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As alteragdes dos constituintes sanguineos e o estresse
oxidativo sdo mecanismos fisiopatoldgicos incriminados no
aparecimento de lesdes relacionadas ao exercicio. Avaliou-se
a influéncia da suplementagao oral a base de a-tocoferol (vi-
tamina E) e selénio sobre o quadro hematoldgico, bem como
a atividade sérica de enzimas marcadoras de lesdo muscular
e o nivel de substancias derivadas da acdo dos radicais livres
sobre biomoléculas presentes na membrana de eritrocitos
(TBARS) de equinos normalmente treinados e submetidos
a prova de hipismo classico. Para isso, distribuiram-se vinte
cavalos em dois grupos, sendo um suplementado com pro-
duto a base de vitamina E (2500 mg/dia) e selénio (3 mg/
dia) por 45 dias (GT) e outro mantido como controle (GC).
Colheram-se amostras de sangue antes (T,) e apos (T) a
realizagdo do exercicio e seis (T,), doze (T ,) € 24 horas (T,,)
apos o término da atividade de esforgo. Foram avaliados os

RESUMO

constituintes do hemograma, a atividade sérica das enzimas
CK, AST e LDH e a concentragio TBARS na membrana de
eritrocitos. A suplementagdo utilizada apresentou efeito sobre
alguns pardmetros do hemograma, uma vez que no GT houve
retorno aos niveis basais de nimero de hemaécias e leucocitos,
caracterizado por neutrofilia, em até seis horas. No GC, tais
valores retornaram aos niveis de repouso entre 12 e 24 horas.
Paraa AST, o GT retornou ao valor do repouso seis horas ap6s
arealizagdo do exercicio. No entanto, nao houve efeito sobre
as enzimas CK e LDH, nem para o TBARS. Apesar de terem
sido observadas diferencas na dindmica de alguns parametros
hematoldgicos entre os grupos, nao foi possivel determinar
atividade antioxidante no GT no delineamento experimental
utilizado, o que demonstra a necessidade de mais estudos para
o entendimento do estresse oxidativo em cavalos atletas e a
suplementagdo com antioxidantes na dieta desses animais.

PALAVRAS-CHAVES: Cavalo atleta, estresse oxidativo, fisiologia do exercicio, vitamina E.

ABSTRACT

EFFECT OF A VITAMIN E AND SELENIUM ORAL SUPPLEMENTATION ON HEMATOLOGICAL
PARAMETERS, MUSCULAR INJURIES MARKERS ENZYMES AND PEROXIDATION INDICES OF
BIOMOLECULES IN SHOW JUMPING HORSES

Among the main physiopathological mechanisms in
the appearance of injuries related to the physical exercise,
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the involvement of free radicals is very important, mainly
oxygen reactive species. They can lead to hematological
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and biochemical alterations related to injuries mediated
by the physical effort. For the prevention and treatment of
such conditions, the use of antioxidant supplementation, like
a-tocopherol (vitamin E) and selenium has been considered
for training animals and competitions of high impact. The
aim of this research was to evaluate the influence of vitamin
E and selenium oral supplementation on hematological
parameters, the seric activity of muscular enzymes and
the level of substances derived from oxidative stress on
erythrocyte membranes of horses normally trained and
submitted to a show jumping test. For this purpose, 20 horses
with these characteristics were divided in two groups. One of
them (GT) received oral supplementation of vitamin E (2500
mg/day) and selenium (3 mg/day) for 45 days and another
one was kept as control (GC). Both groups were submitted

to a standardized test of show jumping and samples of blood
were collected in rest, immediately after, and 6, 12 and 24
hours after the end of the activity. The constituents of the
hemogram, the seric activity of enzymes CK, AST, and
LDH, and the level of an oxidative stress marker (TBARS)
in erythrocyte membranes were evaluated. The number of
erythrocytes and leukocytes returned to basal levels in GT
after 6 hours. In GC, such values returned to rest levels
between 12 and 24 hours. Despite the observed differences
in some hematological parameters dynamics between the
two groups, it was not possible to determine antioxidant
activity in GT. These observations demonstrate the need
for more studies to understanding oxidative stress effects
on athletics horses and the use of antioxidants for these
animal’s diets.

KEY WORDS: Exercise, horse, oxidative stress, selenium, vitamin E.

INTRODUCAO

O exercicio fisico € responsavel por induzir
varios processos biologicos que causam efeitos
benéficos ao organismo. Todavia, quando ultrapas-
sados os limites fisiologicos, torna-se prejudicial
ao organismo. A produ¢do de radicais livres ou
espécies reativas de oxigénio (EROs) relacionada
ao exercicio ¢ uma das consequéncias desse pro-
cesso (JI, 1999), como demonstrado por SJODIN
et al. (1990).

Dentre os seus efeitos deletérios potenciais
das Eros, destacam-se as lesOes teciduais pela
oxida¢ao dos componentes celulares, tais como as
membranas lipidicas, entre outras. Dessa forma, o
estresse oxidativo induzido pelo exercicio contri-
bui para acelerar o processo de fadiga e lesdo da
fibra muscular, levando a intolerancia ao exercicio
e a queda de desempenho atlético (MOFFARTS
et al., 2004).

