilizada comumente na rotina de equinos. Ja foi avaliada em equinos
acometidos com sindrome colica e percebido incremento, em especial, nos animais
que vieram a o6bito apds a cirurgia (FAGLIARI et al., 2008; DI FILIPPO; NOGUEIRA;
SANTANA, 2011). A GPA é uma das proteinas mais fortemente glicosadas no soro e
seu principal monitoramento esta associado aos processos inflamatérios crénicos, em
vez de agudos (WALSH, 2021). A AGP esta vinculada a modulagdo da reacdo do
sistema imunoldgico, impedindo a fagocitose, a ativagao de neutréfilos e a agregacéo
das plaquetas, além de poder ter determinada atribuicdo na maturagcao dos linfocitos
T e B. Em equinos, AGP apresenta elevagdo maxima de dois a trés dias apods
orquiectomia ou cirurgia intestinal com regresso aos valores basais em 14 a 28 dias
(WALSH, 2021).

2.5.5. Ceruloplasmina (Cp)

A ceruloplasmina é uma a2-glicoproteina com resposta moderada, de peso
molecular entre 100 e 155 kDa, conforme a espécie. Apresenta ligagdo com maioria
do cobre livre, envolvendo a maior parte do cobre circulante, aproximadamente 95 %
em todas as espécies, com excegao do cdo, em que a Cp corresponde somente a 40
% do cobre no plasma (KANEKO et al., 2008). E a principal proteina de transporte de
cobre no sangue e esta envolvida no metabolismo do ferro. Uma das principais
funcdes é a de antioxidante, uma vez que apresenta relevante atividade de ferroxidase
e pode sequestrar outros radicais livres (BUITRAGO et al., 2020). Também nao esta
entre as PFA mais utilizadas na rotina de atendimento de equinos (RAMOS et al.,
2018), embora tenha participagédo relevante no mecanismo de cicatrizagdo de
ferimentos e na sintese do colageno (JAIN et al., 2011).
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2.5.6. al-antitripsina (ALFA 1) e a2-macroglobulina (ALFA 2)

A al-antitripsina (60 kDa) inibe uma abundante diversidade de proteases. Ela
salvaguarda a integridade dos tecidos contra enzimas de células inflamatorias,
especialmente elastase de neutrdfilos. A a2-macroglobulina € uma proteina
plasmatica grande (182 kDa) sintetizada pelo figado. E também competente na
inativagdo de extensa variedade de proteinases, englobando serina, cisteina,
aspartica e metaloproteinases (ECKERSALL, 2008; KRASTEVA; KISSELOVA, 2011).
O incremento dessas proteinas ja foi relatado em equinos com sindrome célica
(FAGLIARI et al., 2008), no entanto, € mencionado o fato de a finalidade diagnéstica
ainda nao ser explicada (ECKERSALL, 2008). A ALFA 1 é referida como um reagente
de fase aguda hepatica positiva e sua concentragdo plasmatica se eleva de trés a
quatro vezes por ocasiao de uma resposta de fase aguda. Uma modulagdo mais sutil
da reagao a inflamagao em fungao da inibicdo da proteinase pela macroglobulina é a
diminuicdo dos peptideos bioativos, que conjuntamente sio liberados pelas etapas da
protedlise da coagulagéo e cascatas do complemento (ROBERTS, 1993). Apresentam
resposta de fase aguda moderada e ja foi descrita sua elevagdo em enfermidades,

como sindrome nefrética, bem como doenga hepatica cronica (ECKERSALL, 2008).

2.5.7. Transferrina (TRF)

A transferrina € uma glicoproteina que apresenta peso molecular de 76 kDa,
responsavel pelo transporte de ions de ferro na circulagao, cujo teor sérico tende a
decrescer na presenga de condicdo inflamatéria (DI FILIPPO; NOGUEIRA;
SANTANA, 2011). E uma B-globulina sintetizada no figado, tecido linfoide, ovarios,
testiculos e glandula mamaria. E o transportador de ferro fundamental para os tecidos
de armazenamento e para a medula 6ssea (ASSENZA et al.,, 2016). O ferro é
essencial para todos os organismos, desempenhando fung¢ao central na replicagéo do
DNA, quando exige o ferro como cofator de enzimas. No entanto, o ferro livre pode
ser toxico, favorecendo a formagao de radicais livres. Em razéo disso, € importante
que o ferro seja transportado na forma inativa redox. Assim, a fungao primordial da
TRF é transportar o ferro de forma segura até as células em desenvolvimento
(GOMME; McCANN; BERTOLINI, 2005). Em ocasides em que é percebida uma
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deficiéncia na absorgéao de ferro, a sintese da transferrina & provocada e o ferro livre
€ indisponibilizado para os micro-organismos agressores. Isso atribui a essa proteina
propriedades antibacteriana e antiviral. Em circunstancias de déficit de ferro, pode ser
observado um incremento na concentragcdo plasmatica da transferrina (CONTIN,
2015).

2.5.8. Albumina (ALB)

A ALB é uma proteina de fase aguda com peso molecular de 65 kDa. Sao
varias as fung¢des da albumina (ALB), dentre elas, a conservagdo da pressao
coloidosmadtica no interior dos compartimentos intravascular e extravascular;
transportadora de horménios e ions enddgenos, assim como farmacos; eliminadora
de espécies de radicais livres provenientes do oxigénio em sitios de inflamacéao,
participa ainda no equilibrio acido-base e contribui para a eliminacédo de residuos de
produtos e mediador da coagulagdo (MAZZAFERRO; EDWARDS, 2020). A albumina
€ uma proteina de fase aguda negativa e, portanto, é reduzida na inflamacao, devido
a diminuicdo de sua producao no figado e € mais perceptivel em casos crdnicos
(ECKERSALL, 2008; McGOVERN, 2018). Apresenta peso molecular de 6 kDa e
representa 60% da proteina total no. A albumina, a proteina circulante em maior
quantidade no plasma, desempenha relevantes atribuicdes antioxidantes. Atua
mediante seus multiplos sitios de ligacéo e especialidade de captura de radicais livres.
Em situacdes fisiologicas ou patoldgicas, a funcao vinculada a variagbes no estado
redox, a estrutura da ALB e suas caracteristicas antioxidantes positivas podem ser
mudadas (NIEDZWIEDZ et al., 2012).

2.5.9. Apolipoproteina alfa 1 (APO-A1)

A Apo A1 é uma proteina de fase aguda negativa pertencente a um grupo de
lipoproteinas sintetizadas no figado com a responsabilidade de remover o colesterol
e conduzi-lo para o figado, onde é excretado na bile ou reaproveitado (CARVALHO
FILHO et al., 2019; KOSINSKA et al., 2021). Trata-se de uma proteina negativa que
integra a estrutura superficial da lipoproteina de alta densidade (HDL). Em animais
com processos inflamatorios agudos, a amiloide sérica A se liga ao HDL para exercer

sua atribuicdo, isso acarreta o desligamento da APO-A1, que é rapidamente retirada
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da circulagdo, e assim se da a caracteristica negativa, ou seja, sua redugao em
processos inflamatoérios (SOUTO et al.,, 2019). Estudo sobre PFAs em equinos
submetidos a exercicio de hipismo verificou decréscimo da APO-A1 24 horas apds o
esforgo fisico e elevagao de outras PFAs positivas (CARVALHO FILHO et al., 2019).
Foi relatado que a apolipoproteina tem possibilidade de ser um potencial biomarcador
para enfermidades hepaticas, como esteatose hepatica nédo alcodlica ou fibrose
hepatica, em humanos. Isso pode sugerir que alteragées indicam disturbios no
metabolismo lipidico do figado causados por enfermidade respiratéria induzida por
transporte (NAHUM et al., 2011; MINAMIJIMA et al., 2021). A APO-A1 é a porgao
proteica fundamental da lipoproteina (HDL). Apds seu proposito no efluxo de
colesterol, a outra particularidade mais analisada é sua peculiaridade anti-inflamatéria.
Além de que se envolve na peroxidagao lipidica e nos receptores imunes inatos. Essa
acao anti-inflamatoria acontece em funcao de particularidades, essencialmente o
potencial de inibir a migragdo pelo endotélio de células imunes a fim de inibir a
ativagdo de mondcitos e geragao de citocinas estimuladas pelo contato de células T,
com o intuito de impedir a peroxidacdo de lipidios e prejudicar receptores imunes
inatos (VUILLEUMIER et al., 2013).

2.5.10. Proteina C reativa (PCR)

A proteina C reativa (PCR) € uma pentraxina formada por cinco subunidades
(20 kDa) em um mesmo plano que forma uma estrutura pentamétrica. E uma PFA
principal em humanos e caes, mas sem relevante sensibilidade nos equinos
(KANEKO, 2008; CRAY et al., 2009; ECKERSALL; BELL, 2010; McGOVERN, 2018;
KAUR; QURESHI; KHADKE, 2020).

Apds o ataque bacteriano, a PCR se conecta ao patégeno e aciona a via
classica do complemento, resultando na opsonizacdo da bactéria. A conexdo da
proteina ao patégeno da mesma forma interage com receptores especificos nos
fagocitos, estimula a sintese de citocinas anti-inflamatérias e modula a atividade dos
neutrofilos (KANEKO, 2008). Em bovinos, gatos e equinos, a resposta da PCR é
reduzida em relacdo a espécies ja mencionadas (ECKERSALL, 2008).

Em equinos adultos, os niveis de PCR s&o incrementados em 24 horas apés

o estimulo inflamatdrio e atinge o valor maximo em 3 a 5 dias. Apds o tratamento, a
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PCR decresce para o nivel basal de duas a trés semanas. (KAUR; QURESHI;
KHADKE, 2020).

As proteinas de fase aguda sdo amplamente estudadas e apresentam
metodologia especifica para sua identificacdo e mensuragdo e podem ser

identificadas no Quadro 5.

Quadro 5 — PFAs mais utilizadas com os respectivos testes e referéncia

PFA Método diagnoéstico Referéncia

Jacobsen e Andersen (2007), Cray et
ASA ELISA, eletroforese, imunoturbidimetria, al. (2009), Christensen et al. (2012),
imunocromatografia Queiroz et al. (2016), Barros (2018) e
Souto et al. (2019)

Salgado et al. (2011), Queiroz et al.
Hp Eletroforese, imunoturbidimetria, ELISA* (2016), Ramos et al. (2018), Abcam
(2019)*, Souto et al. (2019)

Imunoturbidimetria, refratometria, Di Filippo et al. (2009), Hooijberg et al.
Fb precipitagéo térmica, polimerizagdo molecular | (2014), Bastos et al. (2016), Barros
(cronométrica), espectrofotometria (2018) e Ramos et al. (2018)
Proteina ELISA, imunoturbidimetria, Anziliero et al. (2013), Barroso (2016)
Creativa | imunocromatografia e Queiroz et al. (2016)

Fonte: Abcam (2019)*.

Nota: *Apenas para pesquisa.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Comité de ética

3.1.1. Autorizacao para uso de animal

A realizacdo do estudo experimental seguiu as Normas de Condutas para o
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 Legislagdo brasileira vigente. O
delineamento experimental foi submetido & Comissao de Etica no Uso de Animais da
UFV e aprovado sob o numero CEUA/UFV 46/2019.

3.1.2. Critérios para determinacao do “n” amostral

Para a definigdo do tamanho da amostra desta tese empregou-se o critério de
intervalo de confianga de 10% de valores médios e desvio padréo obtidos no trabalho
de referéncia da variavel cortisol que sera estudada nesta tese (KEDZIERSKI;

BELKOT, 2018). A seguir, utilizou-se o seguinte calculo amostral:

n = [1,96*o0/erro amostral (10%) ou (p < 0,10) da média]?
n = 1,96 x (DP/10% média)?
n=1,96 x (33,6/9,6)?
n=1,96 x (3,5)?
n=196x12,25
n=24

Empregou-se a férmula na variavel cortisol apds a viagem.

Embora a determinagdo da amostra seja 24, este estudo foi realizado com 12
animais em virtude de se fazer apenas um carregamento de animais. Como o exemplo
da referéncia aqui utilizada que fez uso de 16 animais. Paladino et al. (2017) utilizaram
10 equinos para percorrer 4000 quildmetros e verificar variagdes no estresse oxidativo
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e em 2012 verificou alteracbes metabodlicas em 12 animais. Niedzwiedz, Kubiak e
Nicpon (2013) avaliaram alteragdes fisioldgicas em 60 equinos apds oito horas de
viagem.

Todo o procedimento foi realizado pelo médico veterinario Wilson Pinheiro de
Carvalho Filho, CRMV/ES -1969/VP.

3.2. Local de realizagao

O experimento foi conduzido na fazenda Marimbondo, municipio de
Araruama, no estado do Rio de Janeiro (latitude -22.8148, longitude -42.4227) entre
os dias 24 de julho e 14 de agosto de 2019. Foi observada uma amplitude térmica loca

de 15 a 34°C, umidade relativa do ar entre 58 % e 93% (Tabela 3).

Tabela 3 — Temperatura, umidade relativa do ar nos dias de coleta de dados

) Média +
Momentos Antes Apés  6h  24h  48h  72h  96h  120n 144n OOk

JULHO

Dia 24 24 24 25 26 27 28 29 30

Temperatura ('C) 17 18 15 16 17 18 21 23 26 19436

g/f;'dade relativa 82 95 83 81 89 80 76 75 61 80295

Temp. Veiculo (°C) 22,4

AGOSTO

Dia 14 14 14 15 16 17 18 19 20

Temperatura ("C) 26 34 28 16 17 18 22 25 28 24+6

Umidade relativa 58 65 83 93 92 85 76 74 59  76£13,3

(%)
Temp Veiculo (°C) 37,5

As anadlises hematoldgicas e bioquimicas das amostras sanguineas foram
realizadas parte no laboratério do Departamento de Veterinaria da Universidade
Federal de Vigosa (LPPCV/DVT/UFV) e parte no Instituto de Diagnéstico Animal
(IDAN), no Espirito Santo. As analises do estresse oxidativo foram feitas no
Laboratério de Imunoquimica e Glicobiologia do Departamento de Biologia Geral da

UFV. As proteinas de fase aguda foram analisadas no Laboratorio de Pesquisa em
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Patologia Clinica Veterinaria do Departamento de Veterinaria (LPPCV/DVT/UFV) e no

Laboratério de Protedmica e Bioquimica de Proteinas da UFV.
3.3. Animais

Foram utilizados 11 equinos, sete machos castrados e quatro fémeas nao
gestantes, mestigos da raga quarto de milha, na faixa etaria entre cinco e doze (média

8,5 £ 1,4) anos e média de peso de 447,1 £ 21,2 quilos (Tabela 4).

Tabela 4 — Identificacdo do sexo, idade e peso dos animais seguidos da média

Animal (n°) Sexo Idade (anos) Peso (quilos)

1 M 7 420

2 M 10 530

3 M 10 473

4 M 7 436

5 M 9 398

6 M 10 440

7 M 10 415

8 F 7 450

9 F 7 445
10 F 6 461
11 F 5 450
Média 8,5 4471
DP 1,4 21,2

Os animais pertencem a um criador particular do municipio de Araruama, no
estado do Rio de Janeiro. Nenhum animal envolvido no experimento executou
atividades de trabalho durante o periodo de execugéo da investigagdo. Nenhum dos
equinos tinha histérico de ocorréncia clinica nos ultimos 365 dias anteriores ao
experimento. Foram submetidos ao transporte em condi¢cdes de higidez, sob exame

fisico e clinico que indicou satisfatério estado de saude.
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3.3.1. Manejo geral dos animais

Os animais fazem parte do plantel destinado ao trabalho diario no manejo de
criacdo de gado de corte. O trabalho consiste basicamente em conduzir o cavaleiro
pelo pasto para vistoria do rebanho bovino, em torno de seis a oito horas diarias.
Todos os equinos ficam em pasto aberto misto de capim estrela (Cynodon
nlemfuensis), grama nativa (Paspalum notaum), quicuio (Pennisetum clandestinum) e

capim-milha (Paspalum conspersum) com agua e sal mineral ad libitum.

3.3.2. Avaliacédo laboratorial de triagem

Foram realizadas analises sanguineas para certificacdo da saude dos animais
15 dias antes das atividades. Foi feito hemograma e analise bioquimica sérica com
mensuragdo da aspartato aminotransferase (AST), e creatinoquinase (CK) como
critério de exclusdo de animais apresentando discrepancia com os valores de
referéncia. Todos os animais se encontravam dentro dos valores de referéncia para a
espécie (KANEKO, 2008).

3.3.3. Exame fisico

O exame fisico seguiu as recomendagdes semioldgicas em equinos (SPEIRS,
1997).

A frequéncia cardiaca foi aferida pela contagem de batimentos cardiacos por
minuto, por auscultagdo cardiaca na regido entre o quarto e o quinto espacgos
intercostais esquerdo, por meio de estetoscépio (Master Classic Stethoscope for
Large Animals Littman®). Valor de referéncia entre 25 e 50 batimentos por minuto.

