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suplementados com selénio e vitamina-E

Biochemical profile and total antioxidant capacity in polo horses
supplemented with selenium and vitamin-E
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracdes
bioguimicas e da capacidade antioxidante total (CAT) em cavalos de
polo, e o efeito da suplementag&o de selénio (Se) e vitamina E (Vit-E)
sobre esses parametros. Dezesseis equinos aleatoriamente divididos
em dois grupos, GE/Se (suplementados com Vit-E e Se) e GC (grupo
controle), participaram de um jogo de polo com quatro periodos
(chukkas) de 7 minutos. Cada cavalo competiu em dois chukkas,
com 7minutos de intervalo. Amostras de sangue foram colhidas
15min antes do jogo (basal), ao final do 1° e 2° chukkas e 24h, 48h e
72h apo6s o término da competicdo. Foram analisadas as atividades
séricas da aspartato aminotrasferase (AST) , creatinoquinase (CK) e
lactato desidrogenase (LDH), a glicemia e lactatemia e a capacidade
antioxidante total (CAT). Os valores de aspartato aminotrasferase,
creatinoquinase e lactato desidrogenase n&o apresentaram
diferengas significativas entre o GE/Se e o GC. A atividade de
AST e LDH aumentou significativamente em relagdo ao valor
basal (P=0,097) e (P=0,0002), respectivamente, e permaneceram
elevadas por mais tempo no GC. A CK n&o apresentou variagdes
significativas em relagdo ao basal em ambos os grupos. A lactatemia
aumentou significativamente ap6s cada chukka, comparada ao basal
e foi maior no GC que no GE/Se apds o primeiro chukka (P<0,05).
A CAT foi significativamente menor (P=2,90%) ap6s o primeiro
chukka, retornando aos valores basais ap6s 24 horas, porém sem
diferenga entre os grupos. Conclui-se que a suplementacdo com
vit-E e Se ndo influencia nos parametros avaliados. O exercicio
alterou o perfil bioquimico e a CAT sem causar lesdes, sugerindo
um bom condicionamento fisico e adequada protegdo antioxidante
nos animais estudados.

Palavras-chave: antioxidantes, equino, polo.
ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the biochemical
and the total antioxidant capacity (TAC) on polo horses, and the

effect of selenium (Se) and vitamin E (vit-E) on these parameters.
Sixteen horses were randomly divided into two groups, GE/
Se (supplemented with vit-E and Se) and GC (control group)
participated in a game of polo with four periods (chukkas) of
7min. Each horse has competed in two chukkas, with an interval
of 7 min. Blood samples were collected 15min. before the game
(baseline), at the end of the 1% and 2" chukkas and 24h, 48h
and 72h after the competition. Were analyzed the serum activity
of aspartate aminotrasferase (AST), creatine kinase (CK) and
lactate dehydrogenase (LDH), blood glucose and blood lactate
concentration and total antioxidant capacity (TAC). There was
no significant difference between GE/Se and GC to AST, CK
and LDH. The activity of AST and LDH increased significantly
compared to the baseline value, (P=0.097) and (P=0.0002),
respectively, and remain elevated for more time in GC. CK didnt
change significantly in relation to baseline in both groups. The
blood lactate was significantly higger after each chukka than
in baseline, but dont heve significant difference between GE/Se
and CG. The CAT decreased significantly (P=2.90%) after the
first chukka, returning to baseline in 24 hours, but there was no
difference between groups. It is concluded that supplementation
with vit-E and Se had no influence on the parameters evaluated.
The exercise changed the biochemical profile and the TAC without
causing injuries, suggesting a good conditioning and adequate
antioxidant protection.

Key words: antioxidants, equine, polo.

INTRODUCAO

O estresse oxidativo (EO) ocorre quando
existe uma maior agdo dos agentes oxidantes frente aos
antioxidantes (DEATON & MARLIN, 2003). Fatores
como dieta, idade, ingestdo de farmacos, poluicdo,
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umidade relativa e temperatura ambiente improprios
podem favorecer a ocorréncia de EO (LIU etal., 2000).
Essa situacdo traduz-se na incapacidade de impedir ou
reparar os danos provocados por espécies reativas de
oxigénio (ERO) sobre as estruturas celulares, mesmo
em repouso (MOTA et al., 2004). Aumentos do EO
ocorrem devido a elevagdo das EROs, pela reducgao
da capacidade antioxidante ou pela conjungao desses
fatores (DEATON & MARLIN, 2003).