Uma das principais estratégias sugeridas
para a prevencao do surgimento de estresse oxi-
dativo oriundo do exercicio ¢ a suplementagdo
dietética com substancias antioxidantes, com o
objetivo de neutralizar a produgdo de EROs e,
assim, o desenvolvimento de lesdes oxidativas
(URSO & CLARKSON, 2003). A vitamina E ¢é
o principal antioxidante bioldgico associado ao
estresse oxidativo causado pelo exercicio. Além
disso, o selénio também tem sido utilizado como
suplemento, por fazer parte do sistema da glu-

tationa, um importante mecanismo antioxidante
enzimatico (WILLIAMS & CARLUCCI, 2006).

O estresse oxidativo oriundo do exercicio
determina alteragcdes hematoldgicas. Foi demons-
trado aumento da atividade peroxidativa dos leu-
cocitos apos sessao de exercicios (KORHONEN
et al., 2000), como também altera¢des mecanicas
nos eritrécitos oriundas de lesdes das membra-
nas determinadas pela agcdo de radicais livres. A
diminuicao da fluidez eritrocitaria (BASKURT &
MEISELMAN, 1999; PORTIER et al., 2006; MO-
FFARTS et al., 2007) afeta a microcirculagdo da
musculatura, causando lesao tecidual e consequen-
temente aumento da atividade das enzimas ligadas
a lesdo muscular (SENTURK et al., 2005).

Um dos modelos utilizados para estudo do
efeito da suplementagdo antioxidante na alimen-
tacdo de atletas ¢ mediante a avaliacao de sua
influéncia sobre os constituintes sanguineos e a
atividade de enzimas musculares e de marcadores
de estresse oxidativo, com pesquisas realizadas em
atletas humanos (VAZQUEZ et al., 2006), bem
como em cavalos de esporte, em teste de campo
(WILLIAMS et al., 2004a) e em condi¢cdes expe-
rimentais (SILVEIRA, 2005).

O objetivo deste trabalho foi estudar o
efeito da suplementacao oral de vitamina E e
selénio como suplemento alimentar. Para tanto,
avaliaram-se o quadro hematologico, a ativida-
de de marcadores bioquimicos séricos de lesao
muscular (aspartato aminotransferase — AST;
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creatinaquinase — CK e lactato desidrogenase —
LDH) e a concentrag@o de substancias reativas ao
acido tiobarbiratico (TBARS), como marcadores
bioquimicos de estresse oxidativo, em membranas
de eritrocitos de cavalos atletas, mantidos na Regido
Metropolitana de Salvador, BA. Submeteram-se os
animais a prova de hipismo classico, na modalidade
de salto, sob condi¢des naturais de competigao.

MATERIAL E METODOS

Empregaram-se vinte equinos da raca Bra-
sileira de Hipismo (BH), de um clube equestre do
Municipio de Salvador, mantidos em treinamento
para provas de hipismo classico, com idade com-
preendida entre oito e doze anos e com peso médio
de 450 kg. Exames fisicos e hematoldgicos foram
realizados previamente, para certificagdao do bom
estado clinico dos animais. Durante os periodos de
padronizag¢do, submeteram-se os cavalos a quatro
sessOes de treinamentos semanais constituidos de
quinze a vinte minutos de aquecimento, seguidos
de quarenta a cinquenta minutos de trabalho di-
vididos entre trote e galope, além de duas sessdes
semanais de saltos na pista desenhada para o ex-
perimento e uma folga semanal.

Ap0s o periodo de noventa dias de padroni-
zacdo do manejo, os vinte animais foram aleatoria-
mente divididos em dois grupos (grupo-controle
— GC; grupo-teste — GT), constituidos cada um
desses por dez animais. Para o GT, foram adicio-
nadas a dieta vinte gramas por dia de um produto
a base de vitamina E e selénio (E-S-E Super,
Vetnil, Louveira, SP) por um periodo de quarenta
e cinco dias, o que representou um total de 2.500
mg de Vitamina E e 3 mg de selénio, seguindo-se
as orientagdes do fabricante e observando-se no
cocho a total ingestdo do produto pelos animais.
Manteve-se a rotina de treinamentos durante o
periodo de suplementagao.

Ap6s o periodo de suplementacgdo, os ani-
mais foram submetidos a prova de hipismo clas-
sico na categoria de 1,00 metro de altura. Padro-
nizaram-se o tempo de aquecimento, o nimero de
obstaculos bem como o grau de dificuldade, sendo
vinte e cinco minutos de exercicio, dez minutos
a passo, dez a trote, cinco minutos a galope com
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um total de seis saltos de preparagao. A prova foi
constituida de dupla passagem por uma pista de
nove obstaculos, perfazendo um total de dezoito
saltos com duragao de cerca de trés minutos.

Por meio da venipungdo jugular externa,
colheram-se duas amostras de 05 mL sangue de
cada animal, em tubos a vacuo contendo sal tris-
sodico do 4cido etilenodiamino-tetracético (EDTA
k,) a 10%, com os animais ainda em repouso (T,),
imediatamente ap6s término do exercicio (T ), e
seis (T,), doze (T,)) ¢ 24 (T,,) horas ap6s a rea-
lizagcdo da prova. Uma foi destinada as analises
dos constituintes do hemograma e outra para a
obten¢do de hemolizado para a determinagdo
das TBARS. Para avalia¢do das atividades das
enzimas moduladoras de lesdo muscular — CK,
AST e LDH — e concentragdo de proteinas totais
e de vitamina E, 10 mL de sangue foram colhidos
nos mesmos momentos descritos, em tubos sem
EDTA, e em seguida mantidos em repouso a tem-
peratura ambiente, para a retracdo do coagulo e
obtencao do soro, sendo congelado a - 40°C até o
momento da realizagdo das provas laboratoriais.
Realizou-se a determinagdo das enzimas por mé-
todo espectrofotométrico, mediante a utilizagao de
kits comerciais de analises bioquimicas.

