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RESUMO

PAIXAO, POLYANA PULCHEIRA, MSc., Universidade Vila Velha — ES, julho
de 2016. Determinacédo de triglicerideos sérico em equinos submetidos a
exercicios em esteira e suplementados com vitamina “E” (dl-alfa-
tocoferol). Orientadora: Tatiana de Sousa Barbosa.

Os triglicerideos sdo um dos componentes lipidicos do sangue e sua elevacao
é fator de risco maior para doencas cardiovasculares. A prética de exercicios &
responsavel pela diminuicdo da gordura presente no organismo, além de
equilibrar a quantidade de energia ingerida e utilizada. A vitamina “E” € um
antioxidante lipossoluvel tecidual que sustenta a cadeia de peroxidacao lipidica,
prevenindo sua oxidag&o, podendo atuar na redugéo da trigliceridemia. Este
estudo teve como objetivo testar a hipotese de que as concentracdes
plasméticas de triglicerideos de equinos diminuem apds serem submetidos ao
esforgo fisico e suplementados com vitamina “E”. Para tanto, foram utilizados
dez cavalos que realizaram exercicio de longa duracdo em esteira em duas
etapas, a primeira sem suplementacdo e a segunda com suplementacdo de
vitamina “E”. Coletas de sangue foram realizadas nas duas fases, antes do
teste (MO), imediatamente apds o exercicio (PE) e nos tempos 6, 12, 24, 48, 72
e 96 horas subsequentes. Observou-se aumento na concentracao sérica de
triglicerideos em ambas as fases, sendo os valores da segunda fase superiores
aos da primeira. Nao se evidenciou neste estudo, portanto, redugcdo na
trigliceridemia em equinos suplementados com vitamina E.

Palavras-chave: Cavalo. Atividade fisica. Antioxidante.



ABSTRACT

PAIXAO, POLYANA PULCHEIRA, MSc., Universidade Vila Velha — ES, july
2016. Determination of serum triglycerides in horses submitted a exercise
on a treadmill high-speed and supplemented with vitamin "E" (dl-alpha-
tocopherol). Adviser: Tatiana de Sousa Barbosa.

Triglycerides are one of the lipid blood components and its elevation may cause
a major cardiovascular problems. The exercise practice is responsible for
lowering organism's fat and balancing energy intake and consumption. Vitamin
“E” is a tissue liposoluble antioxidant that sustains the lipid peroxidation chain
preventing its oxidation and possibly contributing to decrease triglycerids. The
hypothesis of the present wok was, that vitamin E could decrease the
concentration of triglycerids in horses exposed to physical exercise. Ten horses
to perform a long duration exercise on treadmill in two phases: the first one
without the supplementation and the second with the vitamin “E’
supplementation. Blood samples were collected on both phases, before the test
(MO), immediately after the exercise (PE) and after 6, 12, 24, 48, 72 and 96
hours. An increase on the serum triglycerides concentration was observed on
both phases, being the levels of the second superior to the ones obtained in the
first phase. Therefore, vitamin “E” supplementation did not show, any effect on
reducing triglyceridemia in equines.

Keywords: horse, physical activity, antioxidant.



1. INTRODUCAO

Os triglicerideos sédo um dos componentes gordurosos do sangue e sua
elevacdo pode causar, em humanos, obesidade, doencas cardiovasculares,
esteatose hepatica, pancreatite, entre outros (FUCHS et al., 2012). A prética de
exercicios € responsavel pela diminuicdo da gordura armazenada no
organismo e dos compostos lipidicos séricos, aumentando a massa magra e a
expectativa de vida do individuo, equilibrando a quantidade de energia ingerida
e utilizada (KEMPEN et al., 1995; RACETTE et al.; 1995; COWBURN et al.,
1997; CAMBRI et al., 2006).

Os substratos energéticos utilizados durante o repouso e 0 exercicio
fisico s@o os carboidratos e os lipideos. A contribuicdo de cada substrato para
a manutencao da demanda de energia durante a atividade fisica € determinada
pela intensidade e duracdo do esforgo, treinamento, disponibilidade, estado
nutricional e acdo hormonal (POWERS & HOWLEY, 2005). A lipélise aumenta
com o esforco fisico, o qual resulta em um aumento significativo no nimero e
na atividade das mitocondrias, resultando também em um aumento na
oxidacao dos acidos graxos livres (NELSON & COX, 2008; BRUSS, 2008).

Além de induzir processos bioldégicos com efeitos positivos, o exercicio
fisico quando ultrapassa os limites fisiologicos pode levar a producédo de
radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (EROs), os quais geram
consequéncias prejudiciais ao organismo (CAZZOLA, 2003; YONEZAWA et al.,
2010; CHUN-YEN et al., 2016). Uma das principais acdes deletérias dos EROs
€ a lesdo tecidual, tais como a oxida¢do das membranas lipidicas, contribuindo
para acelerar o processo de fadiga e lesdo nas fibras musculares, gerando
intolerdncia ao exercicio e diminuicdo de desempenho atlético. Cavalos
submetidos a altas velocidades podem desenvolver niveis elevados de
estresse metabodlico dependendo da intensidade e duracdo do esforco
muscular (DE MOFFARTS et al.,, 2005). O armazenamento de adenosina
trifosfato e fosfato de creatina, rapidamente s&o consumidos levando a
producdo de energia por vias glicoliticas e/ou oxidativas (MCKENZIE, 2011a).
Buscar o melhor desempenho e bem-estar dos animais durante as

competicOes de resisténcia é essencial para promover e manter as condi¢des



necessarias do esporte equestre que muito se desenvolve em toda parte do
mundo (LUCK et al., 2015).