O exercicio fisico induz a diversas
adaptacdes fisiologicas e bioquimicas ao cavalo. O
incremento do metabolismo e captacdo de oxigénio
pode induzirao EO. O alto consumo de oxigénio durante
esforgo extenuante promove vantagens metabolicas
na producdo de energia, mas favorece a ocorréncia
de EO nas células musculares (HARGREAVES et al.
2002). O consumo de oxigénio durante o exercicio
pode aumentar 10 a 20 vezes no homem e 30 vezes no
cavalo. Isso faz do cavalo 6timo modelo para se estudar
o EO (WILLIAMS, 2003). Os oxidantes sdo capazes
de lesar DNA, lipideos e proteinas, porém, existem
sistemas complexos de antioxidantes enzimaticos e
nao enzimaticos para proteger o organismo contra
o EO. Os principais antioxidantes ndo enzimaticos
sdo vitamina C, vitamina E, glutationa e 4cido urico
(FERREIRA et al., 2008).

Cavalos de polo, além do esforco
metabodlico desenvolvido durante as arrancadas, estio
sujeitos a lesdes decorrentes das mudangas bruscas
de dire¢do e velocidade. Essas particularidades
podem expor esses animais a situagdes de estresse
que favoreceriam a ocorréncia de EO. A proposta
deste trabalho ¢ avaliar as alteragcdes bioquimicas e
oxidativas induzidas pelo exercicio em cavalos de
polo e o efeito da suplementagdo com Vit-E e Se.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 16 equinos, clinicamente
sadios, 11 machos castrados e cinco fémeas,
membros da equipe de polo do 2° RCG, Regimento
Andrade Neves - Exército Brasileiro, Rio de Janeiro/
RJ, mesticos, com idade média de 7,3+2,3 anos,
peso médio de 446+15kg, escore corporal entre
4,5 ¢ 5,0 (HENNEKE et al., 1983), estabulados em
baias individuais, exercitados seis dias por semana e
alimentados com 5kg dia! de ragdo concentrada, 4kg
dia! de feno de Coast-cross e 30g de mistura mineral®
(12U1 dia! de vit-E e 0,36mg dia! de Se ).

O estudo foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado com dois tratamentos
(tratado e controle) e oito repeticdes. O grupo tratado
(GE/Se) recebeu suplementagdo oral com 20mL de

suplemento com vit-E e Se°® (2300UI dia™!' de vit-E e
0,56mg dia! de Se), por 20 dias antes do experimento,
conforme recomendacdo do fabricante para cavalos
com peso entre 400 e 500kg; e GC (grupo controle).
Os grupos participaram de um jogo de polo que
consistiu em quatro periodos (chukkas) de 7 minutos.
Cada cavalo competiu em dois chukkas, com intervalo
de 7 minutos. Apos cada chukka, os animais foram
examinados clinicamente, quando se observaram, a
inspecdo, sinais de claudicagdo; a palpacdo, sinais
de lesdes musculares ou lombares; e avaliados os
parametros vitais: coloragao de mucosas, por inspe¢ao;
o tempo de preenchimento capilar, por compressao
digital, seguida de observacao do tempo em segundos
de reestabelecimento da vascularizagdo; o turgor
cutaneo, determinado por palpagdo; a temperatura
retal foi aferida por termémetro digital; frequéncia
cardiaca, frequéncia respiratoria, murmurio vesicular
e motilidade intestinal, por auscultacao.