O tempo de enchimento capilar foi obtido observando-se o enchimento total
da mucosa gengival, imediatamente apds essa receber uma pressao digital durante
trés segundos. Retorno do enchimento em até trés segundos.

A motilidade intestinal foi observada através estetoscopio (Master Classic
Stethoscope for Large Animals Littman®). Na porgdo dos quadrantes superiores e
inferiores do abdémen, registrando-se a frequéncia dos ruidos por trés minutos em

cada quadrante. Observa-se entre um e trés sons de descarga por minuto.
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A frequéncia respiratéria foi mensurada pela observacédo dos movimentos
respiratérios durante um minuto. Observando-se a referéncia entre oito e 14
movimentos por minuto.

A temperatura retal mensurada em graus Celsius (°C) por meio de termdémetro
clinico digital (Termomed Incoterm®) durante trés minutos. Valor de referéncia entre

37,5 e 38,5 graus celsius.

3.4. Delineamento experimental

Os animais foram submetidos a duas viagens. A primeira, de 50 quildmetros,
onde 48 quildmetros foram rodados em rodovia pavimentada e dois em rodovia de
terra sem pavimento asfaltico. Apds 21 dias foi realizada a segunda jornada, desta
vez de 300 quildbmetros, rodados 298 em rodovia com pavimento asfaltico e dois em
rodovia de terra (Tabela 5). As saidas das duas viagens aconteceram as sete horas
da manha. O percurso de 50 quildmetros teve uma duragcédo de uma hora e 40 minutos,
observando-se uma velocidade média de 30 km por hora em funcdo de condicbes
atmosféricas (chuva). O percurso de 300 km durou cinco horas e 30 minutos, com
velocidade média de 54, 5 km por hora. Nao houve paradas nem fornecimento de

alimento ou agua durante a viagem.

Tabela 5 — Detalhes das duas jornadas de transporte e periodo entre elas

PRIMEIRA VIAGEM SEGUNDA VIAGEM
Distancia 50 km 300 km
Data 24 - 07 - 2019 21 dias ap6s | 14 - 08 — 2019
Duracao 1 hora 40 minutos 5 horas 30 minutos
Velocidade 30 km/h 54,5 km/h

Os cavalos foram transportados em um caminh&o Mercedes Benz® modelo
1113, de trés eixos, fabricado no ano de 1978, de laterais fechadas, sem aclimatacao,
com piso gradeado e po de serragem (14 m x 2,6 m) tipico para este tipo de transporte
na regiao (Figura 13). O veiculo foi conduzido pelo mesmo motorista.
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Figura 13 — Caminh&o que realizou o transporte dos animais

"

Fonte: Arquivo pessoal do autor (2020).

No interior do caminh&o na parte central da carroceria, a um metro do piso, foi
afixado um medidor de temperatura e umidade (Testo 174H®).

Na preparagdo para as viagens os animais foram conduzidos dos piquetes
para o curral de embarque, encabrestados e aguardaram alguns minutos para que
fosse realizada a primeira coleta de sangue. Em seguida, foram instalados os
monitores de frequéncia cardiaca (Polar Equine RS800CX G3®) — Figura 14 — e
conduzidos individualmente para o caminhdo onde foram amarrados nas laterais da
carroceria com o cuidado de que tivessem alguma liberdade de movimento da cabeca,

mas esta ndo chegava a menos de 50 centimetros do assoalho.
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Figura 14 — Monitor cardiaco utilizado no experimento

% PekAR

Fonte: https://www.fitsense.co.uk/polar-equine-rs800cx-g3.htm.

Apdés cada viagem os animais foram desembarcados individualmente,
retirados os frequencimetros, anotados os dados e feita a segunda coleta sanguinea
na mesma sequéncia inicial. Momento que se fez a anotacdo da temperatura do
ambiente da carroceria do veiculo. Em seguida eram liberados para um piquete
proximo ao curral, onde aguardaram a terceira coleta de sangue seis horas apds o
término da viagem, com acesso a agua e forragem.

Todos os dias os animais eram manipulados no mesmo horario da chegada

de cada uma das viagens e na mesma ordem.

3.5. Tempos das coletas de amostras para exames laboratoriais

O sangue foi coletado em nove momentos em cada viagem, 50 e 300
quildmetros, a saber: TAnVi (imediatamente antes do inicio da viagem), TTeVi
(imediatamente apds o término do percurso) e com seis (T6h), 24 (T24h), 48 (T48h),
72 (T72h), 96 (T96h), 120 (T120h) e 144 horas (T144h) apds o término da viagem.


https://www.fitsense.co.uk/polar-equine-rs800cx-g3.htm
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3.6. Coleta de sangue

Todos os materiais utilizados eram estéreis. A coleta do sangue foi realizada
por venopunc¢ao da veia jugular externa, com prévia anti-sepsia, por meio de sistema
Vacutainer®, utilizando agulhas Flashback® 25 x 8. O sangue foi fracionado em tubos
com EDTA a 10%, de bioquimica com ativador de coagulo e fluoreto para lactato. As
amostras foram centrifugadas para obtengdo de soro e plasma, em seguida

congeladas a -20°C para posterior analise no laboratério.

3.7. Avaliagoes laboratoriais

3.7.1. CK, AST, glicose e lactato

Foram utilizados kits comerciais para analisar a CK e AST pelo ensaio cinético
enzimatico, mediante reagentes CK NAC UV — k010-1, Bioclin® e Transaminase AST
(TGO), Cinética — K048-6 — Bioclin®, respectivamente; lactato por método enzimatico
UV, com reagente Lactato — K084-2 — Bioclin®; glicose pelo método enzimatico
colorimétrico, usando o reagente Glicose monoreagente — k082 Bioclin®, de acordo

com metodologia recomendada pelo fabricante, utilizando o aparelho HumaStar 200©.

3.7.2. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo foi analisado através da mensuracdo do 6xido nitrico
(NO), capacidade de reducao férrica do plasma (FRAP), superdxido dismutase (SOD)

e malondialdeido (MAD), por meio de espectofotometria

3.7.3. Proteinas de fase aguda

As proteinas de fase aguda a2-macroglobulina (ALFA 2), ceruloplasmina
(CP), transferrina (TRF), albumina (ALB), a1-antitripsina (ALFA 1), haptoglobina (HP),
apolipoproteina alfa 1 (APO-A1), a1 glicoproteina acida (GPA) por 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

e espectrometria de massa para identificacdo precisa dos marcadores inflamatorios e
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melhor direcionamento na interpretagdo do momento onde o animal retorna ao seu

estado integro de repouso.

3.7.4. Componentes sanguineos

A determinagao do hematdcrito, ou volume globular (VG) se deu pelo uso de
micro tubos preenchidos em 70 por cento com o sangue com anticoagulante
homogeneizado e selada em uma extremidade com fogo, posteriormente foi colocado
em uma centrifuga de micro hematdcrito, de acordo com o fabricante (Modelo 80-2B
Centribio®), entdo centrifugados a 3000 rotagbes durante cinco minutos e em seguida
colocado de encontro ao cartdo de leitor para micro-hematécrito (THRALL et al.,
2015).

Para determinacdo das proteinas plasmaticas totais apés a metodologia
utilizada para a leitura do VG, partiu-se o micro tubo na por¢céo contendo apenas o
plasma e este foi submetido a refratometria no Refratdmetro — modelo RTP-20ATC -
Instrutherm® (THRALL et al., 2015). As plaquetas foram estimadas por meio da
contagem média em esfregaco sanguineo, observada em microscépio Optico,
aumento de 1000x, em 10 campos, multiplicado por 1500 (O’'CONNOR, 1984). Os
leucdcitos foram determinados por macrodiluicido e contagem dos quatro quadrados
dos cantos da camara de Neubauer e multiplicado por 50. A diferenciagdo dos
segmentados, eosindfilos, baséfilos, linfécitos e mondcitos se deu por contagem dos
100 leucécitos em esfregaco, observados em objetiva de imersédo de 100x.

O processamento das amostras ocorreu em parte no Instituto de Diagndstico
Animal (IDAN), no Espirito Santo e parte no Departamento de Veterinaria e de

Biologia, da Universidade Federal de Vigosa.

3.8. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise descritiva e os resultados expressos
em média e desvio padrdo. A homogeneidade das variancias foi avaliada pelo teste
de Levene. Para a avaliagdo dos efeitos principais do Tempo, da Distancia e da
interagcdo Tempo x Distancia, utilizou-se a ANOVA fatorial de desenho misto. As
multiplas comparacdes foram realizadas pelo teste de Tukey. Quando nao foi possivel

realizar a ANOVA empregou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com post
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hoc de Dunn. Todas as analises foram realizadas no pacote estatistico Minitab 17 e a

significancia considerada quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Parametros hematolégicos, enzimaticos musculares e metabdlicos de

equinos apos transporte em distancias de 50 e 300 quilometros

4.1.1. Frequéncia cardiaca

Na Tabela 6, pode ser acompanhada as variagdes da frequéncia cardiaca nos

diferentes momentos das duas viagens para monitoramento dos animais.

Tabela 6 — Frequéncia cardiaca (FC) nos diferentes momentos de coleta e maxima
durante cada viagem, exposta em média * desvio padrao

50 km 300 km
TANVi 47,44+6.4 41,879
TTeVi 61,5+14,3 47,1+ 10,4
T6h 53,3+10,6 45,8+ 7,0
T24h 48,7+ 7,4 50,2+ 5,2
T48h 49,0+ 7,5 44,4+ 6,3
T72h 49,7+ 79 45,8+ 6,0
T96h 49,7+ 9,9 41,545
T120h 48,0+ 6,8 42,2+ 4 1
T144h 47,3+ 7,2 36,0+ 3,6
FC max 97 a0

Nota: TAnVi (imediatamente antes do inicio da viagem), TTeVi (imediatamente apoés o término do percurso) e com
seis (T6h), 24 (T24h), 48 (T48h), 72 (T72h), 96 (T96h), 120 (T120h) e 144 horas (T144h) apds o término da viagem.

4.1.2. Hematadcrito, proteina total e plaquetas

Os resultados das variaveis hematoldgicas hematécrito (VG), proteinas totais
e plaquetas estdo apresentados na Tabela 7, expressos em média + desvio padrao.
Nao foi observada desigualdade nas concentracdes das variaveis entre as distancias
nem entre os momentos apds os trajetos. As variagdes das concentragdes estdo

ilustradas na Figura 15.



74

Tabela 7 — Médias e desvios padrao das concentragdes plasmaticas do hematocrito
(VG), proteina (PT) e plaquetas (PL) dos equinos transportados nas distancias de 50
e 300 km

Distancia (km) Tempo VG PT PL
TAnVi 36.27 + 3.69%° 7.764 + 0.375%2 175.5 £ 46.5"2
TTeVi 34.73 £ 3.80% 7.664 + 0.480"2 175.5 £ 44.372
T6h 32.00 + 7.22%2 7.982 + 0.48142 156.3 + 39.8"2
T24h 37.55 + 4.87%2 7.864 + 0.350"2 202.9 + 83.8%
50 T48h 35.72 £ 3.17%2 7.573 £ 0.388"2 220.0 + 83.4%
T72h 34.00 + 3.92% 7.691 £ 0.485% 175.3 + 32.372
T96h 33.91 £ 4.06"° 7.636 £ 0.45272 169.1 + 40.472
T120h 35.36 + 4.80%° 7.582 + 0.41972 168.2 + 29.60"a
T144h 35.09 + 4.64%° 7.545 + 0.416"2 175.5 + 35.0"2
TANVi 36.09 + 3.48%° 7.527 + 0.388*2 167.0 + 37.6"2
TTeVi 34.27 + 3.22% 7.555 + 0.378*2 220.1 £ 45.2A2
T6h 34.64 + 4.34%7 7.491 £ 0.40172 140.0 + 28.3"2
T24h 38.73 £ 4.63%° 7.718 £ 0.392%2 127.6 + 33.6"2
300 T48h 37.55 + 4.87%2 7.646 + 0.324"2 167.0 £ 48.472
T72h 36.91 + 4.64%2 7.636 + 0.39142 139.5 £ 31.272
T96h 35.00 + 4.80%° 7.409 + 0.373% 121.4 £ 141742
T120h 35.45 + 4,722 7.500 + 0.365"2 142.6 + 30.9%2
T144h 34.91 +4.11% 7.427 + 0.403"2 148.5 £ 67.472
Efeitos principais
VG PT PL

Tempo 0.032 0.241 *

Distancia 0.121 0.008 *

Tempo*Distancia 0.897 0.594 *

* Analise realizada pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

Médias do mesmo tempo seguidas por letras maiusculas diferentes indicam diferenga (p<0,05) entre as distancias.
Médias do mesmo grupo seguidas por letras mindsculas diferentes indicam diferenga (p<0,05) entre os tempos.
Médias nao seguidas de letras indicam auséncia de diferenca.

4.1.3. Componentes leucocitarios

Os resultados das contagens de leucdcitos totais, segmentados, linfocitos,
mondcitos eosindfilos e basdfilos estdo apresentados na Tabela 8, expressos em
média + desvio padrdo. Nao foi observada disparidade entre as distancias em
nenhuma variavel, no entanto, identificou-se incremento dos leucdcitos por até 24
horas apds o trajeto de 300 quildbmetros, sem influéncia dos 50 km; elevagédo nos
segmentados logo apos a viagem de 50 quildmetros e por 48 horas apos a de 300;
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deplecéao dos linfocitos 24 horas apds 50 quildmetros sem interferéncia do trajeto mais

longo; mondcitos, eosindfilos e basdéfilos sem alteragdes significativas. As variagoes

das concentragdes podem ser observadas na Figura 15.

Tabela 8 — Influéncia da distancia percorrida sobre os valores leucocitarios absolutos
dos equinos transportados (média + desvio padrao)

Dist.

(km) T LEU SEG LINF MON EOS BAS
TAnVi  10882+12322  6335+1049°  3739+1079° 298.5+135 429.8+305 69.5+71
TTeVi 13905427232 9192422497  4072+1304> 197.6+138  403.5+255 39.5+69
T6h 14145+£24672  9687+2189%¢  3835+1053° 295.1+185 264.1+293 62.4174
T24h 13318+15692  6303+1635°¢  6129+16472  449.5+179  342.8+221 71.5+£92
50 T48h 13818120232  7882+1413°¢  4901+1525%° 363.0+242  498.3+275  91.6+146
T72h 13100£13042  6732+1248Y  5698+1688%° 284.4+200 338.0+356 48.0+92
T96h 12645+32232  6939+1610¢ 468314072 424.0+355  528.0+466 60.41+96
T120h 13650428192  7803+18513d  4938+1658% 378.0+366 407.0+395  90.8+102
T144h 1277323137  7119+1319%®  4868+1310%  355.0+89  365.9+312 57.0+87
TAnVi  11100+2781°  5741+1464°  4367+1042%> 133.1+125  284.1+237 10.4134
TTeVi 15073+34372 1080429522  3685+1377° 138.9+167 411.0+396 35.8+66
T6h 14877+25222 10469423582 397016462 214.0+186 156.4+166  52.3+104
T24h 15059427262  8163+1698%¢  4904+1442  460.0+385 581.0+337  106.4+151
300 T48h 13468+29873°  7982+2301°¢  4602+1410%° 368.9+173  390.0+271  110.5+131
T72h 14009424693  7594+2397°¢  5304+11042° 418.9+295 543.0£349  149.2+125
T96h 12423+16313°  6841+1340°  4806+799%® 261.5+176 518.1+240 55.1+65
T120h  12091+£30722°  6921+2008*° 4376+1265%° 219.9+111  437.8+290 85.7+93
T144h  11923+20932°  6571+971%¢  4526+1435%® 263.1+177  373.0+409 71.5£70
Efeitos principais
LEU SEG LINF MON EOS BAS
Tempo 0.000 * 0.000 0.002 0.106 0.205
Distancia 0.576 * 0.409 0.048 0.775 0.40
Tempo* Distancia 0.460 * 0.898 0.359 0.461 0.380

* Analise realizada pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
Médias do mesmo tempo seguidas por letras maiusculas diferentes indicam diferenga (p<0,05) entre as distancias.
Médias do mesmo grupo seguidas por letras minusculas diferentes indicam diferenga (p<0,05) entre os tempos.

Médias néo seguidas de letras indicam auséncia de diferenca (p<0,05).