Todos as amostras foram acondicionadas
sob refrigeragdo e imediatamente remetidas ao
Laboratorio de Diagndstico das Parasitoses dos
Animais Domeésticos da Escola de Medicina Vete-
rinaria da Universidade Federal da Bahia (EMEV
— UFBA), onde foram processadas. Procedeu-se
a analise dos parametros hematoldgicos mediante
métodos manuais convencionais de contagem por
microscopia em Camara de Neubauer e a analise
da hemoglobina por espectrofotometria. As ana-
lises das caracteristicas morfotintoriais e a conta-
gem diferencial de leucdcitos foram realizadas em
esfregaco sanguineo por microscopia.

Efetuou-se a avaliagdo do indice de peroxi-
dacdo de biomoléculas, principalmente lipidios,
pelo teor de substancias reativas do acido tiobar-
biturico (TBA), denominadas TBARS, em mem-
branas de eritrocitos, descrito por ESTERBAUER
& CHEESEMAN (1990). As concentracdes de
TBARS foram expressos em nM/mg de proteina
(MIURA et al.,1998).
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Determinou-se a concentragdo de vitamina
E em amostras de soro, as quais foram congeladas
e remetidas para o Laboratorio de Nutrigdo da Fa-
culdade de Medicina da Universidade Paulista de
Ribeirao Preto, SP. Para tanto, utilizou-se a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), em
fluoroscopia, de acordo com a metodologia descrita
por ARNAUD et al. (1991).

A andlise estatistica foi composta pelos testes
t pareado para as variaveis paramétricas, ou o teste
de Wilcoxon para as variaveis nao paramétricas, pela
analise de variancia (ANOVA) unilateral para medi-
das repetidas, para o primeiro teste, ou pelo teste de
ANOVA nao paramétrico de Kruskal-Wallis, para o
segundo teste. Em seguida, aplicou-se o método de
Student-Newman-Keuls. Compararam-se os dados
do GC e do GT, nos diferentes momentos, pelo teste
t ou pelo teste nao paramétrico de Mann-Whitney.
Verificou-se a existéncia de correlagao entre os dife-
rentes parametros por meio do teste de Pearson ou de
Spearman. Dados que na comparagdo apresentaram
valores de p < 0,05 foram considerados como sendo
significativamente diferentes. Desenvolveram-se as
andlises estatisticas pelo programa SigmaStat 3.0
(LARSON, 1982).

RESULTADOS
A suplementagdo oferecida aos animais foi

capaz de determinar um aumento significativo dos
niveis séricos de vitamina E, ao se comparar os

valores de médias obtidos antes e ap0s a introdugao
do suplemento vitaminico na dietano GT (11,13 +
2,00 e 14,72 + 2,24 umol/L) (Tabela 1).

TABELA 1. Concentragdo sérica de vitamina E (umol/L)
de equinos da raca Brasileiro de Hipismo, no grupo-teste
(GT) e grupo-controle (GC), antes e ap6s o periodo de
suplementagdo. Resultados expressos pela média + desvio-
padrao para todos os grupos (Salvador, 2008)

GC GT
Antes da suplementacdo  11,56*+2,57 11,132+2,00
Apds a suplementacgdo 11,98 +3,09 14,72°+2,24

Para letras diferentes em linha, p< 0,05. Para letras diferentes em coluna,
p<0,05.

As Tabelas 2 e 3 mostram os resultados do
eritrograma, proteinas plasmaticas totais PPT e
fibrinogénio. O nimero de hemécias, o volume
globular e a concentragdo de hemoglobina foram
maiores e estatisticamente significativos (p <0,05)
imediatamente ap0s o exercicio (T) nos dois gru-
pos, refletindo também sobre os valores dos indices
hematimétricos volume globular médio (VGM) e
hemoglobina globular média (HGM).

Nas Tabelas 4 e 5, apresentam-se os resultados
do leucograma, demonstrando que o exercicio causou
efeito sobre o nimero de leucocitos totais no GC, uma
vez que houve aumento significativo no T, (8,89 +
1,61 x 10°/uL) em relagdo ao T (11,38 1,33 x 10°/
uL). No GT, houve um aumento de pequena magni-
tude, que nao foi estatisticamente significativo.