As coletas de sangue foram realizada em
seis momentos: M1 - 15min antes do inicio da prova,
com os animais j& encilhados; M2 e M3 colhidos
ap6s cada chukka; M4, M5 e M6, colhidos 24, 48 ¢
72 horas, apds o inicio da prova, respectivamente. As
amostras de sangue foram colhidas por puncao da veia
jugular, com tubos para coleta de sangue a vaculo®
de 4mL, contendo ou ndo anticoagulante (EDTA,
heparina ou fluoreto de sodio + EDTA). As amostras
foram resfriadas em recipiente isotérmico com gelo
seco. Em seguida, foram centrifugadas (5000rpm
3min") para obtencdo de soro e plasma, e novamente
resfriadas e armazenadas em freezer -20°C. Amostras
de sangue colhidas com fluoreto de sdédio, foram
empregadas na determinacdo das concentracdes
plasmaticas de lactato, segundo metodologia descrita
por KOBAYASHI (2007). Amostras com EDTA
foram utilizadas para a determina¢do do hemograma
completo em contador automatico de células
sanguineas? e a concentragio de proteinas plasmaticas
totais por refratometria. A glicemia plasmatica foi
determinada a partir das amostras contendo fluoreto de
s6dio + EDTA, empregando-se kit comercial® (método
enzimatico colorimétrico). Nas amostras de soro,
foram realizadas as determinagdes das concentracdes
de creatinina (método de ponto final), atividade sérica
das enzimas AST, LDH e CK (método cinético) em
analisador bioquimico automatizado’. Para avaliagdo
da capacidade antioxidante total (CAT), parametro
que representa o resultado das interagdes entre cada
um dos componentes antioxidantes do soro, foram
utilizadas amostras de plasma, armazenadas em
freezer -80°C, até o momento da analise, através
de kit comercial2, conforme as recomendagdes do
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fabricante. As leituras foram efetuadas em leitor de
microplacas® a 405nm.

Os dados foram analisados quanto a
distribui¢do normal pelo teste Shapiro-Wilk. Em
seguida, foram submetidos ao teste Anova para
medidas repetidas (RM-ANOVA). No pos-teste, para
comparagao multipla de médias, foi aplicado o teste
de Bonferroni, com 95% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foram observadas altera¢des clinicas
significativas nas avali¢des realizadas e os resultados
foram condizentes com o nivel de condicionamento
dos animais. A dose de vit-E empregada foi cerca de
tr€s vezes maior que o nivel recomendado: 80UT kg!
(NRC 1989). SICILIANO et al. (1997) observaram
efeito protetor da vit-E com dose de 300UI kg MS.
Para um consumo de 2% PV, um cavalo de 450kg
recebeu 2700U1 dia! de vit-E, dose empregada neste
experimento, porém, os efeitos da vit-E s6 foram
evidenciados a partir de 30 dias de suplementagao.
DUBERSTEIN (2009) administrou 3000UI dia™!, por
8 semanas, e concluiu que a vit-E pode minimizar os
efeitos do EO. No Brasil, doses de 1000UI dia! durante
15 dias (YONEZAWA, 2010) e 2500UI dia™ por 35
dias (DIAS et al., 2009) nao evidenciaram efeitos da
suplementagdo de vit-E.

A necessidade didria de Se para cavalos
adultos ¢ estimada em 0,1mg kg' MS (NRC 1989).
A dose utilizada neste estudo foi de 3,75mg animal’!
dia', cerca de quatro vezes a necessidade para
um consumo de 9kg dia! de MS e dose similar a
empregada por RICHARDSON et al. (2006). Outros
autores relataram o aumento da atividade da enzima
glutationa peroxidase (GSx) apo6s 30 dias de adigdo
de Se (MOORE & KOHN, 1991). Cavalos com
deficiéncia de Se, dependendo da taxa de renovacao de
eritrocitos, apresentaram elevagdo de GSx 30 a 60 dias
apos o inicio da suplementacdo (ARAYA et al., 2004).

Lisina e magnésio presentes no suplemento
nao influenciam em adultos e nos pardmetros
estudados neste experimento (VAN DEN HOVEN et
al., 2011; RICH & BREUER, 2002).

A andlise conjunta da atividade sérica das
enzimas musclares permitiu monitorar a ocorréncia
de dano muscular. Neste estudo, verificamos elevagao
significativa apds o exercicio em relagdo ao basal da
atividade sérica das enzimas AST (P=0,0097) apenas
no grupo controle e LDH (P=0,0002) em ambos os
grupos. Os valores de AST retornaram aos niveis
basais as 24h e a LDH permaneceu com valores
elevados até 48h (Tabela 1). Nao houve diferenca

significativa entre os grupos, para ambas as enzimas
(P=0,3517 para AST e P=0,5383 para LDH). O pico da
atividade sérica de AST foi de 273,9UI L', observado
apos o segundo tempo de jogo no grupo suplementado
e 254,7UI L' no grupo controle. DIAS et al. (2009)
descreveram que cavalos de salto suplementados
com vitamina E e selénio apresentaram valores de
AST significativamente maiores nos animais nao
suplementados, e retorno aos valores basais seis
horas ap6s o exercicio. O mesmo comportamento foi
observado neste estudo, com valores maiores no grupo
suplementado, porém sem diferenga significativa em
relagdo ao controle. SICILIANO et al. (1997) relatam
o pico de AST ocorrendo 6 a 24h apds o exercicio, e
retorno aos niveis basais 72h apos o exercicio. Neste
estudo, observamos valores maximos logo apds o
primeiro tempo de jogo no grupo controle e apds o
segundo tempo de jogo no grupo suplementado. Em
ambos 0s grupos, o retorno aos niveis basais ocorreu
72h apods o exercicio, assemelhando-se ao relatado
por SICILTANO et al. (1997).