Distancia (Dis), tempo (T), leucocitos (LEU), segmentados (SEG), finfocitos (LIN), mondcitos (MON), eosinofilos
(EOS), basdfilos (BAS).
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Figura 15 — Concentragdes de leucécitos nos diversos momentos de coleta dos dois
percursos

COMPORTAMENTO DOS LEUCOCITOS NAS
DIFERENTES DISTANCIAS E MOMENTOS
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4 .1.4. Discussao

Este estudo ndo observou diferenca estatistica nas variaveis hematdcrito
(VG), proteina total (PT) e plaquetas. Uma demanda de esforgo pode provocar
mudancas rapidas e redistribuicdo de fluidos e eletrélitos pelos compartimentos
corporais, resultando em redugao do volume plasmatico apés o esforgco. Porém, essas
possiveis alteracbes sao proporcionais a duracdo e intensidade da solicitacdo
fisiolégica. As condigdes ambientais podem levar a maiores ou menores perdas de
fluido por meio da agua da respiragéo e do suor (HURCOMBE, 2020). Isto pode ser
uma explicagdo para a auséncia de alteragdes, uma vez que a temperatura das
viagens estavam amenas e provavelmente o trajeto ndo foi de intensidade suficiente
para induzir tais variagdes no organismo.

As condicbes de estresse fisico ou psicolégico provocam a liberacdo de
catecolaminas que, por sua vez, levam a contracao esplénica estimulada pelo desafio
fisiolégico que o animal sofreu, fazendo com que mais plaquetas estejam circulando
(FERLAZZO; FAZIO; MEDICA, 2020). Isto sugere que o trajeto de 300 quilédmetros foi
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mais desafiador para os cavalos. O fenbmeno do afluxo sanguineo do bago para a
corrente sanguinea referido, sugere um incremento dos eritrocitos (MATTOSINHO et
al., 2017), porém isto nao foi verificado no presente estudo. Investigagdo com equinos
em prova de enduro de 40 quildmetros ndo observou diferenga no valor eritrocitario
(OROZCO et al., 2006). Estudo em equinos sedentarios transportados por trés e seis
horas também nao observaram alteragbes no hematocrito, nas proteinas totais nem
nas plaquetas (THOMPSON et al, 2019). Outra investigagdo com equinos
transportados por 12 horas nao verificou alteracbes no VG, PT e PL (PADALINO;
DAVIS; RAIDAL, 2020).

Nao houve variagdo nos leucdcitos totais provocada pelo percurso de 50
quildmetros, que vai em concordancia com estudo de Padalino et al. (2017) com
equinos transportados por diferentes distancias por quatro dias. Na distancia de 300
quilébmetros foi identificada diferenga nos leucécitos entre o repouso e imediatamente
apo6s o transporte e ainda por 24 horas (T24h). Padalino, Davis e Raidal (2020)
investigaram 14 cavalos Puro Sangue Inglés, transportados por seis horas e nao
observaram variagdo no hematécrito, porém incremento de leucécitos e neutrofilos
logo apds o transporte. Thompson et al. (2019), estudando equinos sedentarios
transportados por 25 minutos, trés e seis horas, observaram elevagao de neutrofilos
em todas as distancias, indicando resposta ao estresse de curto prazo. Outro estudo
de Padalino e Raidal (2020) igualmente identificou elevagdo nos leucécitos com
incremento de segmentados em 12 éguas transportadas por 12 horas, tipico do
estresse. Os estudos supracitados corroboram a neutrofilia observada na presente
investigagdo. O agente estressor estimula um incremento plasmatico do ACTH e
cortisol, que por sua vez estimulam a produgao de neutrofilos e a migragédo rumo
aos tecidos, essa resposta € similar ao ocorrido com as catecolaminas no eixo
hipotalamo-hipofisario-gonadal (MATTOSINHO et al., 2017). O cortisol provoca a
liberacao de neutrofilos da medula éssea na corrente sanguinea, a elevagao do débito
cardiaco leva a turbilhonamento do sangue, o que promove a mobilizacdo de
leucécitos de regides periféricos como parede dos vasos sanguineos (SIQUEIRA;
FERNANDES, 2017).

Apés a viagem de 50 km, observou-se elevacéo de linfécitos em 24 horas. No
entanto, na jornada de 300 km houve um decréscimo linfocitario apos a viagem em

relacdo ao repouso, em concordéncia com o estudo de Orozco et al. (2006) com
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cavalos de enduro apds prova, o que € justificado pelo fato de que o recrutamento dos
linfocitos € atenuado pelo aumento do cortisol, 0 que pode se entender em fungao de
a viagem ser mais longa, por tanto mais agressiva ao organismo. Investigagdo de
Thompson et al. (2019) com equinos transportados por seis horas similarmente
encontraram leucocitose e neutrofilia por até 24 horas. Eguas transportadas por 12
horas apresentaram incremento do numero de neutréfilos apdés a viagem em
comparagao com grupo em confinamento (PADALINO; DAVIS; RAIDAL, 2020).

Eventos isolados apds o trajeto dos 50 km, como elevagao dos linfécitos 24
horas apds o transporte dos 50 quildmetros, sugerindo uma linfocitose adrenérgica
ainda como resposta do estresse ao transporte e ao manejo do experimento também
se identificou neutrofilia a 48 e 120 horas apés. Estas ultimas alteragcbes podem ter
ocorrido em fungdo do manejo no transito do piquete ao curral, uma vez que em via
geral acontece estabilizagao fisioldégica 24 horas apds o estimulo estressor, sugerindo
que foi uma resposta de curto prazo (JI et al., 2013; PADALINO; RAIDAL, 2020). O
transporte tem efeitos sobre o bem-estar fisiologico e imunologico de cavalos
transportados, resultando em estressores, independentemente da adaptagao ou do
condicionamento (THOMPSON et al., 2019).

4.1.4.1. Parametros enzimaticos musculares e metabdlicos

Os resultados das variaveis enzimatico-musculares creatinoquinase (CK) e
Aspartato aminotransferase (AST) e metabdlicas glicose e lactato estdo apresentados
nas Tabelas 9, 10, 11 e 12, expressos em média + desvio padrao. Nao foi observada
desigualdade nas concentragcdées da AST entre os momentos apds os trajetos, porém
identificou-se divergéncia na concentragao seis e 24 horas apds os 50 km comparada
ao de 300, bem como no sexto e sétimo dia. O estudo nao identificou alteragao nas
concentragdes da CK. A glicose se manteve estavel entre as distancias e apds os 50
km, mas se elevou imediatamente apds os 300 e se manteve assim por quatro dias.
No trajeto de 50 km o lactato teve incremento apds a viagem que perdurou por 24
horas. Os 300 km nao induziram variacao imediata, porém foi identificada redugéo em
relacdo ao repouso a partir do quarto dia. Periodo quem que também se diferenciou
com os comparativos momentos apos o trajeto de 50 km. Podem observados as
variagdes das concentragdes das variaveis nos diversos momentos de coleta dos dois
trajetos nas Figuras 16 (AST), 17 (CK), 18 (GLI) e 19 (LAC).
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Tabela 9 — Influéncia da distancia percorrida sobre a aspartato aminotransferase

(AST) dos equinos transportados

Distancia (Km) Tempo Média (U/L) Desvio Padrao

TANVi 143.45% 30.81

TTeVi 147.77 45.1

T6h 141.08 33.7

T24h 138.58 38.0

50 km T48h 149.0* 43.6
T72h 142.9* 53.1

T96h 132.24 48.7

T120h 114.48 55.5

T144h 130.18 37.9

TANVi 164.772 60.3

TTeVi 203.14A 83.1

T6h 221 .8Aab 57.4

T24h 226.4Aab 50.7

300 km T48h 196.0Aab 49.0
T72h 218.2Aab 51.8

T96h 211.8Aab 48.7

T120h 230.84ab 49.9

T144h 246.3%° 81.2

Efeitos principais
Tempo Distancia Tempo*Distancia
p-valor = 0,982 p-valor = 0.000 p-valor = 0.368

Médias do mesmo tempo seguidas por letras maiusculas diferentes indicam diferenga (p<0,05) entre os grupos

(distancia).

Médias do mesmo grupo seguidas por letras minusculas diferentes indicam diferenga (p<0,05) entre os tempos.
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Tabela 10 — Influéncia da distancia percorrida sobre a creatinoquinase (CK) dos
equinos transportados

Distancia (km) Tempo Média (U.L) Desvio Padrao
TANVi 92.95 35.7
TTeVi 146.64 144.5
T6h 107.86 71.2

T24h 112.39 64.4

50 T48h 90.70 404
T72h 116.35 59.7
T96h 91.79 35.8
T120h 91.725 46.4
T144h 81.67 39.5
TANVi 162.49 38.6
TTeVi 190.43 60.4

T6h 135.42 571

T24h 152.81 35.2

300 T48h 111.26 40.0
T72h 147.08 51.7
T96h 132.73 453
T120h 120.87 18.8
T144h 145.81 67.4

Efeitos principais
Tempo Distancia Tempo*Distancia
p-valor = 0,012 p-valor = 0.000 p-valor = 0,898
Médias do mesmo tempo seguidas por letras mailsculas diferentes indicam diferenca (p<0,05) entre os grupos
(distancia).

Médias do mesmo grupo seguidas por letras minusculas diferentes indicam diferenga (p<0,05) entre os tempos.
Médias ndo seguidas de letras indicam auséncia de diferenca (p<0,05).
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Tabela 11 — Influéncia da distancia percorrida sobre a glicemia dos equinos
transportados
Distancia (km) Tempo (mg;ﬂi) Desvio Padrao
TANVi 86.35° 17.80
TTeVi 80.432 15.20
T6h 82.51° 11.41
T24h 77.142 19.12
50 T48h 85.06° 13.85
T72h 79.17°2 17.25
T96h 76.342 8.92
T120h 81.572 10.99
T144h 79.60°2 15.20
TANVi 76.96° 8.90
TTeVi 113.42 15.15
T6h 88.78° 11.40
T24h 74.25b¢ 11.98
300 T48h 69.02°¢ 6.83
T72h 67.99¢ 14.49
T96h 70.13bc 15.23
T120h 75.22¢ 9.51
T144h 69.14bc 11.47
Efeitos principais
Tempo Distancia Tempo*Distancia
p-valor = 0,000 p-valor = 0,178 p-valor = 0,000
Médias do mesmo tempo seguidas por letras mailsculas diferentes indicam diferenca (p<0,05) entre os grupos

(distancia).
Médias do mesmo grupo seguidas por letras minusculas diferentes indicam diferenga (p<0,05) entre os tempos.
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Tabela 12 — Influéncia da distancia percorrida sobre a lactacidemia dos equinos

transportados
Distancia (km) Tempo Média (mmol/L) Desvio Padrao
TANVi 1,400 0,19
TTeVi 2,16"° 0,84
T6h 1,98Aap 0,42
T24h 1,64420 0,26
50 T48h 1,530 0,19
T72h 1,514p 0,17
T96h 1,58%° 0,19
T120h 1,56%° 0,27
T144h 1,474° 0,22
TANVi 1,304 0,22
TTeVi 1,618 0,49
T6h 1,614 0,54
T24h 1,25M% 0,20
300 T48h 1,474 0,15
T72h 0,918° 0,26
T96h 0,87% 0,27
T120h 0,908° 0,29
T144h 0,848 0,31
Efeitos principais
Tempo Distancia Tempo*Distancia
p-valor = 0,000 p-valor = 0.000 p-valor = 0.037

Médias do mesmo tempo seguidas por letras mailsculas diferentes indicam diferenca (p<0,05) entre os grupos

(distancia).

Médias do mesmo grupo seguidas por letras minusculas diferentes indicam diferenga (p<0,05) entre os tempos.



83

Figura 16 — Variagao das concentragdes da AST nos diferentes momentos de coleta
das duas distancias
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Figura 17 — Variagdo das concentragdes da CK nos momentos de coleta dos dois
trajetos
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Figura 18 — Variac&o dos valores da glicose ao longo dos momentos de coleta
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Figura 19 — Variacdo do lactato ao longo dos momentos
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Uma importante por¢cdo dos criadores ignoram que o transporte possa
estressar os animais mais experientes, embora seja constatado estresse no
embarque, desembarque, durante a viagem pela quantidade de movimento do veiculo
etc. (NAZARENO et al., 2015; PADALINO et al., 2017; BHATT et al., 2021). Os valores
relativos a concentragao plasmatica da AST deste estudo (216,8+60,3 U/L) e os de
CK (92,95+35,7 U/L) estiveram diferentes do preconizado, 226-366 U/L — AST e 2,4-
23,4 U/L — CK (KANEKO, 2008), embora nenhum animal tenha apresentado sinal
clinico anormal ou sofrido injuria durante o experimento. As enzimas aspartato amino
transferase (AST) e creatinoquinase (CK) sdo amplamente utilizadas no para o
diagndstico e prognostico de injurias musculares.

No presente estudo, néo foi observada diferenca no comportamento da AST
entre os momentos de coleta de cada viagem, no entanto percebeu-se variagao entre
a distancia de 50 e 300 quildbmetros, especificamente elevagédo apods seis e 24 horas
ap6s a jornada mais longa. A fadiga muscular pode ser identificada através de
observagéao do incremento da concentragdo da AST e CK e o grau desta manifestagéo
esta vinculada a solicitagdo fisiologica (MAZKO et al.,, 2021). Assim, a alta da
concentracado da AST seis e 24 horas apos a jornada de 300 quildmetros sugere que
o referido trajeto solicitou mais da musculatura dos animais. O tempo de elevacéao é
justificado pelo fato de que o pico pode acontecer em até 24 horas apds a agressao
muscular (MATTOSINHO et al., 2017). Foram evidenciados eventos isolados com a
elevagao da AST cinco e seis dias apo6s o trajeto dos 300 quildbmetros, bem como no
momento T8 em relagdo ao repouso, que pode ser interpretado como alguma variagéo
inadequada no manejo dos animais ou episodio desconhecido nos piquetes que
induziu relevante solicitagdo muscular. O manejo € entendido como a interagao entre
0S animais e as pessoas que o0s tocam, conduzem, alimentam, zelam etc. e tem
importante impacto no bem-estar e no perfil psico-fisiolégico que caracterizam este
estar (PADALINO, 2015). Um estudo com equinos para abate, transportados por 55
quildmetros similarmente ndao observou variagdo da AST em animais entre 10 e 12
anos apos o transporte, porém animais mais jovens, de seis a 18 meses, conduzidos
por 550 quildmetros apresentaram incremento da referida enzima (WESSELY-
SZPONDER et al., 2015).

A CK nao variou significativamente, no entanto, € interessante notar que o
grafico do comportamento desta enzima ilustra os valores da concentragdo mais

acentuados no trajeto de 300 quildbmetros em relagéo ao de 50 (Figura 17). Um estudo
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com jumentos transportados por 950 quildbmetros durante 21 horas verificou elevagao
significativa da AST e CK apds o final da jornada sugerindo injuria muscular (ZHAO et
al., 2020). Investigacdo com 26 éguas adultas transportadas por 880 quildmetros
observou elevacéo da atividade da CK ap6s a viagem (PADALINO; DAVIS; RAIDAL,
2020). Fisiologicamente, um incremento na CK esta associado a exercicios
moderados ou ao inicio de um programa de atividade fisica. No entanto, altas
concentragdes podem indicar miopatias, como rabdomidlise por esforgo (VALBERG,
2008). Um estudo com 60 equinos, entre quatro e 10 anos, transportados por oito
horas, apresentou aumento das concentracoes de AST (375 U/L) e CK (373 U/L), apds
a viagem (NIEDZWIEDZ et al., 2012), acima dos encontrados pelo presente (AST —
203 U/L; CK — 190 — U/L) embora ambos nao tenham induzido sinais clinicos tipicos
de enfermidades. As insignificantes elevagdes dos biomarcadores de lesdo muscular
deste estudo ndo sugerem auséncia de injurias, visto que a CK estava acima dos
valores de referéncia (KANEKO, 2008).

A glicose nao apresentou diferencga entre as viagens, nem variagao induzida
pelo trajeto de 50 quildmetros. O grafico ilustra a estabilidade do componente no
primeiro percurso. Logo apds o trajeto dos 300 quildmetros observou-se incremento
significativo da glicose (de 76,96+8,9 para 113,4+15,2). Este resultado encontra
concordancia com os achados de Fazio et al. (2015) que verificaram equivalente
elevagdo da glicose e do lactado apdés duas horas de viagem em coelhos
transportados, com a estabilizagdo destes parametros 24 horas apds a viagem. A
viagem de 300 km durou mais de cinco horas, assim, o esforco fisico dos animais
dentro do caminhdo fez com que o organismo tenha feito uso de todas as vias
metabdlicas findado na via aerdbia por busca de geracao de energia. Em funcéo do
trabalho muscular intenso, o musculo faz uso do glicogénio de reserva como fonte de
energia, a via glicolitica. Por um periodo curto de esfor¢co intenso a distribuicdo de
oxigénio pode nao ser suficiente para oxidar totalmente o piruvato. Assim a glicose é
convertida em piruvato e depois em lactato, pela via anaerdbia. Estudo de Zhao et al.
(2020) conduzindo jumentos por 21 horas, embora verificasse elevagdo da glicose
apos a viagem esta variagdo nao foi significativa. Rizzo et al. (2017) conduziram
equinos por 145 quildbmetros e verificaram incremento da glicose e lactato e atribuiram
ao estimulo induzido pela liberagado de catecolaminas provocada pelo transporte.