Para prevenir o surgimento do estresse oxidativo proveniente do
exercicio, varios estudos sugerem a utilizacado de suplementacédo dietética com
substancias antioxidante, tendo como objetivo neutralizar a producdo dos
EROs (DE MOFFARTS et al.,, 2005; YONEZAWA et al.,, 2010; RYAN et al.,
2010). O principal antioxidante biolégico associado ao estresse oxidativo € a
vitamina “E”, também conhecida como sua forma ativa alfa-tocoferol
(WILLIAMS et al., 2004). Sua funcéo € prevenir a peroxidacao lipidica fazendo
a captura de radicais peroxila, além de agir na prevencao da oxidacdo de
compostos lipidicos, e também é essencial para o funcionamento adequado
das membranas celulares (SINGH et al., 2005). Os lipidios quando oxidados,
nao sdo metabolizados normalmente, acumulando-se e gerando patologias no
sistema cardiovascular (MATTAR, 2003).

Ainda, o exercicio fisico induz uma maior captura de triglicerideos e
colesterol ao diminuir a concentracdo da enzima triacilglicerol lipase hepatica,
cuja funcéo € hidrolisar estes compostos quando conjugados numa sub-fracédo
da HDL (lipoproteina de alta densidade), a HDL,, que ao ser liberada para o
figado, torna-se mais densa e transforma-se em HDL; (MURRAY & HARPER,
1993). Dessa maneira, com uma maior permanéncia da HDL;, na circulacéo
sanguinea, a captura dos triglicerideos é constantemente realizada, diminuindo
assim sua concentracdo sérica (BERG et al., 1994). Para efetuar essas
funcdes, a HDL necessita do seu conteudo antioxidante, a qual faz parte o alfa-
tocoferol (PERUGINI et al., 2000). Portanto, a vitamina “E” poderia reduzir o
acumulo de triglicerideos no sangue, o que beneficiaria a satde do animal.

Com o intuito de descobrir o real efeito da suplementagéo da vitamina
‘E” em equinos submetidos a exercicio de longa duracdo em esteira, este
estudo teve como objetivo testar a hipétese de que as concentragdes seéricas
de triglicerideos em equinos diminuem apos serem submetidos ao esforgo

fisico e suplementados com vitamina “E”.



1. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Metabolismo lipidico

No organismo dos mamiferos existem dois tipos de tecido adiposo,
sendo classificados como tecido branco e marrom. O tecido adiposo marrom
esta relacionado a regulacéo da temperatura corporal, e este esta praticamente
ausente em adultos, sendo encontrado em fetos e recém-nascidos. Ja o tecido
adiposo branco possui fungdes mais abrangentes e esta presente em diversas
regides do organismo, como 6rgdos e estruturas internas (LASAR et al., 2013).

Os adipécitos constituem o tecido adiposo e sédo células especializadas
em armazenar os lipideos na forma de triacilglicerol (TAG) no seu citoplasma,
sem que ocorra qualquer prejuizo a sua funcionalidade. Enzimas e proteinas
reguladoras, necessarias para a realizacdo da lipogénese e estocagem dos
TAGs, estdo presentes nestas células (KERSHAW & FLIER, 2004). Os
sistemas neurais e hormonais sdo responsaveis pelo controle desses
processos através dos sinais aferentes, ocorrendo de acordo com as
necessidades energéticas do individuo (AHIMA & FLIER, 2000).

Os TAGs sédo constituidos por trés moléculas de acidos graxos de
cadeia longa ligados a uma molécula de glicerol. Podem ter origem da dieta ou
sintetizados pelo figado, glandula mamaria lactante e tecido adiposo (BEITZ,
2006; BRUSS, 2008). Em animais monogastricos, a sintese de triglicerideos e
acidos graxos acontece principalmente no figado, a qual utiliza a glicose e
eventualmente aminoacidos como precursores (KOZLOSKI, 2009).

Os lipideos plasmaticos estdo presentes na forma de quilomicrons e
lipoproteinas, ja os derivados da dieta sao catabolizados pelas enzimas lipases
pancreaticas e sais biliares para dar origem ao 2-monogliceridios e acidos
graxos livres. Estes entram no reticulo endoplasmatico das células da mucosa
intestinal por difusdo, e sdo convertidos em triglicerideos. Apds, serdo
associados a outros lipidios e proteinas especificas (apoproteinas), para formar
os quilomicrons, que sdo macromoléculas. Estas particulas saem das células
da mucosa, provavelmente por pinocitose reversa, e vao para 0S vasos

linfaticos da regido abdominal e, posteriormente, para a circulacdo sistémica. A



liberacao intestinal de quilomicrons ocorre por varias horas apés a ingestéao de
gorduras (BEITZ, 2006).