TABELA 2. Numero de hemacias (He) (x10%uL), volume globular (VG) (%) e concentragdo hemoglobina (g/dL) obtidos
de equinos submetidos a prova de hipismo classico da raga Brasileiro de Hipismo, no grupo-teste (GT) e grupo-controle
(GC), antes e nos diferentes tempos pos-exercicio. Resultados expressos pela média = desvio-padrao para todos os grupos

(Salvador, 2008)

Grupo He (x10%uL) VG (%) Hb (g/dL)
T GC 7,62°+ 1,31 31,30° £ 2,26 11,500 = 0,94
R GT 7,620+ 1,03 30,507+ 2,80 11,60° = 1,00
T GC 10,48+ 1,90 40,000+ 4,02 14,100+ 0,85
0 GT 11,680+ 1,06 38,600+ 5,45 15,200+ 1,50
T GC 8,215+ 0,92 34,20+ 2,34 13,250+ 1,04
6 GT 7,87+ 0,95 33,80+ 1,68 12,60°+ 1,00
T GC 8,62¢4+ 1,16 34,90°+ 3,63 13,18+ 1,48
2 GT 7,56+ 0,87 33,30° + 1,40 12,63¢+ 0,75
T GC 7,55 1,23 31,50°+ 2,41 11,53+ 0,58
% GT 7 47 0,92 30,607 + 2,90 11,65+ 0,90

Para letras mintisculas diferentes, p < 0,05, comparando valores de um mesmo grupo em diferentes momentos. Para letras maiusculas diferentes, p <

0,05 comparando GT com GC dentro de um mesmo momento.
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O numero absoluto de neutrofilos obtidos no
GC aumentou significativamente (p < 0,05) ime-
diatamente apds o exercicio (T,), retornando aos
valores de repouso no T,. No GT, esse aumento ao
longo do tempo foi de baixa magnitude e, portanto,
sem diferencas estatisticamente significativas.

A Tabela 6 traz os resultados das analises
bioquimicas (CK, AST e LDH) e TBARS no GC
e no GT, evidenciando-se a influéncia do exercicio
sobre as atividades das enzimas marcadoras de

lesdo musculo-esquelética (CK, AST e LDH), bem
como sobre o indice de peroxidacdo de biomolé-
culas, avaliado pelo teor de substancias reativas
do TBARS em membranas das hemacias, sendo
estes estatisticamente significantes (p < 0,05). Os
valores de médias obtidos para todos esses para-
metros avaliados apos a realizacdo do exercicio
(T,) foram significativamente maiores do que os
da fase de repouso (T,;) em ambos os grupos, com
exce¢ao da LDH.

TABELA 3. Proteinas plasmaticas totais (PPT) (g/dL), fibrinogénio (mg/dL), volume globular médio (VGM) (fL), he-
moglobina globular média (HGM) (pg) e concentragdo de hemoglobina globular média (CHGM) (%) obtidos de equinos
submetidos a prova de hipismo classico da raga Brasileiro de Hipismo, no grupo-teste (GT) e grupo-controle (GC), antes
e nos diferentes tempos pos-exercicio. Resultados expressos pela média + desvio-padrdo para todos os grupos (Salvador,

2008)
Grupo VGM HGM CHGM PPT Fb
(fL) (pg) (%) (g/dL) (mg/dL)
T GC 41,75+ 4,70 1535°£2,02  36,77°£2,62  7,0004£023  250,0°+ 97,18
R GT 40,40° + 4,77 1537°+1,80  38,15°+3,15  7,33*B+£0,22  310,0°+ 145,0
T GC 39,21+ 8,05 13,75°£222 35604 +£4,68  740°£034  350,0°+ 84,98
0 GT 33,200+ 4,89 13,07°+ 1,48  39,9*B+ 5,60 7,63£030  400,0° = 163,3
- GC 42,00° + 4,65 16,35°+238 38,80+ 2,43 7445025  340,0°+ 142,9
6 GT 43,424 5,30 16,26'+2,85 3725 +2,75 7,550+40,25  330,0°+ 141,8
- GC 40,85 + 4,95 15,400+ 1,50  38,00°+437  7,19%A+031  300,0° + 81,65
12 GT 44,454 424 16,90 2,20 37,95+ 1,83  7,50°+031  350,0°+ 85,00
- GC 42,414+ 5,70 15,57°+2,50  36,85°+420  7,08+£026  250,0°+70,71
2 GT 41,30°+ 4,75 15,70+ 1,56 38,10° + 3,11 732°+026  310,0°+ 87,55

Para letras mintisculas diferentes, p < 0,05, comparando valores de um mesmo grupo em diversos momentos. Para letras maiusculas diferentes, p < 0,05

comparando GT com GC dentro de um mesmo momento.

TABELA 4. Leucograma de equinos da raca Brasileiro de Hipismo, no grupo-teste (GT) e grupo-controle (GC), antes e
nos diferentes tempos pos-exercicio de hipismo cléssico, distribuidos segundo os valores absolutos (células x 10°/uL).
Resultados expressos pela média + desvio-padrao para todos os grupos (Salvador, 2008)

Grupo LT Seg Linf Mon Eos Bas

(x10%/uL) (x10%/uL) (x10%/uL) (x10%/uL) (x10%/uL) (x10%/uL)