Em relagdo a atividade sérica de LDH,
o pico de atividade ocorreu apds o segundo tempo
de jogo para o GE/Se (471,3mg dL"), enquanto
que, para o GC, o pico ocorreu 24h apods o jogo
(433,2U1 L) (Tabela 1). Valores inferiores a 350U1
L' sdo considerados normais para cavalos em
treinamento (CORREA et al., 2010), como observado
neste trabalho 72h apos o jogo. DIAS et al. (2009)
observaram, em cavalos de salto, indices inferiores
aos deste trabalho, com a tendéncia de recuperacdo
mais rapida dos animais suplementados com vit-E e
Se, que 0 GC, semelhante ao observado neste trabalho.
Ja THOMASSIAN et al. (2007) avaliaram equinos
submetidos ao teste padrao de exercicio progressivo
em esteira e observaram picos de até 634,8UI L.

A atividade sérica da CK ndo apresentou
variagdes significativas no periodo avaliado
(P=0,3023), com valores basais de 230,3UI L para
0 GE/Se e 196,5UI L' para o GC; e picos de 302,2U1
L as 24h para o GE/Se e 295,8UI L para o GC. Os
valores da CK para animais em repouso foram maiores
que os citados por FRANCINATO et al. (2006);
KOWALetal. (2006); DIAS etal. (2009); CAIADO et
al. (2011); e MICHIMA et al. (2011), possivelmente,
devido a rotina diaria de treinamento desses equinos.
Tais resultados foram semelhantes aos observados
por RIBEIRO et al. (2004) ¢ THOMASSIAN et
al. (2007). Nesses estudos, os autores relataram
valores de 88 a 362UI L' apds a atividade fisica.
VOLFINGER et al. (1994) calcularam a magnitude
da lesdo muscular em cavalos, baseada na CK
liberada do musculo esquelético, e concluiram que
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Tabela 1 - Pardmetros bioquimicos expressos em médias + desvios-padrdo em equinos de polo antes do jogo (Zero), apds o primeiro e
segundo tempos (1° T e 2° T), e 24h, 48h e 72h apos o jogo, nos grupos suplementados com vitamina E e selénio (GE/Se, n=8) e

controle (GC, n=8).

Momentos de coleta

Parametros  Grupos Zero 1°T 2°T 24h 48h 72h
AST GE/Se  243,9+48,7a 272,1 £26,2a  273,9+27,0a  251,0+462a 251,3 £35,7a 230,7+49,4a
(UILY GC 211,9+46,7 a 254,7 £36,6b  250,8+30,8b  236,6+23,3ab 247,1+ 389ab 219,3+39,3ab
LDH GE/Se  341,8+98,6a 409,5 £55,7b  471,3+£753b  4253+72,0ab  396,7+ 66,3 a 3292+51,4a
(UIL™ GC 308,8+1159a 382,0+1355b 382,6+485b  4332+61,3b 380,8+ 81,1b 297,8+85,8a
CK GE/Se  230,3+472a 238,0+281,9a 240,0+532a  302,2+40,7a 170,5+ 51,0a 1892+532a
(UIL™Y) GC 196,5+246,1a 2093 £725a 221,5+474 a 2103+ 842 a 295.8+219,0a 288.2+532a
Glicose GE/Se  89,5+45a 83,8 £10,5a 89,0+42a 83,5+89a 85,7 £9,7a 93,3+53a
(mg dL™) GC 953+144a 98,8+109 a 956+79a 86,3+5,5a 90,0 £5,8a 93.0+74a
Lactato GE/Se 0,7+0,1a 45+19b 6,0+29b 0,5+0,2a 0,5+0,2a 0,5+0,1a
(mmol L")  GC 0,6+02a 82+42b 6,5+38¢c 0,6 +0,1 a 0,7+0,2a 0,5+0,1a
CAT GE/Se 664,9+169a 629,4 £21,6b 634,3+143Db 660,5 + 15,3ac 656,5 +20,8 bc 673,3+23,0d
(mmol L")  GC 6652+ 14,0ac 6350 £156b 6446+ 18b 6582+19,7¢ 654,4 £ 19,5bc 676,1+189d