Nos enterécitos, parte dos &cidos graxos sao reesterificados a
triglicerideos, absorvidos e direcionados para o figado, onde podem ser
incorporadas as lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), e entdo
retornam para a circulagdo (KOZLOSKI, 2009). Se o animal ndo necessita de
demanda energética no momento, os acidos graxos sdo transportados para o
tecido adiposo e armazenados, porém, se a demanda energética faz-se
necessaria, estes sao transportados aos tecidos periféricos e sofrem oxidacao
para ocorrer producdo de energia, podendo também ocorrer a hidrélise do
tecido adiposo, liberando acidos graxos ndo esterificados (PALMQUIST &
MATTOS, 2011).

A classificacdo das lipoproteinas é estipulada de acordo com a sua
densidade, sendo determinada pela proporcdo de lipideos e proteinas que
possuem em sua constituicdo. Quanto maior a quantidade de lipideos menor a
densidade, e quanto maior a quantidade de proteina mais densa fica a
molécula. O HDL é a lipoproteina de alta densidade, e o VLDL a de muito baixa
densidade. Contudo, ha muitas diferencas nos compostos lipidicos plasmaticos
entre as espécies, que sao influenciadas pela quantidade e o tipo de alimento,
saude e idade do animal, bem como o equilibrio hormonal (BEITZ, 2006).

O aumento exacerbado de triglicerideos no sangue € considerado uma
dislipidemia e em equinos é decorrente de estresse, falha na manutencdo da
homeostase energética, secundario a doencas e obesidade. Nesses animais as
dislipidemias podem tornar-se graves rapidamente se nao forem
diagnosticadas precocemente, culminando na infiltracdo de lipideos no figado e
outros 6rgaos (MCKENZIE, 2011b).

Com a domesticacdo dos cavalos, estes animais foram submetidos ao
confinamento e ao excesso de fornecimento de alimentos energéticos,
proporcionando maior acumulo de gordura, sendo esses fatores responsaveis
pelo aumento do indice de obesidade em equinos (PAZ et al.,, 2013). A
obesidade esta associada a disturbios endodcrinos, que tem sido relatado como
uma das principais causas de laminite nesses animais (FRANK et al., 2010).
Para descrever o aumento da adiposidade associada a resisténcia insulinica,

que leva a alteragcbes endocrinas, foi desenvolvido o termo Sindrome



Metabolica Equina (SME), aceito pela Associacdo Americana de Medicina
Interna. Essa sindrome foi descrita em varias racas, e esta relacionada com a
falta de atividade fisica adequada para a espécie equina (FRANK, 2011).

Segundo Johnson et al. (2010), o tecido adiposo nesses animais libera
pequenas quantidades de adipocinas, que em elevadas quantidades na
circulagdo sanguinea, fazem moléculas pro-inflamatérias atuarem nos
receptores de insulina, levando a resisténcia insulinica. Contudo, os maleficios
da obesidade sobre a saude dos cavalos ainda ndo estdo bem elucidados
como em humanos. Em relacdo a laminite, estudos realizados na Finlandia
mostraram que 95% dos equinos hospitalizados com a doenca eram obesos e
89% deles foram diagnosticados com hiperinsulinemia (KARIKOSKI et al.,
2011).

2.2 Metabolismo energético durante o exercicio

O exercicio fisico regular gera beneficios para a saude e esta
diretamente relacionado com a prevencao de varias afeccbes como doencas
cardiovasculares, hipertensao, obesidade entre outros (STANTON et al., 2014).
Contudo, atividades exaustivas podem perder seu efeito benéfico e causar
estresse oxidativo (RADAK et al.,, 2013). Nos equinos, para que aja um
eficiente desempenho durante a execucdo de exercicios de alta, moderada e
baixa intensidade, deve-se ter um correto funcionamento dos sistemas
nervoso, cardiovascular, respiratério e musculoesquelético, e assim manter e
preservar a homeostasia (HYYPPA, 2005). Apesar de esses animais terem a
capacidade de gerar o aumento do consumo de oxigénio e a ventilacdo de
forma rapida, aumentar sua capacidade de transporte de oxigénio e no inicio do
exercicio ocorre contracdo esplénica, eles passam por situacdes de estresse
gue ocasionam a ativacdo de respostas fisiologicas (HINCHCLIFF & GEOR,
2004; MELEIRO, 2006).

A mobilizacdo das reservas energéticas € favorecida pela participacéo
direta do sistema enddcrino e sistema nervoso autbnomo, que controlam a
homeostasia cardiovascular e equilibrio dos fluidos corporais. Os cavalos
apresentam um melhor processo de recuperacdo apos realizacdo de uma
atividade fisica, devido a essas diversas respostas fisiolégicas que acontecem
no seu organismo (HYYPPA, 2005).



Quando o exercicio se inicia, ocorre maior liberacdo de catecolaminas
(noradrenalina e adrenalina), que chegam as membranas dos adipdcitos e se
ligam aos receptores desencadeando uma reagcdo em cascata. Nessa reagéo a
enzima lipase é fosforilada e se transforma na sua forma ativa. A funcéo dessa
enzima junto com a enzima monoacilglicerol lipase, ¢ degradar os TAGs em
uma molécula de glicerol e trés de acidos graxos. O glicerol apds ser desligado
ndo é utilizado mais para sintese de novos TGAS, seja no tecido adiposo ou no
muscular, pois necessita da enzima glicerolquinase, que esta ausente nesses
tecidos. Este circula livremente pelo sangue até chegar ao figado, onde pode
participar da gliconeogénese ou agir como intermediario na glicélise na forma
de gliceraldeido-3-fosfato (LIMA-SILVA et al., 2006). Ja os acidos graxos
devido serem lipossoluveis, ndo conseguem circular livremente pela circulacéo
sanguinea, entdo ligam-se a albumina sendo encaminhados posteriormente
para o musculo esquelético onde serdo utilizados como fonte de energia
(BEITZ, 2006; LIMA-SILVA et al., 2006).