O metabolismo da glicose e do lactato esta estreitamente ligado ao ciclo de

Cori. O lactato muscular € difundido para a corrente sanguinea e chega ao figado
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onde é convertido em glicose através da gliconeogénese e subsequentemente
reconduzida a corrente sanguinea. Este fendmeno denominado de Ciclo de Cori pode
explicar o aumento da glicose apos a viagem de 300 quildmetros. A ndo variagéo da
glicose apos os 50 quildmetros pode ser em fungéo de nado ter havido tempo suficiente
para acontecer o Ciclo de Cori e isso se justifica pelo fato de o lactato ter apresentado
elevacdo no momento TTeVi dos 50 km e ndo dos 300. Atividades com elevada
intensidade conduzidas por um periodo curto requerem extrema demanda energeética,
por isso a ressintese de ATP deve ocorrer em alta poténcia pelos sistemas
(TRANQUILLE et al., 2016). O lactato € um essencial precursor gliconeogénico, uma
vez que pode ser convertido primeiro em piruvato e a seguir em glicose por
gliconeogénese. O oposto também é possivel com a glicose convertida em lactato a
partir da redugdo do piruvato via lactato desidrogenase em condi¢cées aerdbias ou
anaerobicas (MAUGAH; GLEESON; GREENHAFF, 2000; DUNKEL et al., 2021).
Investigagdo executada por Carvalho Filho et al. (2019) com equinos apds exercicio
fisico anaerobio revelou incremento do lactato e deplec¢ao da glicose, equivalentes aos
apresentados apds a viagem de 50 quildmetros. Embora o retorno aos niveis basais
aconteca de forma relativamente rapida, os valores do lactato apds o trajeto de 300
quildmetros apresentaram alguma reducdo em relacéo os pos 50, talvez ainda em
reflexo de todo o processo do metabolismo sofrido, que pode ser percebido pela
ilustragdo grafica de forma clara o fenédmeno ocorrido com o lactato relacionado ao
menor trajeto.

E importante que se faca similar estudo em animais que sdo transportados
com maior frequéncia para verificar a existéncia de adaptacao ou eventos recorrentes
de estresse.

Com base nos resultados recomenda-se pelo menos 24 horas de repouso

apods transporte para que seja restabelecida a homeostase.

4.1.5. Conclusoes

O transporte ndo provocou alteragdes no hematécrito, proteinas totais e nas
plaquetas.
Os trajetos de 50 e 300 km demonstraram ser desafiadores fisiologicamente,

percebido pela neutrofilia em até seis horas apds 50 quildmetros e leucocitose com
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neutrofilia por 24 horas, apés 300 km. Se caracterizando o ultimo como de maior
intensidade.

A viagem de 300 quildmetros se estabeleceu como agente de mais
intensidade ao organismo, observado pelo incremento da AST. A CK n&o foi
significantemente alterada.

O trajeto de 50 km provocou elevagao do lactato, demonstrando ser um

desafiador anaerobio importante.

4.2. Avaliagao dos marcadores de estresse oxidativo em equinos submetidos a

transporte rodoviario de 50 e 300 km

Os resultados dos biomarcadores de estresse oxidativo 6xido nitrico (NO),
capacidade de reducéao férrica do plasma (FRAP), superéxido dismutase (SOD e
malondialdeido (MAD) estdo apresentados na Tabela 13, expressos em média *
desvio padrao. Nao foi observada desigualdade nas concentragées do NO entre as
distancias, nem apds o trajeto de 50 km, mas foi identificada diferenga entre T6h, seis
horas apos a viagem e T24h, 24 horas apos, bem como entre T6h e T120h, sexto dia
apo6s. A FRAP néao apresentou alteracao entre as duas distancias, mas foi percebida
diferenca apds o percurso de 50 km entre imediatamente apds (TTeVi) e o sexto dia.
N&o houve discrepéncia entre os momentos seguintes a viagem de 300 km. Foi
identificada variagao nas concentracdes da SOD entre as distancias de 50 e 300 km,
ainda ocorreu discrepancia entre os momentos T6h, T24h, T72h e T96h em
comparagao ao T144h, sétimo dia apos a viagem de 50 km. Apos o trajeto mais longo
a concentracdo em todos os momentos divergiu em relagéo ao repouso (TAnVi). Os
valores do MAD sofreram modificagdes entre as duas distancias, bem como entre os
momentos T6h, T24h e T72h em relagdo ao T120h e T144h apd6s 50 km de viagem.
Apbs o trajeto de 300 km também foram observadas diferengas entre os momentos
TeVi, T6h, T24h, 72h e T144h em relacédo aos demais. O comportamento das variaveis
pode ser observado nas Figuras 20 (NO, SOD) e 21 (FRAP, MAD).
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Tabela 13 — Influéncia da distancia percorrida sobre os valores absolutos dos
marcadores de estresse oxidativo: oxido nitrico (NO - yM), capacidade de redugao
férrica do plasma (FRAP - yM), superodxido dismutase (SOD - U/mL) e malondialdeido
(MAD - mmol/mg) dos equinos transportados (média + desvio padr&o).

'(Jk';t)' Tempo NO FRAP SoD MAD

TANVi  11,80:3,38%  0,407%0,085%®  27,30+10,82°®  0,40%0,125%

TTeVi ~ 12,08+3,61%  0,380£0,088%  28,56+8,21A%  0,43+0,175b
T6h  11,21£2,34%  0408:0,089°%  3375:493%  0,40+0,19%

T24h  13,07+314%  0474:0,056°  3498+535%  0,30+0,06%

50  T48h  13,04+423%  0,472:t0,049°  3137+580M0 0 47+0,18%%
T72h 1141269  0494+0,038%  3442t423%  0,27+0,07%

TO6h  11,81%300%  0481:0,020°  3311510% 0,430,168

T120h  11,884342%  0495:0,061%  32,0646,70°%  1,440,59%

T144h  16,07t443%  0420:0,048%%  20,21+6,17%  1,38:0,15%
TANVI  11,76:4,64°  0398+0,051%  2507+10,62%2  0,55+0,19%

TTeVi 6184642  (300+0,087%2  6,77+4,85%%  1,19+0,40%

Téh 518£2,19%  0411:0,069%2  622+¢1,028  1,69+1,54%

T24h  13,05831%  0445:0,068"  4,56+1,88% 1,16£0,40%

30 T48h  10,95:591A®  0448+0,054%%  604+2,66%  1,07+0,34%
T72h  7,33t516°%  0424%0,099% 5512428 1,58+1,77%
TO6h  6,0744,12%°  (0418+0,089%  519+257%  1,06+0,25%
T120h  13,1546,47%  0404:0,094% 7,006,835  1,124045%

T144h  10,35:6,69°%  0407+0,073%  556+2,75% 11540422

Médias do mesmo tempo seguidas por letras mailsculas diferentes indicam diferenca (p<0,05) entre as distancias.
Médias do mesmo grupo seguidas por letras minusculas diferentes indicam diferenga (p<0,05) entre os tempos.
Médias ndo seguidas de letras indicam auséncia de diferenga (p<0,05).

Figura 20 — Variacdo nas concentragdes das variaveis nos diferentes momentos das
duas viagens
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Figura 21 — Variagao nas concentragdes das variaveis nos diferentes momentos das
duas viagens
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4.2 .1. Discussao

O estresse oxidativo se estabelece a partir de quando os elementos oxidativos
em especial as espécies reativas de oxigénio extrapolam as defesas antioxidantes e
comprometem a estabilidade (BAZANOW et al., 2020). Esforgo fisico de variadas
intensidades induzem estresse oxidativo tanto em humanos quanto em cavalos e os
desajustes redox provocados pelo esforgo no musculo esquelético podem colaborar
para a fadiga e lesdo musculares, além de a peroxidacao lipidica induzida pelo esforgo

também ser capaz de ocasionar miopatia e hemolise (SVETE et al., 2021).

4.21.1.NO

Nao foi verificada diferenga no comportamento do 6xido nitrico (NO) entre os
dois tratamentos (distancias) bem como entre os momentos de avaliagdo no trajeto
de 50 quildmetros. Estudo elaborado por Macnicol, Lininger e Pearson (2018)
observou elevacdo do NO em equinos submetidos a atividade de alta intensidade
(superior a 80% da frequéncia cardiaca maxima) em esteira, no entanto, o trajeto de
50 quilébmetros do presente estudo induziu elevagao da frequéncia cardiaca média em

apenas 25% (61,5 BPM) e o de 300 elevou em 20%, ou seja, a intensidade foi muito
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baixa para induzir variagdo. Estudo com 18 bezerros Angus transportados por 900
milhas, durante 22 horas n&o identificou indugdo na variagdo no NO apds o trajeto
(ALFARO, 2019). Foi estudada a biodisponibilidade do NO em equinos com
enfermidade intestinal e observou-se importante reducédo, em especial nos animais
com ceco timpanico e obstrugao de colon e os autores atribuiram a possibilidade da
causa ser a falta do NO (SEREZHENKOV et al., 2020). A indicagao de niveis elevados
ou diminuidos de liberagao de NO foi relatada vinculada certos disturbios neurologicos
(NJOKU et al., 2002). Logo apos a viagem de 300 quildmetros observou-se variagao
entre os momentos T6h e T24h, com o valor menor no primeiro e 0 maior nas 24 horas.
Animais acometidos por habronemose apresentaram declinio de NO e os niveis
aumentaram a medida que foi percebida recuperagao da infeccdo pelo nematoédeo
(EL-DEEB et al., 2018). Embora em diferente espécie animal, Wang et al. (2019)
executaram estudo de simulagdo de transporte por duas horas com 12 ratos e
observaram elevacdo do NO, ansiedade e disfuncdo comportamental, porém nao

mencionaram a intensidade e parametros fisiologicos.

4.2.1.2.SOD

A superoxido dismutase apresentou variacdo entre as duas distancias,
evidenciando decréscimo de 76% apds a viagem de 300 quildmetros (TTeVi),
6,77+4,85 U/g em comparagdo com o poés trajeto de 50 quildmetros (TTeVi),
28,5618,21 U/g. Onmaz et al. (2011) analisaram a SOD em equinos transportados por
um percurso durante 12 horas, com velocidade média de 60 quildmetros por horas e
equitativamente identificaram 38,415,89 U/g antes e 23,1+4,48 U/g apos,
representando 40% de deplegcdao na concentracdo da enzima. A enzima SOD
proporciona a transformacao do radical superéxido em peréxido de hidrogénio e
oxigénio molecular e, desta maneira, baixa a propor¢cdo de superdxido celular,
evidenciando propriedades antioxidantes (ONMAZ et al., 2011). No presente estudo,
a atividade plasmatica de SOD mensuradas nos equinos imediatamente apds o trajeto
de 300 quildbmetros foram significativamente reduzidas em comparagcéo ao percurso
de 50 e comprovam que os radicais livres extrapolaram a capacidade antioxidante do
organismo estressado, levando a um estresse oxidativo. No entanto, Ankur et al.
(2018) avaliaram a SOD em 20 equinos sob exercicio de trote por duas horas e nao

observaram variacéo induzida pelo esforgo, porém ndo mencionaram se 0s animais
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estavam sob dieta antioxidante. Similarmente foi relatado por Pourmohammad et al.
(2020), que nao houve variagdo no comportamento da SOD em 25 equinos apos
exercicio fisico, que consistiu em 20 minutos de aquecimento, caminhada por uma
hora e trote e galope por 10 minutos. Molinari et al. (2020) ndo observaram variagao
da SOD em investigagdo com animais livres em pastagens em comparagdo aos
confinados em baias, declarando nao haver fatores de risco que possam interferir
negativamente no status redox em relacéo as condigbes de habitagdo dos equinos
estudados. A suplementagdo com inclusdo de acidos graxos poli-insaturados e
vitamina E podem elevar os niveis de SOD em equinos em atividades de esforco e
consequentemente minimizar as implicagdes do estresse oxidativo (LACERDA et al.,
2018; SEMBRATOWICZ et al., 2020). A variagdo da enzima é dependente do esforgo
solicitado, da dieta e de fatores quimicos (BAZANOW et al., 2020). Uma investigagao
com 30 caprinos transportados por 350 quildbmetros durante sete horas similarmente
identificou decréscimo da SOD logo apdés a viagem e os valores s6 foram
restabelecidos apds sétimo dia, assim como no presente estudo, atribuindo a variagcao
a superioridade dos radicais livres sobre os antioxidantes (POLYCARP; OBUKOWHO;
YOSOFF, 2016).

4.2.1.3. MAD

Os valores plasmaticos de malondialdeido tem sido extensamente empregado
como biomarcador mais frequente para se avaliar a peroxidacao lipidica na biologia e
medicina (POLYCARP; OBUKOWHO; YOSOFF, 2016). Foi observada elevagao do
MAD apd6s o trajeto dos 300 quildmetros, que persistiu por 24 horas (T24h),
confirmando que o transporte induziu estresse oxidativo. O percurso mais longo ainda
apresentou diferenca de elevacao até 96 horas, quinto dia, em comparagcdo com os
mesmos momentos apos a viagem de 50 quildbmetros, demonstrando que o transporte
de 300 quildbmetros desequilibrou a relacdo dos oxidantes com os antioxidantes e a
distancia menor ndo. Este episddio é confirmado com o decréscimo da SOD relatado
anteriormente. Identificou-se episddio isolado inconsistente de elevagao do MAD nos
momentos T120h e T144h apds o percurso de 50 quildmetros, sem justificativa na
literatura, que sugere algum episddio estressante ocorrido no piquete durante a noite.
Também foi observada elevacgéao isolada no quinto e sétimo dia apés o trajeto de 300

quildbmetros, que pode ser entendido como ainda n&o estabelecida a recuperagao do
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equilibrio redox, equivalente ao identificado por Polycarp, Obukowho e Yosoff (2016)
em caprinos transportados. Estudo com equinos transportados por 550 quildmetros,
durante 12 horas identificou equivalente elevagéo por até 24 horas. No mesmo
trabalho avaliaram cavalos transportados por 50 quildbmetros e foi observado
incremento do MAD, embora menos intenso que na viagem mais longa (WESSELY -
SZPONDER et al.,, 2015) diferente dos resultados do presente estudo que néao
reconheceu variagéo, portanto, sem caracterizagcado de estresse oxidativo na viagem
de menor distancia. Investigagdo sobre o estresse oxidativo em animais, realizou o
transporte de 30 caprinos durante sete horas, por 350 quildmetros, avaliando diversos
parametros, dentre eles o MAD, que teve incremento verificado apés o trajeto ao longo
de trés dias, em seguida a concentragédo diminuiu de forma constante até os valores
basais a partir do sétimo dia O MAD também teve elevagéao relatada em equinos logo
apos protocolo de exercicio moderado em ambientes poluidos, em estudo verificando
o efeito do selénio e vitamina E (VELAZQUEZ-CANTON et al., 2018). Bazanow et al.
(2020) compararam o MAD de populagdes de cavalos da ragca Hucul semi-isoladas
com outras da raca Arabe, comercialmente manipulados e relataram valores
superiores no segundo grupo, sincrdnico aos niveis inferiores de SOD, indicando que
0 segundo grupo sofre com o desequilibrio antioxidante/oxidante, consumando o
estresse oxidativo, comportamento destes dois componentes que refletem
similaridade ao do presente estudo. Esta elevacdo do MAD e o decréscimo do
antioxidante, SOD também foi encontrado por Saleen e Al-Samaraif (2018) em
equinos acometidos por hemoparasitose, igualmente indicando a atividade dos
radicais livres nos animais. O resultado do presente estudo também foi equivalente ao
de Svete et al. (2021) quando submeteu cavalos destreinados a exercicio fisico e
observou incremento do MAD por até 24 horas apods o esforco. O estresse oxidativo
também foi estudado para compreender a extensado de disturbios comportamentais
associados ao estresse psicologico. Omidi et al. (2017) investigaram equinos que
apresentavam inconvenientes habitos tipicos de animais confinados em baias, em
especial cavalos com estereotipia oral e relataram nao haver diferenga no MAD dos
animais acometidos em relacdo aos saudaveis, assim como nao encontraram
diferenca nos valores de cortisol e 3 endorfina. Bottegaro et al. (2018) relataram
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em equinos submetidos a exercicio de
80 e 40 quildmetros com elevagao do MAD em ambos os percursos, embora terem

mencionado uma importante variacao de valores de concentracdo entre os animais.
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Um estudo investigou o elo direto entre biomarcadores de estresse oxidativo, defesas
antioxidantes e a atribuicdo salutar de exercicios fisicos regulares em equinos de
esporte bem condicionados de ragas variadas e os resultados sugerem que a
atividade regular em equinos treinados estimula os mecanismos de defesa
antioxidante, observado pela redu¢ao do MDA apés os treinamentos (ANDRIICHUK;
TKACHENKO; TKACHOVA, 2016). Nos diferentes estudos os resultados confirmam
0 aumento da peroxidacéo lipidica durante diferentes situacdes de desafio oxidativo,

seja no transporte, esporte ou enfermidade.