T GC 8,89°+ 1,61 5,622+ 1,4 2,852+ 0,85 0,14*+ 0,06 0,232+ 0,11 0,04+ 0,06
R GT 9,612+ 1,24 6,302+ 0,8 3,052+ 0,86 0,152+ 0,05 0,18*+0,13 0,01*+ 0,03
T GC 11,38+1,33 7,060+ 1,1  3,90°+0,63 020°'£0,08 020°+0,12 0,01 0,04
0 GT 10,93*+ 2,85 6,700+ 1,4 3,80°+ 1,46 0,14*+ 0,11 0,222+ 0,20 0,05+ 0,09
T GC 9,57°+ 0,80  6,10°£0.8  3,04+0,57 0,19°+£0,08 020°+£0,14  0,02% 0,04
6 GT 9,77+ 2,17 6,17+ 1,5 3,16+ 1,03 0,16*+ 0,09 0,20°+ 0,13 0,05+ 0,06
T GC 10,132+ 1,23 6,152+0,8 3,52+ 0,94 0,212+ 0,11 0,212+ 0,13 0,02+ 0,04
12 GT 9,942+ 2,12 5,83*+ 1,1 3,56*+ 0,84 0,20+ 0,09 0,26*+ 0,20 0,01+0,04
T GC 8,95+ 1,57 5,67+ 1,2 2,822+ 0,70 0,16*+ 0,07 0,222+ 0,10 0,052+ 0,07
2 GT 9,552+ 1,10 6,26+ 0,6 2,952 +0,73 0,152+ 0,09 0,222+ 0,13 0,012 +0,03

Para letras mintsculas diferentes, p < 0,05, comparando valores de um mesmo grupo em diversos momentos. Para letras maitsculas diferentes, p <0,05

comparando GT com GC dentro de um mesmo momento.
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A atividade da CK ndo apresentou diferencas
(p>0,05) entre os grupos como também na avalia-
cdo do efeito do tempo dentro de cada grupo ao se
avaliar a influéncia da suplementacdo da dieta de
vitamina E e selénio. No entanto, na avaliacao da
AST, o valor das médias entre os grupos, seis horas
apos a realizacdo do exercicio, foi estatisticamente
diferente (p <0,05), em que o GC ainda apresentava
a influéncia do exercicio, enquanto o GT ja havia
retornado ao valor basal, caracterizando, assim, o
efeito da suplementagdo na dieta dos animais.

Naavaliagdo do TBARS, apesar das diferen-
cas entre os grupos apos o exercicio, em que o GC
obteve valores numericamente menores na maior
parte dos tempos testados, elas ndo foram estatis-
ticamente significativas. Observa-se também que
o retorno aos valores basais para ambos os grupos
ocorreram 24 horas ap0s a realizagao do exercicio,
demonstrando que a suplementagdo adicionada a
dieta dos animais ndo apresentou influéncias que
possam ser detectadas pelo TBARS.

TABELA 5. Leucograma de equinos da raga Brasileiro de Hipismo, no grupo-teste (GT) e grupo-controle (GC), antes ¢ nos
diferentes tempos pos-exercicio de hipismo classico, distribuidos segundo os valores relativos (%). Resultados expressos

pela média + desvio-padrao (Salvador, 2008)

G Seg Linf Mon Eos Bas

fupo (%) (%) (%) (%) (%)
T GC 62,80+ 9,10 32,30*+ 8,28 1,70* + 0,82 2,60+ 1,20 0,60* + 0,84
R GT 65,70*+ 5,70 31,30° £ 5,40 1,502+ 0,52 2,000+ 1,33 0,10+ 0,31
T GC 61,90*+ 5,20 34,40 £ 4,70 1,80*+ 0,63 1,70+ 1,05 0,20* + 0,42
0 GT 62,00* + 6,60 34,00 + 6,34 1,30+ 0,82 2,100 +£2,07 0,50+ 0,97
T GC 63,70* £ 6,55 32,00* + 5,95 2,00+ 0,80 2,100+ 1,37 0,30*+ 0,48
6 GT 63,200+ 7,17 32,20 + 6,80 1,60* + 0,84 2,200+ 1,55 0,70* + 0,82
T GC 61,00*+ 7,70 34,50*+ 6,95 2,100+ 1,00 2,100+ 1,20 0,30*+ 0,48
12 GT 58,90+ 2,95 35,70 + 3,26 2,00+ 0,81 2,60* + 1,65 0,10*+0,31
T GC 63,20 + 6,45 31,80*+ 5,85 1,90*+ 0,87 2,500+ 1,27 0,60* + 0,84
24 GT 65,70 £ 4,95 30,60 + 4,75 1,60*+ 0,96 2,208+ 1,23 0,100 +0,31

Para letras minusculas diferentes, p < 0,05, comparando valores de um mesmo grupo em diversos momentos. Para letras
maiusculas diferentes, p < 0,05 comparando GT com GC dentro de um mesmo momento.

TABELA 6. Dados sobre a atividade das enzimas creatina quinase (CK), aspartato aminotransferase (AST), lactato desidro-
genase (LDH) em UI/L e dos niveis de substancias reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) em membrana de hemacias,
expressos em nM/mg de proteina, de equinos da raga Brasileiro de Hipismo, no grupo-teste (GT) e grupo-controle (GC),
antes e nos diferentes tempos pos exercicio de hipismo classico. Os resultados estdo expressos pela média = desvio-padrao

para todos os grupos (Salvador, 2008)