Para ocorrer a contracdo e relaxamento muscular, se faz necessario
obter energia por meio do catabolismo do ATP (MACLEAY, 2004), o qual pode
ser advindo das vias aerébicas ou anaerodbicas, sendo produzida a medida que
se torna necessaria (POSO et al., 2004). Quando a intensidade do exercicio
aumenta, ocorre um aumento progressivo no metabolismo dos carboidratos e
uma diminuicdo no metabolismo dos lipideos, isso devido ao recrutamento das
fibras rdpidas e ao aumento de adrenalina na circulacdo sanguinea. Essas
fibras sdo compostas por grande quantidade de enzimas glicoliticas e pouca
guantidade de enzimas lipoliticas, o que explica o desvio do metabolismo das
gorduras para a dos carboidratos (POWERS & HOWLEY, 2005).

Os acidos graxos livres provenientes do tecido adiposo séo a principal
fonte de energia requerida na musculatura em repouso. Quando submetido a
esforco moderado, a glicose sanguinea é utilizada, além dos &acidos graxos e
corpos cetdnicos (NELSON & COX, 2008). Com um exercicio aerdbico leve de
duracdo em meédia de 15 a 20 minutos, a musculatura utliza em maior
propor¢cdo a [B-oxidacdo de acidos graxos livres do que a glicélise para a
formacdo das moléculas de ATP. Na musculatura dos cavalos, ha presente
pequenos estoques de gordura, porém a maior parte € advinda do figado ou
tecido adiposo (MACLEAY, 2004; BRUSS, 2008).



Ha um aumento progressivo da oxidac&do dos lipidios em atividades de
baixa a moderada intensidade e com maior duragédo. Diferente das outras
espécies, nos equinos ocorre um aumento dos triglicerideos circulantes durante
a realizacdo do exercicio. Estes sao liberados pelo figado na forma de VLDL
que sofre acdo da lipase, tendo como produto a liberacdo dos acidos graxos
para oxidacdo nos musculos (POSO et al., 2004). Em atividades com maior
duracgéo, acima de dez minutos, a energia utilizada é originaria do metabolismo
aerobico. Durante o exercicio, pode-se manter um estado estavel da captacdo
de oxigénio, com excecdo de ambientes quentes e Umidos, e exercicios com
uma taxa de trabalho relativamente alta (POWERS & HOWLEY, 2005).

A atividade fisica de variadas intensidades pode desencadear a inducdo
de lesdo celular e tecidual por meio da oxidacdo de componentes de
membrana, como lipideos, proteinas e carboidratos (DE MOFFARTS et al.,
2007). A diminuicdo do desempenho e intolerdncia ao exercicio sao
consequéncias do estresse oxidativo, o qual contribui para acelerar o processo
de fadiga muscular (SEN & PACKER, 2000). Segundo Cazzola (2003), o
exercicio fisico gera alto consumo de oxigénio corpéreo, o que leva a formacéao

de espécies reativas de oxigénio (EROs).

2.3 Radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROS)

Os radicais livres sao produzidos durante processos biolégicos e
controlados por defesas antioxidantes. E definido como qualquer atomo ou
molécula que possuem um ou mais elétrons desemparelhados (GUTTERIDGE
& HALLIWELL, 2010). Sua formacgdo ocorre principalmente nas mitocondrias
das células, por uma reacao mediada pela enzima citocromo oxidase, em que o
oxigénio (O,) sofre reducgdo tetravalente recebendo quatro elétrons. Esta
mesma enzima oxida quatro moléculas de citocromo C da cadeia
transportadora de elétrons, liberando um elétron de cada uma delas que podem
se ligar ao O, e resultar na formacdo de agua. No entanto, uma porcentagem
do O, metabolizado nas mitocéndrias é direcionado para outra via metabdlica,
e sofrem reacdo de reducdo univalente, dando origem aos radicais livres
(KOURY & DONANGELO, 2003; DEATON & MARTIN, 2003).

Com a reducdo univalente, também sdo produzidos EROs, que sédo

denominados como todos os radicais livres derivados ou ndo do oxigénio,
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sendo eletronicamente instaveis, podendo reagir com varios compostos ao seu
redor. Podem agir como agentes oxidantes recebendo elétrons ou como
agentes redutores, ou seja, doando elétrons (AGARWAL et al., 2005). Estes
estdo envolvidos na producédo de energia, regulacdo do crescimento celular,
fagocitose, sintese de substancias biolégicas importantes e sinalizacéo
intercelular (VISIOLI et al., 2000).