4.21.4. FRAP

A capacidade antioxidante total (CAT) de uma amostra retrata o impacto
aditivo dos antioxidantes ndao enzimaticos e pode ser avaliada por varios métodos,
como aqueles baseados na capacidade de reducéo férrica do plasma - FRAP (RUBIO
et al., 2019). Nao foi observada variagao entre as distancias de 50 e 300 quildmetros,
igualmente nao foi identificada alteragéo entre os momentos apds o maior percurso.
Apos a viagem de menor duragao foram percebidas alteragdes no quarto e sexto dia
sem fundamento na literatura e que sugere possivel episédio estressante no piquete
durante a noite. Situagdes como esta se estabelecem como ponto fraco do estudo,
pois o completo controle dos animais ndo acontece, visto que permanecem no
piquete, sujeitos a situagées comuns da vida livre e apenas sao trazidos para o contato
no momento da coleta, a cada 24 horas posteriormente a viagem. No entanto, se torna
uma condigdo mais proxima da realidade, similarmente relatado por Bazanow et al.
(2020) que estudou equinos de populagdes semi-isoladas e Molinari et al. (2020) que
avaliou o estresse oxidativo em cavalos estabulados e em pastejo livre entre duas
racas A diferenca nos niveis da FRAP, pode sugerir uma resposta peculiar de racas
ao estresse oxidativo em uma base genética, ou seja, diferenca entre elas. Foi
relatado crescimento significativo nos valores da FRAP nos cavalos sujeitos a
confinamento em baias e foram mais exacerbados nos individuos de maior idade,
superior a 14 anos (MOLINARI et al., 2020). Ovelhas foram submetidas a um ensaio
com inducdo de estresse por tosquia durante cinco minutos para validagao de analise
da FRAP via saliva e evidenciou-se incremento do marcador antioxidante, sugerindo
uma maior mobilizagao para manter o equilibrio redox e proteger as células de injurias

(RUBIO et al., 2019). Cavalos da raga Zanskar estiveram expostos a um estudo para



95

averiguar o impacto do transporte de carga em alta altitude, em que foram submetidos
a uma caminhada de quatro quildbmetros em altitude de 3.500 metros conduzindo
cargas de 60 e 80 quilos. Verificaram incremento da FRAP tanto nos animais sem
carga como nos demais, com maior elevagao nos que transportaram o maior peso, 0s
autores atribuiram o aumento a elevagao da concentragcédo de acido urico (VIVEK et
al., 2018). Contraditério resultado foi encontrado em cavalos arabes apds exercicio de
quatro horas, que nao indicaram alteragao nos valores da FRAP apds o esforgo fisico
em comparagao com o repouso, igualmente sem alteracdo foi relatada a condi¢ao da
SOD, embora nao tenha sido relatada a suplementagao de antioxidante, foi atribuida
a decorréncia ao bom condicionamento fisico dos animais (POURMOHAMMAD et al.,
2020).

4.2.2. Conclusao

As viagens curta e longa provocaram estresse oxidativo nos animais
caracterizado por variacbes de marcadores.

O longo percurso apresentou maior estresse oxidativa ao grupo de animas
estudado, com incremento do MAD.

A SOD sofreu influéncia mais profunda apds o percurso de 300 km, bem como
nos momentos subsequentes ao fim da jornada, com importante deplecédo. O menor
trajeto ndo foi bastante para induzir desequilibrio apés o fim da viagem.

O NO nao manifestou diferenca de valores entre a distancia curta e longa, no
entanto o trajeto de 300 km provocou incremento seis € 24 horas apoés o fim da viagem.

A FRAP manteve constancia nas concentragdes entre os momentos e entre

as distancias, sugerindo que o desafio nao foi suficiente para induzir desequilibrio.

4.3. Influéncia do transporte rodoviario de 50 e 300 kg no proteinograma sérico

de equinos

Os resultados das proteinas de fase aguda a2-macroglobulina (ALFA 2),
ceruloplasmina (CP), transferrina (TRF), albumina (ALB) e a1-antitripsina (ALFA 1)
estdo apresentados na Tabela 14 e na Figura 22 e os da haptoglobina (HP),
apolipoproteina alfa 1 (APO-A1) e a1-glicoproteina acida (GPA) estdo na Tabela 15 e
Figura 23, expressos em média + desvio padrdo. Ndo foram observadas divergéncias



96

entre os valores de concentragao entre os 50 e 300 km nem entre os momentos apds

cada percurso.

Tabela 14 — Influéncia da distancia percorrida sobre os valores absolutos das
proteinas de fase aguda: a2-macroglobulina (ALFA 2), ceruloplasmina (CP),
transferrina (TRF), albumina (ALB), a1l-antitripsina (ALFA 1) dos equinos

transportados (média + desvio padrao)

km Tem ALFA 2 CP TRF ALB ALFA 1
TAnVi 103.37%£27.9 83.3161.8 647.9+213.5  3209.0+975.0 319.1+£180.2
TTeVi 156.60£70.2 80.2+45.3 743.3+250.1 3082.0£836.0  348.4+141.7
Téh 124.40162.9 82.3t51.4 787.71245.7  3291.0+915.0 426.1£324.0
T24h 165.40+110.9  93.6+41.3 871.0+347.0  3018.0£371.0 273.0+95.5
50 T48h 112.40153.0 67.0+38.1 681.5+269.2  2802.0+383.0 253.5+43.8
T72h 140.02148.0 78.7+43.6 750.8+190.9  2727.3+261.1 322.2+107.8
T96h 167.10£78.3 83.71+35.6 770.7t212.0  2854.5+277.0  331.2+162.1
T120h 144.10£54.5 89.4+33.7 847.0+365.0 2790.9+320.8  327.6+122.7
T144h 140.90£58.1 73.4+29.1 690.5+225.0  3038.0+528.0 301.1£162.3
TAnVi  190.40+104.8 114.24¢38.9 537.1#252.2  2600.0+358.0 287.8+148.6
TTeVi 162.40+72.4  101.4+25.9 693.8£140.8  2690.9+202.3 249.8+86.8
Téh 208.00£78.5 132.9+64.0 656.5+214.5 2636.0+413.0 289.8+144.8
T24h 235.10+95.4  140.5+33.4  620.5+269.5 2600.0+438.0 303.5+132.3
300 T48h 181.80+102.5 110.8+43.4 563.0+206.5 2463.6+246.1 210.5+93.2
T72h 143.40£52.8 101.5+42.7 532.2+196.8  2645.5+284.1 217.3%110.3
T96h 194.80+76.2  113.9+32.2 553.8£193.3  2700.0£420.0 253.0+89.1
T120h 174.30£85.9  109.1£33.2 603.9+260.5 2609.1+207.1 306.1+73.7
T144h 191.50+80.6  128.4+37.9 569.1+203.2  2627.3+313.3 301.5+238.9
Efeitos principais
ALFA 2 CP TRF ALB ALFA 1
Tempo 0.250 0.420 0.331 0.347 0.351
Distancia 0.000 0.000 0.000 0.000 0.013
Tempo*Distancia 0.452 0.796 0.874 0.528 0.673

Médias do mesmo tempo seguidas por letras maiusculas diferentes indicam diferenga (p<0,05) entre as distancias.
Médias do mesmo grupo seguidas por letras minusculas diferentes indicam diferenga (p<0,05) entre os tempos.
Médias n&o seguidas de letras indicam auséncia de diferenca (p<0,05).



Figura 22 — Comportamento da ALFA 2, CP, TRF, e ALFA 1 nos diferentes trajetos
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Tabela 15 — Influéncia da distancia percorrida sobre os valores absolutos das
proteinas de fase aguda: haptoglobina (HP), apolipoproteina alfa 1 (APO-A1), a1
glicoproteina acida (GPA) dos equinos transportados (média £ desvio padrao)

D'?i?:)c'a Tempo HP APO-A1 GPA
TANVi 204.0£103.6 697.1+264.9 116.3150.5
TTeVi 250.6+121.0 721.2+266.6 135.7470.2
T6h 282.8+162.7 701.9+£293.2 128.1456.3
T24h 341.4+165.5 749.31254 .1 142.4+73.7
50m T48h 296.5+157.3 699.7+294.2 135.1196.5
T72h 226.0+80.2 738.1£303.5 142.7+49.8
T96h 261.2+156.7 828.1+274.0 114.6+45.9
T120h 272.2+136.1 782.1£226.3 136.5 £38.7
T144h 255.4+119.8 678.5+217.0 118.7+42.6
TANVi 188.3178.2 424.4+182.3 100.31+62.1
TTeVi 283.6+210.5 426.3+218.3 96.8+51.2
T6h 249.4+71.9 471.9+£191.6 102.2+47 .1
T24h 281.1£101.1 441.24243.7 118.3172.2
300 km T48h 254.4+87.6 360.9+181.9 101.0£49.0
T72h 207.3+82.2 344.1+204.8 78.4+37.4
T96h 232.2+119.7 463.6+220.0 90.5+42.3
T120h 228.3+88.7 448.5+243.7 78.6+32.9
T144h 302.0+129.0 529.9+273.3 104.4+69.8
Efeitos principais
HP APO-A1 GPA
Tempo 0.120 0.861 0.903
Distancia 0.312 0.000 0.000
Tempo*Distancia 0.897 0.849 0.839

Médias do mesmo tempo seguidas por letras maiusculas diferentes indicam diferenca (p<0,05) entre as distancias.
Médias do mesmo grupo seguidas por letras minusculas diferentes indicam diferenca (p<0,05) entre os tempos.
Médias ndo seguidas de letras indicam auséncia de diferenca (p<0,05).
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Figura 23 — Comportamento da HP, APO-A1, GPA dos equinos transportados nos
diferentes momentos
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4.3.1. Discussao

As proteinas de fase aguda sdo uma diversificada categoria de proteinas

sintetizadas, em sua maioria, no figado. Acontece incremento ou decréscimo em suas

concentragdes plasmaticas como parte da resposta de fase aguda a um processo

inflamatdrio. As PFAs sédo regularmente referidas como positivas, quando ha elevagao

face a inflamagao, como por exemplo, haptoglobina e amiloide sérica A (ASA) ou

negativas quando ha redugao, por exemplo, albumina (McGOVERN, 2018).
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4.3.1.1. al-antitripsina (ALFA 1) e a2-macroglobulina (ALFA 2)

O presente estudo nao identificou variacdo nestas proteinas, porém pode-se
perceber na Figura 22, curva ascendente da ALFA 1 com pico seis horas apos a
viagem de 50 km e 24 horas apos o trajeto de 300. A ALFA 2 também mostrou
interessante comportamento com incremento 24 horas e no quarto dia apos o percurso
de 50 km e ascendéncia seis e 24 horas apos a viagem dos 300. Estudo comparando
equinos higidos com outros acometidos por sindrome cdlica observaram diferenca
com especial incremento nos casos com indicagao cirurgica (SOUTO et al., 2019),
semelhante ao achado no estudo com cavalos com célica originaria em diferente
segmento intestinal (DI FILLIPO; NOGUEIRA; SANTANA, 2011). Os presentes
achados sugerem que as viagens nao provocaram agressdes suficientes para
determinar a variagdo, porém o comportamento destas PFAs acompanhou a
neutrofilia, relevando seu papel inibidor da elastase de neutréfilos (PERLMUTTER,
1993; SALGADO et al., 2011). A a1-antitripsina (ALFA 1) e a2—-macroglobulina (ALFA
2) manifestam resposta de fase aguda moderada e apresentam fungao anti-protease,
isto €, sua atribuicdo essencial é neutralizar a atuacido de enzimas proteoliticas
liberadas por células imunolégicas por ocasido de episddios inflamatérios, a fim de
reduzir injurias teciduais (ECKERSALL, 2008; KANEKO, 2008).

4.3.1.2. Ceruloplasmina (CP)

O presente estudo nao identificou variacado significativa entre as distancias
nem entre os momentos. Embora imediatamente apds os trajetos tenha ocorrido
ligeira deplegao, contrario ao achado em equinos apdés competi¢gdo de hipismo que
apresentou incremento (CARVALHO FILHO, 2019). Ainda que sejam atividades
diferentes ambos necessitam de algum tipo de esforgo fisico. Souto et al. (2019)
observou elevagdao da CP em equinos com sindrome colica. Foi relatado que o
incremento dos valores de CP protege contra o estresse oxidativo vinculados a
prenhez e que as alteragdes das concentragdes sugerem acao para manutengao e
controle da homeostase do redox e do processo inflamatério ao longo do curso da
estacdo (BUITRAGO et al., 2020).
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4.3.1.3. Transferrina (TRF)

N&o foram observadas variagdes significativas entre as distancias, tdo pouco
entre os momentos. Analisando a Figura 22, observa-se que o comportamento da TRF
apo6s o trajeto de 300 km foi inferior em comparacéo a menor distancia, porém nao
suficiente para gerar diferenca significativa. A TRF analisada em equinos de hipismo
apos sequéncia de provas, apresentou incremento valoroso (ASSENZA et al., 2016).
Os autores sugerem que a elevagao nas concentragbes pode ser em fungédo de
hemoconcentragcdo imediatamente apds o exercicio. Di Filippo, Nogueira e Santana
(2011) verificaram decréscimo da TRF em equinos com sindrome cdlica em relagao a

animais higidos.

4.3.1.4. Albumina (ALB)

Nao houve disparidade da Albumina entre os trajetos percorridos nem entre
os momentos de cada percurso. Esta proteina se manteve relativamente estavel. O
resultado corresponde aos achados em cavalos de hipismo apds competicdes, onde
também nao foi observada variagdo (CARVALHO FILHO et al., 2019). Estudo
avaliando a influéncia de programas de treinamento com esfor¢co intenso no
comportamento de PFAs em equinos saudaveis similarmente n&o verificou variagcao
nos valores da albumina (ARFUSO et al., 2020). Da mesma forma Zhao et al. (2020)
relataram auséncia de variagcdo nas concentragdes de ALB em jumentos
transportados por 21 horas. Fernandez e Roy (2019), em estudo sobre proteinas
plasmaticas e sua relagdo com o fibrinogénio, reconhecem que os valores da albumina
nao se estabelecem necessariamente como indicadores consumados de inflamacao,
no entanto os utiliza por ter interpretacdo mais direta. Souto et al. (2019) nao
verificaram alteragao em equinos com sindrome cdlica em comparagdo com animais
saudaveis. No entanto, Padalino et al. (2017) relataram incremento em equinos logo
ap6s viagem de 94 horas e associaram a alteragcdo a desidratagdo ou
hemoconcentragdo. Outro estudo avaliando o comportamento de cavalos durante
viagem de oito horas verificou o incremento da ALB e vinculou a afecgao das vias
aéreas em fungado de baixa qualidade do ar no veiculo combinada com atitude de
movimentacgao da cabega proxima ao solo (PADALINO et al., 2018). Ferlazzo, Fazio

e Medica (2020), da mesma forma, relataram aumento em equinos em caminhada por



102

dois dias e em seguida transportados por 70 quildmetros. Terhaar, Allbaugh e Mochel
(2021) encontraram incremento de ALB em lagrimas de equinos com lesdo ocular
quando comparados a animais higidos. Relatos sdo contraditorios na literatura, a
albumina é uma proteina de fase aguda negativa e, portanto, € reduzida na

inflamacéo, devido a diminui¢ao de sua producgao no figado (McGOVERN, 2018).

4.3.1.5. Haptoglobina (Hp)

Nao foi identificada variagao significativa na Hp entre as distancias, bem como
entre os momentos. Vale chamar a atengao para 24 horas apds a viagem de 50 km
com incremento perceptivel na Figura 23 e imediatamente apds os animais terem
serem transportados por quase seis horas, embora sem aval estatistico. Estudo
investigando comportamento da Hp em equinos transportados que apresentavam
doencga respiratéria provocada pelo translado de aproximadamente 18 horas em
comparagao a outro grupo saudavel, similarmente ndo apontou alteragdo nas
concentragbes desta proteina. Foram sugeridas interferéncias do tempo das
amostras, distancia de condugao dos animais € bom condicionamento fisico anterior
a viagem como provaveis razdoes da nao variacao (NINAMIJIMA et al., 2021). Ja foi
relatado incremento da Hp de um e meio a 10 vezes em equinos com peritonite ou
apos cirurgia (ALONSO et al., 2020; ZAK et al., 2020). Contrario ao estudo de Souto
et al. (2019) que nao identificou evidéncia de variagdo da Hp em equinos acometidos
por sindrome célica em comparagdo com animais higidos. Investigacdo buscando
evidéncias sobre PFAs em equinos com sobrepeso relatou elevagao da Hp nestes
animais, em confronto com outros de escore corporal considerado adequado (GIRADI
et al., 2019). Estudo verificando a interferéncia da alta intensidade de esfor¢go na
resposta de fase aguda em equinos mencionou que a Hp é pouco apropriada para
medir inflamagdo em exercicio, uma vez que apresenta elevada concentragdo no
sangue de animais higidos e a extensdo da resposta € menor que outras, como por
exemplo a ASA. Além de a elevacdo poder estender por dias apds o estimulo
inflamatorio, com incremento inicial entre 12 e 24 horas e pico entre 72 e 144 horas
(ARFUSO et al.,, 2020), o que nao foi observado no presente estudo. Outra
investigacao com equinos de esporte em competi¢cao de hipismo equitativamente n&o
observou discrepancia da Hp apds a atividade em comparagdo ao repouso
(CARVALHO FILHO et al., 2019). A Haptoglobina é uma glicoproteina positiva notoria
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por compor um complexo com a hemoglobina, possibilitando sua fagocitose. Esse
procedimento acontece em episodios patolégicos ou fisiolégicos que resultam na
hemolise, impedindo que essa molécula provoque injurias aos tecidos (LEVY et al.,
2010).