G CK AST LDH TBARS
rupo (UI/L) (UI/L) (UI/L) (nM/mg de ptn)
T GC 29.21°% 15,50 35,66+ 6,38 234,69 % 87,48 117,30°% 66,27
R GT 28,84+ 21,82 40,73+ 5,97 241,36'+ 51,00 83,974+ 29,21
. GC 126,960+ 42,22 45,93+ 3,14 265,53+ 49,96 197,43+ 81,12
0 GT 98,31+ 36,57 46,072+ 6,76 261,88+ 84,25 154,45+ 47,34
T GC 112,63+ 48,77 47,5244 4,53 293,39+ 87,95 119,23+ 49,11
6 GT 92,12+ 31,71 41,60 + 4,53 266,84+ 63,76 129,5+ 46,50
. GC 34,60° = 19,62 39,25+ 3,45 205,79+ 51,32 139,10°+ 54,89
12 GT 46,01°+ 26,50 37,500 + 5,23 234219+ 43,67 123,100+ 38,19
. GC 27,78+ 19,09 34,74+ 6,91 229,13+ 59,68 108,97+ 34,32
2 GT 24,94+ 17,39 38,85 + 6,77 215,65+ 57,17 83,97+ 14,31

Para letras minusculas diferentes, p < 0,05, comparando valores de um mesmo grupo em diversos momentos. Para letras

maiusculas diferentes, p < 0,05 comparando GT com GC dentro de um mesmo momento.
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DISCUSSAO

A concentracdo de vitamina E observada nos
animais deste experimento, tanto do GT como do
GC, antes da suplementagdo, foi numericamente
maior do que os resultados reportados em outras
pesquisas, em equinos higidos, sem a adicdo
de suplemento a dieta (AVELLINI et al, 1999;
MOFFARTS et al., 2005; SILVEIRA, 2005; MA-
CHADO, 2006).

Trata-se de fato que pode ser justificado pelo
tipo de dieta, rotineiramente utilizado em animais
que praticam o hipismo e se encontram em periodo
de treinamento, a qual é rica em nutrientes e tendo
a vitamina E em sua composicao (SICILIANO,
2004). A técnica utilizada neste experimento para
dosar esta substancia, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), foi a mesma empregada
nos estudos citados anteriormente.

Além disso, o aumento da concentracao
sérica de a-tocoferol apds a suplementacao sig-
nificou que houve absor¢ao desse nutriente pelo
organismo. Esse resultado esta de acordo com os
reportados por SICILIANO et al. (1997), quando
observaram aumento dessa substancia no plasma
de cavalos suplementados, em compara¢do ao
grupo de animais nao suplementados. Porém, de
acordo com PETERSSON et al. (1991), os niveis
plasmaticos dessa substancia ndo refletem seus
teores na musculatura.

A influéncia do exercicio sobre o eritro-
grama, caracterizado pelo aumento significativo
do numero total de hemacias e da concentragao
de hemoglobina, tanto no GT como no GC, foi
observada em outros experimentos (GARCIA et
al., 1999; DOMINGUES JR., 2004; SILVEIRA,
2005; MACHADO, 2006). Os valores das médias
para o nimero de hemadcias no T, entre os dois
grupos demonstraram que o GT obteve menor
valor (7,56 + 0,87 x 10%/uL) que 0 GC (8,62 £ 1,16
x 10%/uL), sendo essa diferenca estatisticamente
significante (p<0,05), demonstrando o efeito da
suplementag¢ao com vitamina E nesse grupo. Além
disso, avaliando-se o efeito do tempo em cada
grupo no GT, foi notada uma diminui¢ado grada-
tiva do nimero de hemacias e o retorno ao valor
basal seis horas ap6s o exercicio (T,). Ja no GC,
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esse retorno ocorreu somente 24 horas apos (T,,),
fato semelhante também observado na dinamica
da concentragdo de hemoglobina. Nos esfregacos
sanguineos confeccionados, ndo foram encontra-
das alteragdoes morfotintoriais das hemacias.

A andlise do efeito do tempo apos o exerci-
cio em cada grupo, em que no GT houve retorno
mais precoce aos valores basais (T,) do que no
GC (T,,), além da diferenga verificada entre os
grupos no T, quanto ao nimero de hemacias, a
concentra¢cdo de hemoglobina, bem como as PPT,
caracterizou a influéncia da suplementacgao sobre
a dindmica eritrocitéria.

Na andlise dos resultados das proteinas
plasmaticas totais (PPT), observa-se a influéncia
do exercicio nos dois grupos, caracterizada pelas
diferencas estatisticamente significativas (p <
0,05) nos valores de médias obtidos antes (T,) e
apos (T,) o exercicio. Com relagdo ao efeito do
tempo em cada grupo, o GT retornou ao valor basal
doze horas apos a realiza¢do do exercicio (T ), en-
quanto que no GC este retorno sé ocorreu 24 horas
(T,,) apos a realizagdo do exercicio, indicando a
influéncia da suplementacao com o a-tocoferol e
selénio na dieta. Com relagao ao fibrinogénio, nao
houve diferengas estatisticamente significativas
entre os grupos, assim como em relagdo ao tempo
dentro de cada grupo avaliado.

A dinamica desses parametros ndo foi obser-
vada em estudo que utilizou cavalos da raga Arabe,
suplementados com vitamina E, submetidos a
exercicios em esteira progressiva (MACHADO,
2006). Entretanto, em atletas humanos, o grupo de
individuos nao suplementados, um dos efeitos ime-
diatos que o exercicio fisico produziu, incluiram:
aumento da contagem de eritrocitos; alteracdes na
viscosidade sanguinea, na composi¢do plasmatica
e nas propriedades mecanicas dos eritrocitos; uma
hemodinamica deletéria para a perfusao sanguinea
e compativel com desenvolvimento de estresse
oxidativo. Entretanto, no grupo de individuos su-
plementados com antioxidantes, essas alteragdes
nio foram observadas (SENTURK et al., 2005).