Esses radicais derivados do oxigénio participam de muitos processos
metabdlicos, quando apresentam baixas concentragfes, realizam o transporte
de elétrons na cadeia respiratoria, atuando como moléculas sinalizadoras
(DOWNLING & SIMMONS, 2009). Entretanto, quando ha um excesso na sua
producéo, ou diminuicdo dos agentes antioxidantes no organismo, eles passam
a exercer um efeito prejudicial, instituindo-se o estresse oxidativo, que envolve
a lipoperoxidacdo das membranas celulares e lesdes teciduais (YONEZAWA et
al., 2010). Existem trés tipos principais de EROs: hidroxila (OH°), superéxido
(0%) e peréxido de hidrogénio (H,0,) (ANDRADE et al., 2010).

O radical OH° reage com compostos organicos que S0 necessarios
para a integridade e funcdo dos organismos vivos, como as biomoléculas,
provocando danos oxidativos, sendo os lipideos os mais suscetiveis. E capaz
de causar mais danos do que qualquer outro ERO, por isso € considerado o
radical livre mais reativo. Sua formacdo ocorre a partir do peréxido de
hidrogénio, em que os ions ferro (Fe™) ou cobre (Cu®) catalisam a reacéo,
denominada como Fenton (MAIA, 2006). Também podem ser produzidos nas
células da pele por meio da incidéncia da radiacéo ultravioleta, raios gama e
raios X. Os danos intensivos e frequentes desse radical podem gerar mutacdes
no DNA (BARREIROS et al., 2006) e dar inicio a lipoperoxidacdo (ANDRADE
et al., 2010).

O radical O* é produzido com a adicdo de um elétron a partir do
oxigénio molecular. Essa reacdo ocorre de forma espontanea em quase todas
as células aerobicas, principalmente na membrana mitocondrial, durante a
respiracdo celular. E considerado um radical com baixa reatividade, agindo
apenas no local onde é formado, desprovido da capacidade de penetrar em
membranas lipidicas (NORDBERG & ARNER, 2001). Este radical participa de
processos quimicos importantes, dentre eles a formacéo do radical HO’ e na

protecdo contra infeccbes causadas por virus, bactérias e fungos. In vivo é
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gerado por fagoécitos ou linfocitos e fibroblastos durante o processo
inflamatoério, com objetivo de combater corpos estranhos (BARREIROS et al.,
2006).

O peréxido de hidrogénio ndo é considerado um radical livre
propriamente dito, e sim um metabdlito do oxigénio com forte potencial
deletério, devido sua agdo intermediaria na reagdo que produz o radical
hidroxila. Este € capaz de penetrar em membranas bioldgicas e possui vida
longa (NORDBERG & ARNER, 2001; MAIA, 2006).

O organismo dos animais tem a capacidade de se adaptar a diversos
niveis de estresse para recuperar a homeostase. No processo de respiracao, a
medida que o O, é utilizado, ocorre simultaneamente a producdo de um
sistema antioxidante com o objetivo de proteger as células da toxicidade desse

gas, uma vez que o metabolismo aerobico gera radicais livres (DROGE, 2002).

2.4 Vitamina “‘E”

A vitamina “E” é constituida por uma familia de oito compostos
lipossoluveis sendo divididos em dois grupos: quatro tocoferdis principais (a, B,
y, ) e por quatro tocotrienéis (também divididos em a, B, y, 8), sendo o alfa
tocoferol o mais ativo e mais abundante na natureza (SCHNEIDER, 2005).
Vérios estudos comprovam que sua principal fungcdo no organismo € atuar
como antioxidante (KONGKHAM et al., 2013; YURDAKUL et al., 2010; RYAN
et al., 2010), prevenindo a oxidagéo de lipideos e levando ao prolongamento da
vida biol6gica dos acidos graxos poliinsaturados, que estdo presentes na
membrana celular e sub-celular (SINGH et al., 2005). Estas substancias
interrompem a reacéo radicalar em cadeia quando doam um H"* para o radical
peroxila. Cada tocoferol tem capacidade de reagir com até dois radicais
peroxila, se tornando irreversivelmente desativado (BARREIROS et al., 2006).

Figura 1. Diferentes formas da vitamina “E”.
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Fonte - Brigelius-Flohé & Traber (1999).

E encontrada em todas as membranas celulares, porém sua maior
quantidade esta na membrana mitocondrial interna onde se localiza o sistema
de transporte de elétrons (GOHIL et al., 1986). Na sua estrutura ha uma cadeia
lateral hidrofobica que protege as membranas celulares contra o dano oxidativo
(MAROUKA et al., 2008).

De acordo com De Moffarts et al. (2005) e Yonezawa et al. (2010), o
efeito deletério da formacdo de EROs no organismo e o estresse oxidativo
induzido apés exercicio em equinos, pode ser controlado com a suplementacao
de antioxidantes, objetivando-se proporcionar um equilibrio entre oxidante e
antioxidante, para que se obtenha um melhor desempenho atlético e bem-estar
animal.

Em um estudo realizado por Ryan et al., (2010) ratos foram submetidos
a exercicios repetitivos para induzir a producdo de estresse oxidativo e
suplementados com vitamina E e C. Foi observado que os animais jovens

suplementados obtiveram maior desempenho muscular e menores lesdes
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oxidativas, por meio da mensuracdo de malondialdeido e 4-hidroxialquenal
(subprodutos da peroxidacgéo lipidica) no musculo homogeneizado.