4.3.1.6. Apolipoproteina alfa 1 — APO-A1

A APO-A1 permaneceu sem alteragdes entre as duas distancias bem como
entre os momentos. A despeito da auséncia de discrepancia estatistica, € interessante
observar a estabilidade entre o repouso e apds a viagem no trajeto de 50 km superior
em comparagcao as coletas dos 300 km, podendo-se perceber a peculiaridade
negativa da proteina frente a insultos. E sabido que a Apo A1 é uma PFA negativa,
pertencente a um grupo de lipoproteinas sintetizadas no figado com atribuicdo de
retirar o colesterol do organismo para sua excre¢ao ou reuso hepatico. A ASA se
conecta ao HDL afim de desempenhar parte de sua atribui¢cdo, levando a Apo A1 ser
desligada, assim é prontamente removida do organismo, corroborando decréscimo de
seus valores (COETZEE et al., 1986; SCOPPETTA et al., 2012; SOUTO et al., 2019).
No entanto, foi descrito que o decréscimo das concentragdes das PFAs negativas
acontece em fungao da atenuacgao da taxa de sintese e que esta acontece em fungao
do decremento da transcricdo de seu gene ou traducdo do mRNA (ALDRED;
SCHREIBER, 1993).

4.3.1.7. a1 glicoproteina acida (GPA)

O presente estudo nao identificou alteragcdo nos niveis da GPA entre as
distancias, bem como entre os momentos. Pode se notar um padrao moderadamente
elevado apds o percurso de 50 km, em relacdo ao de 300 km, estes nido se
fundamentam na estatistica. Carvalho Filho et al. (2019) apontaram incremento da
GPA em 125% logo apds o exercicio, embora ndo tenha havido sinais de inflamacéao,
foi atribuida a afinidade por metabdlitos enddégenos, como liberagao de catecolaminas,
como consequéncia para prevenir danos oxidativos aos tecidos. A GPA esta
associada a inflamacgéo cronica, em vez de aguda e seu incremento acontece de forma
lenta e prolongada em comparagao com outras PFA (WALSH, 2021)., entretanto

diferem de outros estudos que indicaram incremento desta PFA nos animais com a
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enfermidade e com elevagao superior nos animais que vieram a o6bito apos cirurgia
(FAGLIARI et al., 2008; DI FILIPPO; NOGUEIRA; SANTANA, 2011). Os autores
relatam que a GPA tem funcao de se ligar a farmacos e metabdlitos, como histamina,
serotonina, esteroides e catecolaminas, além de colaborar na retirada de

lipopolissacarideos da circulagéo sanguinea.

4.3.2. Conclusao

As viagens nao foram suficientes para provocar resposta de fase aguda

refletida nas alteragdes das PFA’s.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

O transporte dos animais estudados provocou alteragdes fisiologicas
importantes, percebidas nas manifestacbes das diversas variaveis investigadas.
Algumas sem relagao entre as distancias percorridas, porém manifestadas de forma
peculiar em momentos apds o especifico percurso.

Os resultados demonstram relevante manifestacao leucocitaria, sugerindo
cuidados que possam minimizar a excitagao e preservagao do bem estar animal.

Viagens mais longas propiciam com maior intensidade o desequilibrio redox
e consequente estresse oxidativo.

Os trajetos n&o induziram variagéo nas concentragcdes das proteinas de fase
aguda.

O estudo apresentou ponto fraco no aspecto de nao controlar os animais nos
piquetes, deixando assim possibilidade de intercorréncias que possam influenciar os

resultados, embora seja uma investigagao mais apropriada para animais de vida livre.
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APENDICE B - Resultados 50 km

NO FRAP SOD MAD PROT VG
ANIMAL TEMPOS nmol/mg o

ymM ym U/mL proteina g/dL %o

T0 10.79 0.46 29.49 0.45 8.2 30

T1 16.26 0.44 19.82 0.55 8.2 28

T2 9.57 0.36 37.56 0.32 8.6 25

T3 13.44 0.43 26.18 0.35 8.2 34

1 T4 10.30 0.49 33.83 0.38 8.2 30
T5 10.43 0.46 35.05 0.23 8.3 29

T6 9.54 0.43 35.80 0.23 8.2 28

T7 10.37 0.48 30.74 0.25 8.2 27

T8 19.34 0.42 16.22 1.50 8.2 26

T0 11.19 0.36 1.72 0.45 7.3 35

T1 9.25 0.34 36.63 0.22 7.2 32

T2 14.15 0.47 25.78 0.16 7.6 22

T3 12.80 0.42 36.33 0.36 7.5 36

2 T4 10.79 0.50 36.56 0.31 7.3 37
T5 13.14 0.55 31.34 0.33 7.1 31

T6 10.92 0.45 40.66 0.73 71 33

T7 18.60 0.43 19.87 0.31 7.0 31

T8 14.47 0.38 20.99 1.27 71 31

T0 7.05 0.29 28.62 0.38 75 34

T1 9.76 0.27 45.22 0.53 7.9 34

T2 14.13 0.44 25.25 0.45 7.9 34

T3 12.50 0.44 37.35 0.31 7.9 34

4 T4 12.07 0.46 40.01 0.33 7.2 34
T5 11.03 0.55 40.59 0.21 7.5 34

T6 9.93 0.49 38.42 0.66 7.2 34

T7 13.00 0.55 31.82 1.90 7.2 33

T8 10.54 0.41 20.73 1.24 7.1 32

T0 14.13 0.34 19.82 0.30 7.5 32

T1 10.59 0.30 29.88 0.30 7.2 34

T2 10.82 0.27 37.74 0.80 7.3 35

T3 19.78 0.48 32.08 0.19 7.6 35

5 T4 9.67 0.51 37.08 0.23 7.0 34
T5 12.02 0.44 34.01 0.43 7.2 31

T6 15.79 0.46 28.01 0.34 7.2 34

T7 12.82 0.52 34.23 1.68 7.1 34

T8 19.29 0.39 12.96 1.37 7.0 35

T0 8.63 0.45 36.63 0.37 7.6 36

T1 6.87 0.39 21.83 0.45 7.3 34

T2 7.53 0.31 39.86 0.57 7.8 28

T3 9.08 0.53 44.12 0.21 7.8 34

6 T4 9.98 0.51 34.45 0.35 7.4 33
T5 7.95 0.46 35.15 0.27 7.8 33

T6 6.89 0.47 34.89 0.39 7.8 31

T7 6.94 0.42 40.47 1.75 7.7 33

T8 10.84 0.37 19.49 1.52 7.6 33
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Amostra

ANIMAL | TEMPOS (n°) NO FRAP SOD MAD PROT VG
TO 145 8.14 0.41 45.22 0.33 8.0 36

T1 146 12.51 0.34 30.82 0.63 8.0 32

T2 147 8.59 0.36 36.90 0.34 7.9 34

T3 148 8.86 0.48 40.24 0.27 7.5 32

7 T4 149 11.74 0.43 29.67 0.42 7.8 34
T5 150 8.37 0.49 37.39 0.27 7.6 35

T6 151 9.15 0.53 35.08 0.31 7.5 30

T7 152 6.18 0.44 44.38 1.91 7.6 35

T8 153 8.44 0.38 24.32 1.55 7.6 35

TO 154 11.41 0.29 29.88 0.22 8.3 37

T1 155 12.34 0.38 29.99 0.30 8.3 35

T2 156 13.76 0.41 35.83 0.31 8.6 44

T3 157 11.33 0.40 38.13 0.34 8.5 47

9 T4 158 17.16 0.39 27.08 0.65 8.0 38
T5 159 9.07 0.50 39.33 0.23 8.5 32

T6 160 12.65 0.48 32.48 0.50 8.2 35

T7 161 12.33 0.42 30.09 1.40 8.0 40

T8 162 19.04 0.38 14.25 1.06 8.0 39

T0 163 14.69 0.55 21.83 0.65 8.1 37

T1 164 12.36 0.30 22.22 0.39 8.0 36

T2 165 12.48 0.35 33.34 0.28 8.6 42

T3 166 14.20 0.47 31.77 0.28 8.3 40

11 T4 167 17.50 0.47 30.04 0.85 8.0 37
T5 168 16.01 0.49 34.10 0.21 8.0 34

T6 169 15.79 0.53 22.51 0.37 8.0 35

T7 170 14.61 0.55 26.34 1.73 8.0 38

T8 171 18.77 0.45 14.77 1.30 7.9 35

TO 172 29.49 7.2 38

T1 173 19.15 0.55 23.46 0.27 7.0 35

T2 174 10.69 0.47 33.49 0.59 7.3 24

T3 175 13.36 0.58 27.26 0.36 7.5 40

12 T4 176 15.52 0.48 24.97 0.51 7.3 37
T5 177 13.17 0.46 30.76 0.32 7.0 35

T6 178 10.70 0.50 35.67 0.48 7.0 34

T7 179 10.60 0.50 35.27 1.81 7.1 38

T8 180 15.89 0.52 33.37 1.41 7.1 38

TO 181 14.12 0.45 28.93 0.37 8.0 41

T1 182 8.76 0.37 35.21 0.78 8.0 40

T2 183 9.13 0.46 36.09 0.37 8.2 28

T3 184 15.33 0.51 34.99 0.33 7.7 36

13 T4 185 23.19 0.40 19.84 0.51 7.4 37
T5 186 14.98 0.50 35.53 0.21 7.6 36

T6 187 16.42 0.47 29.96 0.38 7.8 35

T7 188 12.34 0.55 32.25 1.58 7.7 35

T8 189 18.06 0.43 27.33 1.51 7.6 39

TO 190 17.82 0.47 28.62 0.46 7.7 43

T1 191 14.98 0.50 19.06 0.36 7.2 42

T2 192 12.46 0.58 29.39 0.21 8.0 36

T3 193 36.29 8.0 45

14 T4 194 15.39 0.56 31.51 0.61 7.7 42
T5 195 9.37 0.54 25.32 0.27 8.0 44

T6 196 12.14 0.48 30.71 0.30 8.0 44

T7 197 12.94 0.59 27.19 1.50 7.8 45

T8 198 22.11 0.49 17.86 1.50 7.8 43
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ANIMAL LEUCO SEGME LINFOC MONOC EUSINO BASOF
(x103 /mL) yL yL yL yL yL
10,800 6912 3348 324 216 0
17,050 11935 4603 0 510 0
17,800 13706 3560 534 0 0
14,200 8094 5822 284 0 0
1 13,400 8978 3752 134 536 0
11,100 6549 3996 444 0 111
16,500 9075 6765 330 330 0
17,050 10571 6138 341 0 0
15,450 8343 6489 433 154 0
9,250 5920 2405 370 370 92
12,100 8107 3267 363 363 0
15,850 11095 4121 634 0 0
15,950 7975 7178 638 159 0
2 10,800 7452 3024 324 0 0
13,050 7830 4698 391 130 0
8,400 5040 3108 84 168 0
8,700 5916 2349 87 0 0
12,350 8151 3582 370 246 0
9,000 5670 2520 450 360 0
17,450 10819 5409 349 870 0
12,150 8262 3402 243 121 121
12,050 4579 6266 482 600 120
4 15,050 6923 6622 602 750 0
14,200 5112 7384 142 1278 284
7,150 4290 2431 71 284 71
10,350 5589 3726 207 824 0
12,700 6858 5080 254 508 0
12,850 7324 4754 385 256 128
14,500 11890 2320 145 145 0
10,950 7117 3175 438 109 109
13,000 4160 7930 390 390 0
5 12,300 6519 4797 738 246 0
13,750 6325 7287 275 0 0
13,250 7817 4637 265 528 0
15,750 7087 7087 472 785 314
14,950 8820 5531 447 149 0
9,600 4608 3552 288 960 192
11,200 6272 3808 224 784 112
13,950 8649 4185 139 834 139
13,000 5720 5980 520 650 130
6 14,550 8875 4365 145 725 435
11,250 6862 3600 336 336 0
18,050 8483 6498 1260 1800 0
16,950 8983 5254 1356 1183 169
15,550 6842 7619 465 775 0
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ANIMAL LEUCO SEGME LINFOC MONOC EUSINO BASOF
(x103 /mL) yL yL yL yL yL
12,400 7068 3968 248 992 124
11,500 7245 3910 0 345 0
13,200 8976 3564 132 528 0
13,500 7695 4725 270 540 270
7 12,200 6710 4148 732 610 0
11,250 5850 4612 336 448 0
10,150 6090 3552 202 101 202
11,700 8775 2340 117 351 117
15,150 8938 4848 302 906 151
10,850 8029 2061 216 540 0
9,500 7600 1632 95 190 0
14,150 11744 1981 141 282 0
12,550 8910 2886 125 500 125
9 13,350 9478 3070 133 532 133
13,250 8612 3842 396 396 0
11,900 7140 3689 357 714 0
15,150 10302 4394 151 302 0
12,700 6858 4445 381 762 254
10,750 6665 3977 107 0 0
14,650 9083 5127 146 146 146
15,450 11124 3708 462 154 0
14,200 6674 6390 568 426 142
11 18,400 9752 7360 184 184 184
14,550 6402 7711 0 435 0
13,300 6550 5187 532 665 266
14,550 9021 5092 290 145 0
11,100 6438 4218 333 111 0
11,000 4950 5170 550 220 110
13,150 6575 6049 393 131 0
14,050 8289 4777 140 700 140
12,750 5100 6885 508 254 0
12 12,850 7453 4240 128 768 256
14,050 5760 7868 0 420 0
13,400 8040 4422 402 536 0
15,400 7854 6160 616 616 154
10,900 6649 3706 218 218 109
11,800 6844 4248 118 472 118
17,700 12390 4425 177 531 177
10,300 6592 3502 206 0 0
10,150 4973 4567 404 101 0
13 15,400 9086 5544 462 308 0
14,300 9009 5005 143 143 0
14,500 8555 5220 290 435 0
10,950 6022 4708 109 0 109
8,350 4759 3176 250 83 0
11,400 5700 5130 228 342 0
14,150 9197 4245 282 423 0
17,750 11005 6212 177 177 177
15,150 5454 8787 755 151 0
14 13,700 5480 6987 411 822 0
13,350 5740 6675 665 133 133
12,500 5250 6000 875 250 125
13,600 5712 7072 408 272 136
11,300 5650 4859 452 113 113
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PLAQUET LAC GLI AST CK