O eritrocito equino, quando comparado ao
eritrocito humano, ¢ mais sensivel a injuria oxida-
tiva, e essa caracteristica pode ter importancia na
perfusao sanguinea tecidual e na adaptagao cardio-
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vascular de cavalos. Dessa forma, o aumento do
numero de eritrocitos, ainda que moderado, tem
relevancia nas alteragdes fisiologicas e fisiopatolo-
gicas associadas ao estresse oxidativo (BASKURT
& MEISELMAN, 1999). Segundo MOFFARTS
et al. (2007), as ERO alteram as propriedades es-
truturais das membranas celulares de eritrocitos,
levando, assim, a uma reducao da “capacidade
deslizante” das hemacias de cavalos.

As alteracdes da dindmica do numero de
hemadcias e da concentragdo de hemoglobina in-
fluiram sobre os indices hematimétricos, quando
no GT houve diminuicdo significativa do VGM
e HGM logo ap6s o exercicio, e diferengas sig-
nificativas entre os valores de concentragao de
hemoglobina globular média (CHGM) entre o
GT e GC no mesmo momento em que 0S animais
suplementados apresentaram maiores valores para
esse indice. Valor mais alto de VGM e valor mais
baixo de CHGM no GC podem ser explicados pela
dinamica de maior taxa de remog¢ao e reposicao
de eritrécitos. Isso porque as células mais jovens
sdo maiores € possuem menor concentracdo de
hemoglobina, ja que a vitamina E pode apresentar
efeito protetor sobre a estabilidade das membra-
nas, levando, assim, a manuten¢ao de hemacias
maduras, portanto, menores quanto ao diame-
tro e com maior CHGM no GT (MACHADO,
2006). Entretanto, de acordo com BALARIN et
al. (2006), o VGM ¢ um método limitado para a
avaliagdo morfoldgica das hemdacias em equinos,
dada a sua subjetividade.

O aumento das PPT logo apos o exercicio
relaciona-se com a hemoconcentragdo, devido a
diminui¢do do volume plasmatico (JAIN, 1986),
além de o exercicio ser o responsavel pelo transito
de liquidos do espago extracelular para o intrace-
lular (HODGSON & ROSE, 1994).

Em relagdo ao leucograma, no presente
estudo houve aumento significativo do namero
total de leucdcitos, acompanhado do aumento do
nimero absoluto de neutrofilos segmentados no
GC, logo apds o término do exercicio, com retorno
aos valores de repouso no momento T, Entretanto,
essa dindmica nao foi observada no GT, mesmo
havendo aumento nos valores numéricos da con-
tagem total dessa c€lula. Trata-se de cinética que

estd de acordo com os resultados reportados em
outros experimentos (SNOW, 1983; KORHONEN
et al., 2000) e se contrapdem aos experimentos
realizados em cavalos da raca Arabe, submetidos
ao exercicio progressivo em esteira (MACHADO,
2006), quando animais suplementados € nao suple-
mentados atingiram os valores basais ap6s 24 horas,
além de nao haver diferengas também entre os va-
lores de média desses parametros hematologicos.
J& € conhecido que o estresse oxidativo, oriundo do
exercicio, pode estar ligado as alteragdes hemato-
l6gicas pelo aumento da atividade peroxidativa dos
neutrdfilos (SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004).
Além disso, o exercicio induz aumentos transitd-
rios das catecolaminas plasmaticas e do cortisol,
que levam a mobilizagao dos linfocitos do bago e
também estimulam a demarginagao dos neutrdfilos
(SENTURK et al., 2005).

Diante dos resultados obtidos para a dina-
mica leucocitaria no GT e as consideracdes supra-
citadas, possivelmente a suplementagao antioxi-
dante oferecida aos animais do GT foi capaz de
prevenir alguns mecanismos de resposta propostos
para ativacdo leucocitaria oriunda do exercicio.
A vitamina E ¢ uma molécula com propriedades
estabilizantes de membranas celulares e tem fun-
¢ao mediadora da resposta imune e inflamatoria
(CHEW, 1996; HINTZ, 2000).

O a-tocoferol leva a diminuic¢ao da produgdo
de prostaglandinas, podendo atuar como mensa-
geiro intracelular e como um transdutor capaz de
informar a célula de sua situagdo oxidativa (FER-
NANDEZ et al., 2002). Ainda assim, essa analise
deve ser interpretada com cautela, uma vez, que
neste experimento, as diferengas estatisticamente
significativas foram observadas apenas com rela-
¢do ao efeito do tempo dentro do GC.