Na maioria dos animais domeésticos, ha evidéncias de que a
suplementacdo com alfa tocoferol pode beneficiar o sistema imune. Estudos
sugerem que este antioxidante pode ter participacdo ativa na sinalizacéo
intracelular e expressao génica, controlando o estresse oxidativo e processos
inflamatdrios por meio da diminuicdo de interleucinas e fator de necrose
tumoral (JIANG et al.,, 2008; TAHAN et al., 2011). Além disso, também foi
comprovado que esta possui capacidade de proteger diferentes tipos celulares,
como células placentarias, fibroblastos, astrécitos e hepatécitos, com o objetivo
de melhorar a viabilidade celular quando submetido a um estresse oxidativo
(GALLO et al., 2010; MAKPOL et al., 2010).

A vitamina E € absorvida nas células intestinais juntamente com a
absorcdo dos lipideos. Em dietas com baixo teor de gordura, sua absor¢céo é
reduzida (MUSTACICH et al., 2007). Apds absorvida, dentro dos enterécitos €
incorporada aos quilomicrons que alcancam a corrente sanguinea, onde pode
sofrer acdo da lipase e ser encaminhada para diversas células e O6rgaos
(STAHL et al., 2002). Nesse processo alguns tocoferdis também sao
transferidos para o HDL, sendo os fosfolipidios catalisadores desta reacao
(KOSTNER et al., 1995).

Existe uma variedade de formulacdes de vitamina E para suplementar
equinos, sendo encontrados na forma sintética e natural. Ha dois tipos de
formulacédo sintética, o all-rac-a-tocopherol e o dl-a-tocopherol, e a formulacao
natural mais comum o RRR-a-tocoferol (FINNO & VALBERG et al., 2012). A
diferenca entre elas foi demonstrada nos cavalos, em que as concentracdes do
alfa tocoferol no fluido cérebro espinhal, assim como no plasma, foram
significativamente maiores do que valores basais com a suplementacdo da
vitamina E natural, ao contrario do que ocorreu apds suplementacdo com a
forma sintética, mesmo em doses elevadas (10.000 Ul/ 500 kg cavalo/ dia)
(PUSTERLA et al., 2010).

2.5 O cavalo condicionado ao esforco fisico
Evolutivamente o0s cavalos mais resistentes e velozes foram

selecionados de acordo com as exigéncias do meio, como a necessidade de
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fugir de predadores e percorrer longas distancias para encontrar agua e
comida. O desempenho atlético desses animais ocorre devido a varios fatores
fisiologicos da espécie equina, como alta capacidade aerdbica, grande numero
de mitocondrias nos musculos, elevado estoque de glicogénio intramuscular,
habilidade de contracdo esplénica no inicio do exercicio e consequente
aumento da capacidade de carrear mais oxigénio na circulagdo, eficiéncia na
locomocéo e eficiente termoregulacado (HINCHCLIFF & GEOR, 2004).

A selecdo das racas proporcionou uma variedade de atividades
desenvolvidas por esses animais, de acordo com suas aptiddes. Para atividade
como transporte, pastoreio e esportes, que exigiam resisténcia e velocidade
foram selecionados cavalos mais leves. Cavalos que percorrem altas
velocidades (63 km/h) por distancias de 800 a 500 metros, foram denominados
Puros-Sangues. Os Arabes alcancam mais de 160 km em um dia nas
competicbes de enduro, e os Quartos de Milha fazem provas de tiros
percorrendo 400 metros ou menos atingindo velocidades de 88 km/h
(HINCHCLIFF & GEOR, 2004).

Nos grandes centros de treinamento, os cavalos sdo confinados durante
grande parte do tempo e possuem uma rotina de exercicios pré-estabelecida,
sendo designados a competicbes e submetidos a situacdes de estresse,
diferente do que ocorria no ambiente selvagem que viviam. Entdo, considerou-
se a possibilidade do cavalo de corrida ser submetido a algumas situacdes de
estresse que podem afetar sua performance, saude e bem estar (MELEIRO,
2006).

Diversas racas de equinos participam de competicbes esportivas que
vém crescendo por todo pais, como hipismo, enduros, vaquejadas, rodeios,
poélo e salto. Devido a esse crescimento na atividade equestre, mais pesquisas
em equinos precisam ser desenvolvidas pelas universidades e centros de
pesquisa no Brasil. Parte desses estudos é realizada utilizando esteira rolante
de alto desempenho, para garantir uniformidade do tipo de superficie que entra
em contato com o casco do animal, nos ciclos dos andamentos e controle da
velocidade e das condicdes ambientais (CHRISTOVAO et al., 2007). As
respostas metabdlicas e musculares esqueléticas obtidas apods realizacdo do

esforco fisico, sob condi¢cdes laboratoriais controladas, com uso de esteira
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rolante, podem ser Uteis para diversas pesquisas relacionadas ao desempenho
esportivo dos cavalos (FERRAZ, 2006).

Muitos estudos ainda precisam ser desenvolvidos para proporcionar
melhorias nas atividades equestres, buscando aumento do desempenho junto
com bem estar animal. Hoje h& poucas pesquisas sobre triglicerideos em
equinos e sua associagdo com antioxidantes, levando assim a elaboracao

desta pesquisa.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

O trabalho foi realizado sob a aprovacdo do comité de ética com o
protocolo n°128/2009 CEUA/ UNESP — Botucatu.