ANIMAL (x10° /mL) mmol/L mg/dL U/L U/L
120 1.00 81.0 160.4 83.1

120 1.75 62.9 128.1 61.8

190 210 83.8 208.1 88.7

120 1.63 29.6 145.6 91.2

1 120 1.50 100.5 172.7 105.6
160 1.54 83.0 101.5 58.1

160 1.70 70.7 99.7 68.7

180 1.81 87.6 35.7 144

200 1.02 69.8 182.4 123.7

200 1.34 91.0 98.5 55.6

200 4.30 97.5 218.6 216.1

100 2.21 89.4 110.5 101.9

120 1.44 88.8 187.8 1324

2 160 1.49 86.3 213.0 103.1
200 1.29 106.1 243.0 123.1

160 1.38 81.7 207.8 61.2

180 1.01 103.4 116.5 103.0

100 1.26 122.3 168.3 88.7

128 1.41 119.6 161.4 94.9

128 1.90 114.3 245.3 521.5

205 2.84 100.5 171.4 130.5

260 1.55 105.3 125.5 148.0

4 240 1.42 921 226.7 158.7

140 1.32 84.2 210.7 135.5

200 1.50 83.9 170.3 96.2

200 1.71 85.6 185.1 74.3

220 1.73 85.0 130.3 39.4

156 1.52 118.2 114.0 155.2

156 3.20 85.4 164.3 66.2

188 2.03 97.3 181.0 118.1

320 1.43 87.0 208.1 285.4

5 400 1.48 102.6 180.5 171.1
160 1.63 107.8 109.2 98.7

160 1.78 74.3 198.7 149.9

180 1.23 88.0 230.6 136.2

190 1.76 80.0 98.0 36.9

260 1.71 74.7 175.0 89.9

260 219 61.9 126.5 70.6

180 1.84 75.0 127.7 311.1

352 1.65 62.2 136.5 85.6

6 240 1.92 84.0 130.3 63.7

200 1.84 711 208.9 198.6

220 1.70 78.5 166.5 139.9

120 1.48 89.8 113.3 72.5

200 1.65 81.2 166.8 134.9
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ANIMAL PLAQUET LAC GLI AST CK
232 1.55 77.8 205.6 79.3
232 1.83 83.2 134.9 65.6
160 2.45 90.8 129.3 58.1
160 1.89 76.1 112.7 66.2
7 200 1.55 87.1 109.9 60.0
200 1.69 81.8 126.7 199.9
160 1.58 92.7 132.8 76.8
160 1.76 78.6 142.5 76.8
200 1.63 73.0 161.9 121.2
160 1.54 89.7 146.4 77.5
160 1.80 83.7 96.1 57.5
80 1.95 84.8 147.9 84.3
120 1.49 88.2 180.1 79.3
9 320 1.64 101.0 145.7 73.1
160 1.53 77.9 145.4 61.2
100 1.57 75.7 76.0 38.9
170 1.62 67.3 106.8 144.1
140 1.52 714 106.4 70.4
220 1.25 75.8 140.4 93.1
220 1.64 72.3 136.6 280.9
160 1.62 78.4 125.6 93.9
200 1.58 78.4 103.2 56.7
11 120 1.49 75.0 124.8 63.1
240 1.50 73.4 128.2 55.9
180 1.46 67.4 112.8 91.5
200 1.41 71.6 103.0 116.6
200 1.32 73.8 126.6 98.0
126 1.38 68.8 123.6 165.1
126 1.60 76.4 116.8 127.9
120 1.38 73.8 128.6 71.2
120 2.30 78.0 120.0 127.9
12 180 1.75 79.6 126.2 82.6
160 1.45 46.6 93.0 51.0
240 1.91 75.9 118.0 83.4
130 1.98 84.0 83.6 92.3
160 1.48 721 115.2 721
168 1.26 67.4 118.0 721
168 1.76 74.5 125.6 721
176 1.82 67.6 90.8 60.7
240 1.65 80.6 89.6 91.5
13 240 1.22 60.3 116.8 62.3
128 1.36 73.7 93.8 197.5
160 1.54 80.1 55.6 136.0
130 1.60 67.9 57.2 21.9
160 1.37 80.0 53.2 13.0
160 1.46 85.9 134.6 56.7
160 1.80 72.6 132.0 72.9
160 1.53 66.2 130.6 68.0
220 1.45 74.3 114.2 721
14 200 1.34 67.2 92.0 55.1
180 1.41 65.3 111.6 100.4
120 1.25 58.8 116.4 67.2
200 1.53 73.5 83.8 157.0
160 1.40 67.0 122.4 100.4
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ALF 2 CP TRF ALB
ANIMAL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
99.4 80.13 667.65 2600.0
244.6 83.25 219.89 3300.0
125.0 134.24 1161.31 2900.0
320.0 142.73 917.15 3300.0
1 111.7 87.52 630.68 2300.0
125.0 130.16 617.18 2400.0
101.8 65.36 694.55 2700.0
76.9 57.78 876.03 2600.0
95.0 61.71 433.79 3900.0
116.1 71.52 424.99 3100.0
238.9 115.47 825.14 3500.0
229.3 166.11 707.05 3500.0
278.2 165.82 1,082.9 2700.0
2 48.3 56.71 41212 3200.0
223.1 148.72 839.05 2800.0
335.4 161.68 826.86 2700.0
226.3 125.91 620.34 2900.0
248.7 147.05 935.06 3500.0
116.4 190.88 979.32 3800.0
192.6 162.35 1080.11 2900.0
121.4 152.61 810.65 3300.0
338.2 127.88 1510.74 3100.0
4 165.9 159.88 1366.03 2600.0
128.6 100.39 644.00 2700.0
206.7 89.80 1275.50 3000.0
115.6 48.11 1230.57 2700.0
147.5 51.90 1002.33 3900.0
62.6 202.66 909.53 5900.0
197.7 159.36 779.49 5200.0
165.5 91.61 920.29 5700.0
187.6 117.73 1104.38 3800.0
5 120.5 55.30 683.69 3400.0
179.0 121.51 1105.17 2800.0
116.1 71.52 424.99 3100.0
216.6 126.61 1063.82 2400.0
126.6 65.95 631.25 2900.0
155.2 105.85 779.62 3300.0
126.4 42.26 847.34 3300.0
67.6 23.94 718.21 3300.0
180.3 67.10 1,243.1 3400.0
6 103.7 29.84 717.65 3400.0
94.7 24.30 875.60 3300.0
100.4 38.52 827.71 3300.0
140.0 52.77 878.42 3400.0
211.2 104.90 914.25 3200.0
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ANIMAL ALF 2 CP TRF ALB
86.6 82.53 778.47 2400.0
45.8 40.12 642.29 2400.0
39.2 55.88 748.47 2300.0
30.1 63.28 656.89 2500.0
7 30.6 38.94 553.82 2500.0
93.7 65.77 429.17 2300.0
241.4 102.98 800.46 2300.0
195.7 120.90 940.80 2300.0
69.2 64.27 629.67 2400.0
84.8 56.20 736.21 2800.0
77.8 66.49 419.69 2600.0
27.2 41.40 249.38 2900.0
34.6 68.76 582.61 2800.0
9 114.7 77.81 490.82 2600.0
116.6 73.24 519.39 2700.0
204.6 110.43 693.08 2800.0
165.7 122.72 680.38 2700.0
142.0 66.06 431.22 2700.0
92.7 31.80 331.34 2500.0
218.2 55.26 930.16 1900.0
181.4 113.76 777.88 2500.0
111.0 103.27 564.74 2800.0
11 182.3 92.91 941.48 2700.0
153.1 72.13 859.62 2600.0
104.0 98.43 909.87 2600.0
116.8 63.73 594.76 2700.0
83.8 42.67 506.88 2600.0
116.5 35.96 459.93 2900.0
104.8 59.62 939.37 2800.0
105.1 38.48 573.52 3000.0
191.3 83.15 956.72 2900.0
12 197.4 70.34 658.07 2900.0
206.3 80.12 878.77 2800.0
209.7 80.86 656.07 2900.0
165.3 113.87 1,580.0 3100.0
167.7 61.04 929.41 3000.0
136.2 41.52 424.99 3100.0
189.3 53.87 870.59 3100.0
181.8 47.76 1,062.6 3900.0
72.0 60.37 381.27 2800.0
13 88.7 38.81 582.50 2800.0
152.2 34.07 721.83 2700.0
91.6 66.57 619.11 2900.0
99.8 96.37 633.81 2800.0
76.9 61.84 435.79 2800.0
70.7 17.20 635.23 2900.0
86.8 44.48 622.67 2900.0
125.2 39.98 935.08 2900.0
76.2 29.33 584.92 3100.0
14 72.4 28.93 460.07 2421.4
70.4 15.41 769.39 2900.0
126.4 34.28 749.28 3100.0
66.0 54.81 215.83 3100.0
181.8 79.80 746.01 2514.3
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ALF 1 HP GPA APO A1
ANIMAL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
282.51 318.52 102.38 585.9
549.46 219.89 211.76 525.1
469.08 394.32 137.86 970.8
315.54 559.79 152.39 611.4
1 289.43 338.30 73.95 628.7
409.41 288.59 189.00 709.5
310.64 258.02 143.63 800.4
505.24 458.56 147.48 880.3
228.01 255.51 125.56 734.0
772.04 139.56 163.46 1037.2
466.29 302.47 93.69 986.2
443.79 300.24 137.66 927.4
413.56 466.81 69.68 935.3
2 198.94 225.64 75.36 703.8
457.16 342.89 143.29 544.0
570.77 321.28 116.40 918.1
387.25 282.33 139.29 619.6
551.83 357.51 87.74 888.7
387.42 214.52 100.96 838.2
340.10 365.16 205.45 1165.1
184.91 269.72 162.28 756.6
409.96 538.32 290.22 966.3
4 340.05 618.12 397.79 510.2
189.95 351.13 151.26 2447
317.10 620.12 112.11 729.5
200.00 572.74 194.49 674.7
110.53 510.09 165.65 567.1
183.67 438.89 191.67 667.1
158.92 520.22 149.69 698.9
418.55 666.99 250.71 517.3
251.19 573.71 238.97 670.4
5 281.02 478.50 147.68 602.9
317.60 270.91 203.03 1391.4
150.30 139.56 137.23 806.3
326.11 194.96 196.57 1403.2
130.57 185.78 127.76 858.0
341.28 214.53 156.19 935.3
380.71 220.50 139.47 334.4
320.31 150.77 110.00 692.7
394.74 225.91 138.91 878.1
6 260.54 125.40 94.57 791.5
254.32 243.25 146.61 587.6
246.69 404.76 72.21 535.4
338.23 204.30 149.16 782.9
272.19 282.79 213.46 703.0
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ANIMAL ALF 1 HP GPA APO A1
236.14 204.78 138.96 771.9
94.17 157.08 63.80 547.8
110.12 98.90 69.90 514.5
165.07 220.77 112.81 1286.3
7 219.08 331.55 140.39 1444.6
222.26 183.84 196.68 542.0
630.53 350.74 197.04 847.2
233.43 327.98 138.70 765.9
402.00 145.74 115.82 122.6
438.60 69.34 34.00 269.1
398.89 84.02 59.54 405.3
80.84 139.82 49.70 240.9
198.01 378.68 83.96 345.0
9 216.24 237.80 57.27 338.0
151.22 123.61 170.03 820.8
306.90 208.36 139.83 1525.9
375.61 110.52 70.92 696.6
186.56 127.69 78.85 790.6
76.82 241.95 98.98 354.1
243.03 272.52 121.76 719.8
1,183.8 384.77 131.08 488.2
163.08 252.67 210.28 735.5
11 278.72 303.98 192.93 904.7
335.15 176.57 38.04 1083.2
451.20 161.04 29.23 991.4
206.74 157.85 101.66 561.2
325.27 175.81 63.20 563.5
206.43 119.00 49.63 429.2
287.24 173.11 67.73 702.8
287.96 137.23 66.83 502.8
212.56 211.62 104.51 667.5
12 271.80 164.32 88.07 760.0
481.75 210.88 100.26 659.3
341.90 217.65 101.83 539.8
229.34 212.89 118.78 667.2
350.45 207.81 90.96 644.9
272.04 139.56 163.46 1037.2
412.09 296.46 276.72 1069.4
827.62 304.80 168.81 1297.0
228.43 147.64 93.24 543.9
13 228.13 361.47 140.21 519.1
372.27 174.25 139.36 676.0
173.14 105.26 143.14 607.6
237.86 258.78 95.29 708.0
164.13 390.91 132.54 709.9
313.42 143.40 79.78 742.4
501.07 145.56 103.35 778.5
360.09 263.59 124.22 813.2
250.37 179.26 71.27 602.8
14 204.43 76.25 77.38 493.0
353.14 120.51 92.28 861.2
143.49 86.44 67.85 807.1
563.31 213.47 148.68 844.0
590.67 170.04 104.03 881.6