O exercicio determinou aumento de ativida-
de sérica de CK e da AST em ambos os grupos,
possivelmente pelo mecanismo de aumento da
permeabilidade das paredes celulares em fungao
do exercicio (SICILIANO et al., 1997). A CK ¢
a enzima mais sensivel para indicacdo de lesao
muscular aguda (KANEKO etal., 1997). Aumento
fisiologico da atividade da CK, possivelmente,
ocorre em razao da hipdxia, além de outros fatores
(HARRIS & MAYHEW, 1998).
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A resposta de atividade sérica de CK foi
anteriormente observada em cavalos de salto
(LEKEUX et al., 1991); no entanto, a suplemen-
tacdo com vitamina E e selénio ndo produziu
efeito sobre a atividade dessa enzima. Resultado
semelhante foi obtido em outros experimentos
utilizando equinos de outras atividades esportivas
(SICILIANO et al., 1997; CHIARADIA et al.,
1998; KINNUNEN et al., 2005), assim como em
experimento que utilizou como antioxidante o
ascorbato (WHITE et al., 2001), além de pesquisas
realizadas no Brasil, em cavalos da raga Arabe,
submetidos a exercicio em esteira progressiva
(MACHADO, 2006).

Na avaliacao da AST, o valor das médias
entre os grupos, seis horas apos a realizagao do
exercicio, foi estatisticamente significante (p <
0,05), em que o GC ainda apresentava a influéncia
do exercicio, enquanto o GT ja havia retornado ao
valor basal, caracterizando, assim, o efeito da su-
plementacdo na dieta dos animais. Essa afirmacao
precisa ser interpretada com cautela, uma vez que
a AST ndo ¢ uma enzima marcadora especifica da
musculatura esquelética.

Nao foi possivel observar influéncia do exer-
cicio sobre a atividade sérica da LDH em nenhum
dos grupos estudados.

O aumento da concentracao de TBARS apo6s
o exercicio em ambos os grupos foi anteriormente
observado em equinos submetidos a exercicio em
diferentes modalidades de esforco (AVELLINI
et al., 1999; WHITE et al., 2001; SILVEIRA,
2005; MACHADO, 2006; MUNOZ-ESCASSI
et al., 2006). Entretanto, a suplementacdo com a
vitamina E ndo apresentou influéncias que possam
ser atribuidas a sua a¢ao antioxidativa, durante o
periodo de avaliagao deste experimento. O exerci-
cio ¢ capaz de gerar radicais livres e peroxidagdo
lipidica, bem como depende da intensidade da
atividade de modo que a eliminag¢ao dos produ-
tos da peroxidacao lipidica é um processo lento
(CHIARADIA et al.,1998).

Os resultados obtidos nesta pesquisa foram
semelhantes aos de outras que ndo encontraram
efeitos da suplementacdo de vitamina E sobre a
concentracdo de TBARS em cavalos submetidos
a diferentes tipos de exercicio (McMENIMAN
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& HINTZ, 1992; CHIARADIA et al., 1998;
HARGREAVES et al., 2002; MARLIN et al.,
2002; BERGERO et al., 2004; WILLIAMS et
al., 2004a).

No entanto, outras pesquisas conseguiram
demonstrar efeito antioxidante da suplemen-
tacdo com vitamina E caracterizada por niveis
significativamente menores de TBARS e MDA
(AVELLINI etal., 1999; MOFFARTS etal., 2005;
MACHADO, 2006), e além de outros marcadores
de estresse oxidativo (WILLIAMS et al., 2004b).
Em outros experimentos, a utilizagao de outros an-
tioxidantes preveniu o estabelecimento do estresse
oxidativo (MILLS et al., 1997; WHITE et al.,
2001; TROMBETTA & FALASCHINI, 2003).

MARLIN et al. (2002) observaram aumento
significativo da concentracdo de TBARS no plas-
ma logo ap0os, e até dezesseis horas da realizagdo
do exercicio. Os niveis de vitamina E se mostraram
inalterados, enquanto a atividade de CK e AST
aumentou apos o exercicio. Apesar disso, para
esses autores, tais achados ndo foram suficientes
para demonstrar o estresse oxidativo, uma vez que
os antioxidantes e os marcadores bioquimicos de
estresse oxidativo da circulagdo podem nao refletir
o estado muscular, que ¢ o local de maior produgao
de EROs durante o exercicio.

WILLIAMS & CARLUCCI (2006) nao ob-
servaram efeito de suplementac¢do com vitamina E
sobre marcadores de estresse oxidativo em cavalos
submetidos a exercicios intensos e afirmaram que
a suplementa¢@o de vitamina E acima dos niveis
recomendados ndo parece ser benéfica para o con-
trole do estresse oxidativo e do balango oxidativo,
em cavalos submetidos a exercicios intensos.

CONCLUSOES

Os parametros hematologicos, os marcado-
res bioquimicos de lesdo muscular, assim como os
niveis de TBARS na membrana de hemacias se
mostraram ferramentas uteis na avalia¢ao do efeito
do exercicio sobre a homeostase de cavalos de hi-
pismo, submetidos ao exercicio de salto. Os dados
de dinamica eritrocitaria, leucocitaria e de PPT se
mostraram mais sensiveis para demonstragao da
influéncia da suplementacdo antioxidante sobre a
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resposta ao exercicio do que os marcadores de le-
sao muscular e de estresse oxidativo utilizados.

Apesar de terem sido observadas diferencas
na dindmica de alguns parametros hematologicos
entre os grupos, nao foi possivel determinar ativi-
dade antioxidante no GT no delineamento experi-
mental utilizado, o que demonstra a necessidade
de mais estudos para o entendimento do estresse
oxidativo em cavalos atletas e a suplementacao
com antioxidantes na dieta desses animais.
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