Utilizou-se 10 equinos, sendo cinco da raca Puro Sangue Arabe e cinco
da raca Crioula, mantidos em piquetes do Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Campus de Botucatu, sob as mesmas condicbes de manejo
alimentar e sanitario, sendo constituido do manejo nutricional a base de feno
de capim cost-cross (Cynodon dctylon), 2kg de racdo comercial para equinos
(Royal Horse Esporte, Socil, Paulinia, SP, Brasil), oferecida uma vez ao dia e
30g de suplemento mineral (Equifés, Matsuda, SP, Brasil) misturada a racgéo,
conforme recomendacdo de Lewis (LEWIS, 2000) e agua ad libitum. Os
animais estavam sem treinamento fisico por mais de um ano, com idade
variando de oito a dez anos, e peso médio de 372,1 + 32,9 kg, foram
considerados higidos mediante exame hematoldgico e bioquimico sérico

prévio.

3.2 Delineamento experimental

Os equinos foram submetidos a um teste padrdo de exercicio
progressivo em esteira de alta velocidade (Mustang 2200 AG, Kagra, Suica)
inclinada a 6%, da qual a velocidade é elevada gradualmente, com o protocolo
de exercicio proposto por Watanabe et al. (2009). Utilizou-se a méascara de
analise de trocas gasosas e dados ventilatérios (Metavet, Cortex, Alemanha),
para se extrair a carga de trabalho para cada equino, com base no consumo
maximo de oxigénio (VO2max) (Watanabe et al., 2009), sendo o valor médio dos
animais de 110,4 + 20,4 mL/kg/min.

Apoés 14 dias do teste progressivo, os equinos foram submetidos ao
teste de baixa intensidade e longa duracdo (TLD1). O teste, considerado de
exercicio predominantemente aerobico (concentracdo de lactato inferior a

4mmol/L), foi realizado com a esteira inclinada a 6%, a velocidade de 35% do
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VO,max de cada animal pelo periodo de 60 min (PRINCE et al., 2002),
correspondendo a uma velocidade média de 2,3 £ 0,5 m/s.

A suplementacdo da vitamina E (dl-alfa-tocoferol) dos animais teve inicio
logo apos o teste TLD1, na dose de 1.000 Ul/animal (Nutrient Requirements of
Horses, 2007), por meio de capsulas gelatinosas (E-tabs 1000 Ul, Sigma
Pharma, Hortolandia, Brasil) misturadas a raspas de rapadura, por via oral,
diariamente e sem interrupcdo até o final do experimento. Apés 59 dias do
inicio da suplementacéo, os equinos realizaram o segundo teste (TLD2) com o
mesmo protocolo de TLD1. A temperatura e a umidade relativa do ar do saldo
do Centro de Medicina Esportiva Equina da Unesp de Botucatu, onde os testes
foram realizados, variou de 17,0 a 20,6 °C e 66 a 81%, respectivamente.

3.3 Colheita e processamento das amostras

As coletas de sangue foram realizadas antes do teste (MO0),
imediatamente apds o exercicio (PE) e nos tempos 6h, 12h, 48h, 72h e 96h
subsequentes, sendo armazenadas em tubos contendo ativador da coagulacéo
para obtencéo de soro e foram imediatamente separados e congelados a -80°C
até serem processadas.

Foi entdo, realizado a dosagem em duplicata dos triglicerideos séricos
por meio de kit comercial (Bioclin®, teste enzimatico) em analisador bioquimico
semi-automatico, da marca Mindray®, modelo BA-88A, no Laboratério de
Patologia Clinica Veterinaria localizado no campus Boa Vista da Universidade
Vila Velha.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias de cada
caracteristica comparadas pelo teste de Tukey em 5% de probabilidade, sendo

utilizado o programa Genes®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira fase do experimento, sem suplementacdo com o
antioxidante, o valor médio de triglicerideos dos equinos antes de serem
submetidos ao exercicio em esteira (MO) encontra-se dentro do intervalo de
normalidade (5,3 a 54,0 mg/dL) (ROBINSON, 2003). J4 os equinos
suplementados apresentaram um valor basal discretamente acima do valor
méximo considerado normal e um valor significativamente maior do que o0s
animais nao suplementados.

Notou-se que em TLD1, no momento PE, a concentracdo sérica de
triglicerideos teve um aumento significativo (p<0,05) (Tabela 1). No estudo de
Orozco et al. (2007), cujos animais foram submetidos a treinamento a campo e
testes em esteira, sendo realizado coletas de sangue antes e ap0s o exercicio,
também obteve-se 0 mesmo comportamento imediatamente apds o esforco
fisico. O mesmo resultado foi observado no estudo de Coelho et al. (2011), no
qual os cavalos realizaram marcha cadenciada a campo durante quarenta
minutos. Mesmo com estes resultados, o0 aumento nas concentracdes de
triglicerideos ndo ultrapassou o valor normal considerado para a espécie
(ROBINSON, 2003). Este aumento de triglicérides imediatamente apds a
atividade ocorre devido a um blogueio na acdo da insulina e ao efeito
hiperglicemiante gerado pelas catecolaminas e cortisol circulantes, gerando um
balanco energético negativo, havendo lipdlise e mobilizagdo de outras fontes
energéticas (DUGAT et al., 2010), para que ocorra uma producdo de energia
eficiente, levando a manutencdo adequada dos esforcos musculares
(MIRCEAN et al., 2007).