APENDICE C - Resultados 300 km

NO FRAP SOD MAD PROTEIN VG

ANIMAL TEMPOS yM M UlmL :':::Z::g gldL %
TO 10.85 0.40 35.05 0.79 8.1 35

T1 3.67 0.36 0.20 0.72 8.1 30

T2 10.33 0.39 1.78 0.63 8.2 29

T3 15.67 0.35 2.18 0.49 8.2 35

1 T4 15.00 0.45 1.88 0.72 8.1 29
T5 3.67 0.38 3.96 0.51 8.3 32

T6 10.33 0.42 5.05 0.77 8 29

T7 18.33 0.45 2.67 0.54 8.1 29

T8 9.00 0.40 3.76 0.87 8 31

T0 5.61 0.39 2.87 0.67 7.2 34

T1 1.67 0.31 4.06 0.95 7.6 31

T2 3.00 0.36 5.64 1.12 7.3 34

T3 6.33 0.42 3.66 0.71 7.5 37

2 T4 5.67 0.44 3.37 0.81 7.6 35
T5 8.33 0.35 3.66 6.81 7.7 33

T6 4.33 0.25 3.96 1.16 7.6 32

T7 14.33 0.40 4.65 0.86 7.5 30

T8 13.67 0.37 4.46 0.71 7.8 32

T0 4.69 0.44 21.64 0.57 7.1 34

T1 3.00 0.34 6.24 0.80 7.3 31

T2 4.33 0.40 6.24 1.20 7.1 30

T3 6.33 0.41 2.97 0.86 7.6 32

4 T4 13.67 0.50 4.55 0.87 7.4 34
T5 27.00 0.36 4.65 0.93 74 34

T6 6.33 0.35 3.66 1.33 7 30

T7 3.67 0.35 25.54 1.17 7.2 33

T8 4.33 0.33 7.23 1.28 7 32

T0 16.03 0.40 25.67 0.48 7.5 35

T1 1.67 0.31 9.01 1.20 74 36

T2 3.67 0.28 5.45 6.20 7.2 32

T3 21.00 0.44 3.96 0.94 7.6 38

5 T4 6.33 0.38 5.74 0.82 7.6 35
T5 1.67 0.30 6.04 0.71 74 35

T6 1.00 0.41 7.62 1.06 7.2 30

T7 16.33 0.34 6.83 0.92 74 34

T8 13.67 0.33 7.03 1.12 7.2 32

T0 7.72 0.39 32.63 0.45 7.2 35

T1 1.00 0.32 6.93 0.94 7.3 35

T2 3.67 0.41 8.12 0.69 7.3 31

T3 7.67 0.42 2.18 1.09 7.5 36

6 T4 2.33 0.41 7.03 0.69 7.4 37
T5 4.33 0.36 713 0.77 7.5 36

T6 1.00 0.40 6.44 0.84 7.2 36

T7 2.33 0.26 9.90 0.92 7.2 35

T8 1.67 0.41 9.90 1.02 7.2 35




135

ANIMAL | TEMPOS NO FRAP SOD MAD PROTEIN VG
T0 9.64 0.38 43.09 0.40 7.6 33

T1 3.67 0.47 18.81 1.27 7.9 32

T2 4.33 0.48 6.04 1.23 7.5 34

T3 9.67 0.47 6.83 1.32 8 39

7 T4 81.00 0.88 7.13 1.09 8 37
T5 13.00 0.36 9.41 1.02 7.8 35

T6 3.00 0.42 8.02 0.65 7.3 34

T7 7.00 0.37 8.32 0.86 7.4 34

T8 6.33 0.39 9.01 0.94 7.5 35

T0 13.47 0.30 19.01 0.83 8 36

T1 6.33 0.42 4.85 0.76 8.2 37

T2 3.67 0.37 6.44 1.08 8 37

T3 8.33 0.49 6.63 1.07 8.3 46

9 T4 79.00 0.75 12.18 0.93 8 44
T5 3.00 0.39 8.32 1.48 8.2 40

T6 6.33 0.44 8.12 0.95 8 36

T7 16.33 0.39 7.23 1.04 8.2 37

T8 7.00 0.46 5.64 1.52 8.1 35

T0 15.89 0.33 15.42 0.76 7.6 36

T1 3.67 0.35 7.13 1.71 7.6 34

T2 5.67 0.38 6.93 1.50 8 36

T3 12.33 0.42 7.33 1.25 8 44

11 T4 17.00 0.39 7.13 1.36 7.8 40
T5 9.00 0.56 7.23 1.22 7.9 41

T6 14.33 0.39 7.23 1.50 7.5 40

T7 15.67 0.44 7.62 0.92 7.6 40

T8 14.33 0.38 3.86 1.24 7.4 35

T0 11.00 0.42 2549 0.35 6.9 34

T1 11.00 0.56 7.13 1.22 7 33

T2 6.33 0.53 9.11 1.77 7 35

T3 3.00 0.38 6.14 1.82 7.2 36

12 T4 9.67 0.47 5.84 1.72 7 35
T5 1.67 0.49 4.95 1.46 7 34

T6 65.67 0.46 4.46 1.15 6.8 34

T7 10.33 0.38 0.89 1.94 6.8 33

T8 8.33 0.40 6.24 1.67 6.8 34

T0 15.27 0.45 26.92 0.40 7.8 40

T1 23.00 0.45 8.51 1.62 7.5 38

T2 4.33 0.48 6.44 1.34 7.3 39

T3 26.33 0.53 4.46 1.57 7.1 37

13 T4 20.33 0.54 6.93 1.32 7.5 41
T5 14.33 0.49 4.46 1.04 7.3 38

T6 6.33 0.43 2.48 1.23 7.4 40

T7 22.67 0.41 3.47 1.97 7.5 40

T8 25.17 3.96 1.86 7.4 37

T0 19.17 0.48 28.02 0.32 7.8 45

T1 9.34 0.50 1.57 1.88 7.2 40

T2 7.67 0.44 1.87 7.5 44

T3 26.83 0.58 3.77 1.62 7.9 46

14 T4 8.52 0.68 4.61 1.46 7.7 46
T5 14.33 0.62 0.84 1.39 7.5 48

T6 7.67 0.62 0.10 1.06 7.5 44

T7 17.67 0.64 0.84 1.15 7.6 45

T8 36.83 0.58 0.10 0.43 7.3 46
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ANIMAL LEUCOC SEG LINF MON EOS
11,550 5891 5082 115 460
14,650 10987 3516 146 0
16,550 12743 3310 495 0
14,700 8967 4557 882 294
1 12,950 8288 4144 387 129
15,950 9091 6061 477 318
11,100 6216 4107 111 555
15,400 9240 5390 154 462
11,000 7700 2860 220 110
17,050 4371 6308 0 170
18,500 16280 2220 0 0
16,250 11537 4387 162 162
12,150 7897 3280 121 847
2 15,800 9954 4582 158 790
16,450 9047 5757 1148 158
13,150 9103 4602 0 262
14,450 9392 4190 288 864
13,100 8515 3668 524 262
11,700 6084 5031 234 351
12,200 7808 3660 244 488
13,150 8679 4076 131 262
12,100 6776 4356 242 726
4 10,050 5829 3618 200 300
10,000 4800 4200 500 500
11,350 6102 4426 226 565
6,850 3973 2534 136 339
10,650 6070 4260 0 318
13,300 7714 5054 266 266
18,400 12512 5152 0 736
11,750 7990 3642 0 0
13,900 7228 6116 278 0
5 18,350 9909 7890 183 366
14,900 7599 6705 298 149
15,900 7950 6678 477 636
13,850 8587 4847 0 414
12,500 6000 6000 125 375
11,400 5472 4674 342 798
12,350 9880 1729 0 738
13,000 8450 3770 130 520
15,650 7981 5790 936 936
6 10,450 5434 3657 624 624
11,700 4680 5265 351 1287
12,200 6466 4758 244 732
15,200 8360 5928 152 608
15,900 7632 6519 159 14.31
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ANIMAL LEUCOC SEG LINF MON EOS
11,500 7015 3795 230 460
19,700 13790 4531 197 1182
19,800 14256 5148 198 198
18,450 9963 4988 1104 920
7 16,800 10584 4368 672 840
14,750 9735 4130 0 735
11,200 6048 4144 112 784
15,050 8879 4665 300 105
11,800 6490 4248 118 944
12,050 7350 4338 0 360
15,350 11819 3223 120 120
15,900 12720 2703 477 0
18,150 11253 5263 724 905
9 16,250 11862 3737 324 324
18,650 12495 4289 558 930
14,650 9376 4102 292 876
11,550 6352 3811 230 1035
12,000 6120 4200 240 1320
9,650 7044 2605 0 0
15,350 11052 3991 306 0
13,850 9833 3878 0 138
12,200 6344 5490 122 244
11 10,650 6283 3514 318 488
13,150 7758 4471 524 262
11,700 6084 5265 117 234
8,550 4617 3249 425 255
8,500 5695 2465 340 0
6,400 3200 3008 192 0
18,650 11190 6527 0 744
16,450 10692 4441 492 328
13,450 5380 4801 0 268
12 10,050 5929 3417 400 300
11,650 5825 4543 348 696
10,550 5591 4114 315 420
9,200 5336 3036 276 276
12,100 6171 5082 605 242
9,000 4590 4320 0 90
10,350 7659 2380 0 309
15,700 11618 3925 157 0
15,000 8850 4950 450 450
13 13,850 8033 5354 276 0
13,400 7102 5494 134 536
12,950 6604 5439 387 516
9,600 5280 3840 192 192
9,350 5329 3646 279 93
8,500 4420 3825 85 170
10,300 5871 3605 515 206
11,250 6637 4387 112 112
19,900 9154 4353 199 796
14 12,950 5698 6345 516 129
13,500 5400 7425 270 405
11,900 5712 5236 595 119
13,300 6118 6650 266 266
14,250 6555 6840 284 426
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BASO CK AST GLI LACTATO
ANIMAL yL AL U/L U/L mg/dL mmol/L

0 144 124.35 143.6 72.7 0.99

0 208 148.7 141.8 113.6 1.13

0 200 89.57 161.1 83.5 1.71

0 100 140.87 170.5 50.9 1.16

1 0 205 165.22 201 75.6 1.61
0 140 197.91 232.1 421 0.75

111 122 192.17 244.9 45.8 0.72

154 180 152.17 232.5 741 0.71

110 160 110.43 144.9 71 0.86

0 142 163.48 165.3 75.3 1.36

0 188 189.57 19.8 113.6 2.84

0 140 85.22 156 91.3 2.18

0 110 133.04 170.3 72.9 1.34

2 316 132 81.74 137.8 61.6 1.6
328 120 77.39 122.6 81.1 0.92

0 120 94.78 131.9 79.4 0.82

0 156 94.78 141.1 78.6 0.72

131 120 112.17 128.1 69 0.91

0 240 106.09 165.9 89.1 1.49

0 168 146.96 226.8 139.1 1.67

0 160 74.78 211.7 111.9 1.29

0 160 126.09 280.09 771 1.19

4 100 200 73.4 135.9 73.8 1.51
0 148 111.3 169.9 68.5 0.64

0 126 128.7 170.5 74.8 0.69

0 160 120.87 179.3 741 0.75

0 140 157.39 286 78 0.59

0 138 134.78 155.3 75.2 1.56

0 300 173.04 220.9 93.9 1.06

117 140 179.13 297.8 90.8 1.13

278 100 157.39 240.5 82.6 1.04

5 0 140 68.7 203.7 68.4 1.2
149 156 113.91 274.7 75.1 0.63

159 100 87.83 198.9 56.1 0.6

0 80 92.17 276.6 65.3 0.49

125 80 144.35 210.4 64.7 0.46

114 240 190.43 193.2 65.2 1.68

123 188 156.52 268.8 103.7 1.7

130 140 99.13 269 75.5 1.59

0 156 83.48 259.4 64.4 1.17

6 104 140 144.35 248.6 63.9 1.42
117 148 166.09 220.9 52.4 0.88

0 112 156.52 259.4 60.4 0.97

152 140 107.83 198.2 62.10 0.71

159 112 136.52 329.9 50.8 0.86
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ANIMAL BASO PLAQT CK AST GLI LACTATO

0 220 147.83 159.4 67 1.27

0 189 314.78 214.4 122.9 1.81

0 140 118.26 190.3 89 1.53

368 140 192.17 225.5 76.1 1.05

7 336 140 84.35 2514 71.9 1.39
147 160 120.88 263.6 56.3 1.09

112 120 103.48 190.3 65.1 0.71

150 140 131.3 333.5 59.4 0.94

0 140 135.65 197.4 50.3 0.63

0 208 125.22 151.6 64.7 0.97

0 216 168.7 164.9 98.1 1.43

0 140 115.65 159.4 74.8 1.68

0 100 141.74 164.9 68.1 1.31

9 0 100 97.39 157.5 56.3 1.44
372 132 150.43 200.8 58.5 0.76

0 120 92.17 190.7 54 0.95

115 136 109.57 227.4 74.9 0.76

120 150 125.22 168.8 61.4 0.57

0 176 166.96 184.8 83 1.26

0 212 173.91 217.8 126.8 1.33

0 160 98.26 192.6 98.7 1.46

0 200 156.58 223.7 74.9 1.08

11 122 160 99.13 154.8 70.3 1.66
162 210 130.43 155.8 84.8 0.94

0 150 95.65 160.2 86.4 0.83

0 196 123.48 253.1 83.9 1.32

0 140 150.43 282.9 85.9 0.85

0 178 205.65 166.2 83.5 1.13

186 306 294.74 353.6 131.6 1.24

328 100 173.91 324 74.8 0.99

0 128 152.17 176 86.3 1.15

12 0 160 83.48 165.1 79.9 1.25
232 100 138.26 219.9 65.1 0.78

105 120 135.65 233.4 81.5 0.59

276 120 139.13 233.7 82.9 0.91

0 280 16.96 380.3 73 0.77

0 200 226.96 179.9 87.6 1.27

0 208 201.74 234.4 96.1 1.73

0 120 213.04 235.6 89.8 2.92

300 90 184.35 311.2 67.3 1.68

13 0 180 144.35 2741 72.5 1.58
134 100 140 255.4 76.9 1.03

0 105 146.09 283.5 72.4 1.39

96 128 120 232 86.3 1.32

0 150 276.52 302.4 79.3 1.32

0 168 195.65 146.9 83.3 1.31

85 244 126.09 170.7 108.3 1.77

0 100 242.61 242.8 96.5 1.23

224 120 213.04 268.4 96.1 1.53

14 238 280 181.74 226 65 1.45
0 120 2713 2841 87.1 1.53

119 140 226.96 265.9 95.5 1.34

0 132 138.26 2314 85.8 1.30

142 140 238.26 278 771 1.45
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ALF 2 CP TRF ALB ALF 1
ANIMAL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
123.01 70.46 242.9 2200 267.71
61.09 40.32 652 2,400 273.27
207.08 161.07 368.17 2,200 265.71
237.12 188.53 230 2,100 199.45
1 81.98 76.62 239.69 2,400 144.98
90.22 101.72 227.62 2,800 145.87
180.99 105.57 284.63 2,300 185.28
190.25 98.92 272.83 2,500 237.85
79.65 77.34 179.07 2,400 77.89
164.1 133.72 266.2 2,200 162.95
108.72 98.61 664.77 2,500 208.7
195.46 91.03 426.29 2,400 250.2
254.5 125.75 320.11 2,300 578.62
2 124.73 64.32 289.32 2,300 241.12
188.99 78.18 467.46 2,200 231.12
170.64 84.46 376.72 2,300 301.93
154.46 127.84 333.1 2,500 354.34
231.63 118.18 450.18 2,800 878.27
262.93 132.07 455.18 2,400 706
165.72 95.35 356.84 2,500 280.45
185.53 117.69 473.82 2,200 606.91
209.47 138.56 578.73 2,200 337.2
4 271.06 151.25 510.53 2,700 407.59
224.34 113.51 379.93 2,500 375.34
288.94 167.82 456.57 2,700 390.91
156.48 107.23 356.14 2,900 423.79
199.19 159.94 466.12 2,100 542.66
112.77 81.78 358.45 2,500 156.5
55.28 70.84 757.55 2,700 174.06
49.65 44.23 546.55 2,500 136.16
167.55 114.13 508.77 2,600 426.65
5 92.21 77.41 481.68 2,600 85.17
130.92 134.97 523.72 2,600 127.23
180.86 147.05 761.6 2,600 256.83
259.08 112.18 612.57 2,800 403.8
376.71 191.33 602.88 2,900 470.83
124.26 63.57 543.78 3,200 250.87
206.94 113.81 802.89 2,900 317.68
288.51 279.03 978.18 3,600 269.65
435.89 219.16 1,098.8 3,400 414.63
6 401.49 157.98 995.72 2,600 287.76
160.36 161.48 694.32 2,700 340.66
181.82 114.09 676.33 3,200 277.27
99.44 90.02 584.21 2,300 267.65
180.28 105.41 479.33 3,000 111.55
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ANIMAL ALF 2 CP TRF ALB ALF 1
128.88 82.29 626.96 2,400 335.07
203.26 108.56 825.98 2,600 265.18
273.55 158.16 751.8 2,300 193.24
202.94 131.51 735.82 2,200 206.77
7 176.57 132.09 638.01 2,100 151.05
192.3 154.19 758.34 2,200 206.57
133.23 96.31 399.49 2,500 250.09
135.7 95.21 619.89 2,800 229.92
191.92 138.56 519.27 2,200 266.61
69.23 85.29 418.17 2,400 290.51
130.52 123.83 626.79 2,700 115.31
108.67 69.93 502.93 2,900 95.13
151.5 105.87 543.8 2,700 234
9 105.34 104.59 561.8 2,300 119.88
57.7 61.51 250.29 2,600 31.65
187.25 125.76 503.59 2,400 168.7
51.97 70.54 605.13 2,300 374.83
145.95 162.57 727.42 2,400 178.67
285.57 127.87 1,006.9 2,500 272.47
294.17 131.37 614.47 3,100 314.14
304.44 157.52 710.16 2,700 412.26
224.29 134.27 658.05 2,300 194.69
11 189.23 102.67 553.5 2,300 284.06
176.86 135.36 789.74 3,200 235.65
177.64 129.85 625.44 2,300 232.26
335.73 193.65 1,224.2 2,600 248.55
194.64 131.25 750.28 3,000 187.04
327.88 178.69 941.14 3,200 281.98
236.77 118.08 814.12 2,800 197.82
266.82 133.77 1,017.7 3,000 268.22
321.42 134 945.21 2,600 364.14
12 173.44 137.77 566.69 2,200 150.76
73.55 49.73 458.29 2,800 200.75
173.9 73.16 442.39 3,600 135.68
153.17 80.13 579.14 2,700 251.37
222.01 147.57 919.16 2,600 177.99
114.04 143.15 649.2 2,700 223.33
173.81 102.2 671.13 2,600 174.84
168.9 167.44 714.33 2,600 429.34
77.53 127.55 364.48 3,000 142.22
13 88.68 38.81 582.5 2,800 228.13
152.22 34.07 721.83 2,700 372.27
91.62 66.57 619.11 2,900 173.14
99.76 96.37 633.81 2,800 237.86
76.87 61.84 435.79 2,800 164.13
381.96 157.53 399.57 2,900 218.6
149.59 112.47 844.99 2800 425.84
239.58 81.86 731.69 2600 260.76
303.82 125.77 841.25 3200 239.78
14 295.45 174.77 773.73 2800 215.5
130.31 91.68 583.05 2800 123.4
376.01 141.96 946.17 2900 411.33
281.27 127.79 821.75 2500 337.31
207.61 118.18 730.28 2700 260.34
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HP GPA APO A1

ANIMAL mg/dL mg/dL mg/dL
83.92 145.4 268.34

206.84 146.96 473.3

332.27 142.9 346.73

355.25 138.27 346.18

1 268.53 74.33 169.85
280.02 118.08 181.41

252.19 152.07 392.06

122.38 82.49 225.33

214.37 52.39 68.31

307.92 113.64 219.98

234.39 168.86 223.02

222.48 120.48 527.49

248.07 75.49 638.55

2 167.55 41.62 333.71
76.23 13.63 240.58

130.61 40.75 177.48

182.74 58.04 239.98

176.21 57.99 440.99

229.44 67.58 504.6

173.32 64.27 369.58

305.5 84.34 303.34

334.73 110.16 318.29

4 259.93 96.08 276.39
236.54 94.13 366.63

248.27 85.73 400.28

222.45 133.11 364.13

451.7 140.86 407.66

143.89 88.41 516.51

160.37 62.55 428.17

146.24 67.22 380.99

280.23 91.02 585.87

5 209.09 43.46 430.09
250.24 97.83 511.67

271.47 93.38 741.8

250.09 73.69 674.54

235.76 79.67 821.08

121.25 34.17 244.79

254.02 67.47 384.54

300.6 174.67 618.59

395.89 206.92 518

6 342.28 178.07 474.25
288.38 67.17 490.59

160.09 61.35 405.45

233.28 51.59 650.72

152.28 58.42 383.23




143

ANIMAL HP GPA APO A1
221.05 47.47 301.87
300.46 63.49 218.09
272.01 73.22 267.49
230.81 89.38 237.13
7 323.56 58.8 133.63
307.78 77.58 138.71
326.67 115.74 324.43
296.04 96.56 125.52
451.54 146.95 759.16
146.55 187.79 472
156.89 60.65 209.32
101.35 32.07 241.11
217.65 57.66 198.31
9 168.71 68.16 166.55
161.87 45.24 47.87
336.75 83.26 562.98
189.66 44.48 349.49
418.63 251.2 699.3
285.49 203.12 684.41
862.71 29.62 552.97
306.96 173.9 534.85
175.42 92.05 108.36
11 196.52 172.96 347
123.42 39.84 302.9
151.91 49.1 363.46
182.67 63.08 417.17
215.37 41.1 315.24
274.09 50.98 679.92
159.3 177.07 587.16
236.03 118.15 653.25
233.43 94.5 794.19
12 123.33 106.68 365.44
104.25 61.67 214
88.71 33.12 221.02
129.81 35.28 289.69
162 17.88 272.08
104.56 2442 205.76
167.18 84.12 290.45
231.99 68.8 448.51
140.18 51.15 287.57
13 361.47 140.21 519.14
174.25 139.36 675.98
105.26 143.14 607.61
258.78 95.29 707.96
390.91 132.54 709.92
153.27 140.37 569.96
444.55 139.83 952.84
287.7 68.89 868.98
480.55 294.16 821.03
14 377.37 130.59 753.33
276.86 108.26 615.12
482.27 138.38 903.22
442.98 131.33 889.03
452.92 169.19 952.44