Ainda nesta primeira fase, ap6s 6 horas da realizacdo da atividade,
obteve-se a menor média, sendo considerado diferente significativamente de
todos os outros momentos dosados, mas permanecendo dentro do intervalo de
normalidade (ROBINSON, 2003). Observou-se uma elevagao progressiva nos
valores de triglicerideos a partir do momento 12h até 96h, sendo este ultimo a
maior média encontrada. De acordo com Hyyppa (2005), nas horas pos-
exercicio, a normalizacdo das concentracfes de lipideos € lenta, decorrente ao

retorno da liberag&o de insulina na circulagéo sanguinea, levando a inibicdo da
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lipdlise, o que pode explicar os niveis elevados de triglicerideos apos 24 horas
até o momento 96h depois da realizagdo do teste. Dunnett et al. (2002),
também cita que durante o exercicio fisico os triglicerideos fazem parte das
reservas energeéticas que sao utilizadas pelo organismo, ocorrendo 0 seu
aumento gradativo, o que corrobora com os achados dessa pesquisa. Isso
pode ser justificado pelo fato de que os lipideos passam pelo processo de
catabolismo celular por acdo da enzima lipase, dando origem ao glicerol e
acidos graxos livres como fontes de energia (BERGERO et al., 2005).

Com a suplementacdo da vitamina “E” (TLD2) a concentracdo de
triglicérides obteve o0 mesmo comportamento que TLD1. Houve um aumento
significativo (p<0,05) no momento PE no qual atingiu o valor maximo e
ultrapassou ao intervalo de normalidade, citado por Robinson (2003). Em
seguida houve diminuicdo dos valores nos momentos 6h e 12h, e a partir de
24h elevou-se gradativamente nos momentos subsequentes até atingir um
valor proximo ao inicial (figura 2).

De acordo com os resultados analisados, podemos considerar que a
resposta do organismo dos animais com ou sem a suplementacéo, apresentou
comportamento semelhantes, visto que em ambos 0s casos: a resposta no
momento PE é maior que o MO, tendo uma diminuicho no momento
subsequente, com um periodo de manutencdo de valores e retornando aos
niveis iniciais mantendo-se estavel. Contudo, todos os momentos dosados em
TLD2 obtiveram valores de triglicerideos maiores que TLD1, porém pode-se
sugerir que neste protocolo de exercicio a a¢do da vitamina nos triglicerideos
ocorreu apenas até 12 horas, pois a partir deste momento nao foi observado
diferenca estatistica entre TLD1 e TLD2.

Outros estudos também n&o encontraram resultados positivos para o
uso da vitamina, como o de Meagher et al. (2001), que analisaram o efeito da
vitamina “E” na peroxidagéao lipidica em seres humanos saudaveis. Realizaram
a suplementacdo durante oito semanas em 30 individuos separados em seis
grupos de cinco, sendo o primeiro placebo e os subsequentes consumindo 200,
400, 800, 1200 e 2000 Ul/d da vitamina. Os grupos suplementados néo
obtiveram diferenca do grupo placebo, sem apresentar efeito adicional do
antioxidante na cadeia de peroxidagéo lipidica, questionando assim o efeito da

vitamina “E” na diminuic¢éo dos triglicerideos. J& Williams et al. (2004) utilizaram
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cavalos que praticam enduro para avaliar a acdo da vitamina “‘E” na
peroxidacgdo lipidica e no estresse oxidativo, e verificou que a suplementacéo
néo obteve beneficios significativos.

Tabela 1. Médias de triglicerideos sérico (mg.dL™) em equinos submetidos a
exercicio fisico em esteira sem e com adicao de vitamina “E”.

Trat. MO PE 6h 12h 24h 48h 72h 96h

SIVitE 23,05Bbc 52,20Ba 15,45 Bc 29,80 Aabc 44,85 Aab 52,15 Aa 40,60 Babc 55,09 Aa
C/VitE 56,15Abc 9495Aa 37,55Abc 34,55 Ac 3491 Ac 57,30 Abc 62,41 Ab 62,14 Ab

CV (%) 41,09 32,67 31,53 37,41 46,43 45,44 35,55 34,55

Médias seguidas da mesma letra mailscula nas colunas e mindscula nas
linhas, ndo diferem entre si em 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

MO = triglicerideos no repouso; PE = triglicerideos imediatamente apos o
exercicio; 6, 12, 24, 48, 72, 96 h = triglicerideos em horas apds o exercicio.

Figura 2. Médias de triglicerideos sérico em equinos antes e apds submetidos
a esteira, sem suplementacdo com vitamina “E” (TLD1) e com vitamina “E”

(TLD2).
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5. CONCLUSAO

A concentracdo seérica de triglicerideos nao apresentou efeito
significativo de reducdo apos a prética do exercicio de longa duracdo em
esteira com este protocolo.

A utilizacédo de vitamina “E” na dosagem 1.000 Ul/animal, n&o reduziu a
concentracdo seérica de triglicerideos ap0s a pratica do exercicio de longa

duracéo em esteira.
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