Médias e desvios-padrao seguidas das mesmas letras nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si. Médias e desvios-padrdo seguidos das
mesmas letras maiusculas na coluna ou sem elas ndo diferem estatisticamente entre si, a=0,05. Zero = momento 15min antes do inicio do
exercicio. AST=aspartato aminotrasnferase; LDH=lactato desidrogenase; CK=criatinoquinase; CAT=capacidade antioxidante total.

somente valores maiores que 10.000UI L' refletiriam
lesdo significante. A suplementacdo com Vit-E e
selénio ndo influenciou significativamente nesses
indicadores. Outros autores obtiveram resultados
semelhantes para equinos submetidos a exercicios
de alta atividade e curta duragdo (SICILIANO et al.,
1997; DIAS et al., 2009).

Os valores de glicemia ndo evidenciaram
diferencas significativas entre 0os grupos, ou nos
momentos avaliados (Tabela 1). Ja, o pico de
lactatemia foi de 7,1mmol L' no GC ap6s o primeiro
chukka, enquanto, no GE/Se, foi de 6,5mmol L
somente apds o segundo chukka, contudo ndo houve
diferenca significativa entre os grupos (P=0,2571). As
alteragdes observadas em relagdo ao repouso foram
significativas (P=0,0002). Em ambos os grupos, o
retorno aos valores semelhantes ao basal ocorreu 24h
apos a partida. Esses resultados foram semelhantes
aos descritos por HARKINS et al. (1993) e ZOBBA
et al. (2011) em cavalos de polo e evidenciam a alta
intensidade do trabalho executado. Valores maiores
que 4mmol L' indicam um esforgo de alta intensidade
e valores entre 2,5 e 4mmol L' indicam esforgo de
intensidade moderada (SANTOS, 2006).

Observou-se reducdo significativa
(P=2.90%) da CAT de 664,9mmol L' (GE/
Se) e 665,2mmol L' (GC) antes do jogo para
629,4+21,6mmol L' (GE/Se) ¢ 635,0£15,6mmol
L' (GC) apos os chukkas, retornando a valores
semelhantes ao basal as 24h e superando esses

valores as 72h (673,3£23,0mmol L' no GE/Se e
676,1+18,9mmol L' no GC). Nao foi observada
diferenca entre os grupos GE/Se e GC (Tabela 1).

A CAT no soro ¢ o resultado das interagdes
entre cada um dos componentes antioxidantes do soro.
Essa interacdo pode proporcionar maior protecao
contra os radicais livres do que qualquer antioxidante
isoladamente (WAYNER et al. 1987). Antioxidantes
relevantes sdo classificados em dois grupos: de
prevencao, que impedem o inicio das reacdes em
cadeia das ERO (Superoxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase, transferina, ceruloplasmina e
albumina) e os de interseptacdo, que podem prender
os radicais livres diretamente, interrompendo assim
reacdes em cadeia de propagacgdo (glutationa, acido
urico, acido ascorbico, o-tocoferol, carotenoides)
(FERREIRA et al., 2008).

Estudos sobre a CAT em equinos sdo
ainda restritos. EL-DEEB & EL-BAHR (2010)
relataram reducio da CAT em cavalos Arabes,
acometidos por rabdomiolise (0,23+0,12nmol L)
contra (0,534+0,39nmol L") em cavalos higidos.
EL-ASHKER (2011a) verificou valores de CAT
de 0,79+0,05nmol L' para cavalos higidos,
0,7240,04nmol L' para cavalos com rabdomidlise
moderada e 0,27+0,04nmol L' com rabdomiolise
severa. EI-ASHKER (2011b) relatou que cavalos
arabes de tragdo que morreram em decorréncia da
rabdomidlise apresentaram CAT de 0,27+0,04nmol
L. Os valores de CAT obtidos neste trabalho foram
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semelhantes aos relatados para cavalos higidos (EL-
DEEB & EL-BAHR, 2010; EI-ASHKER, 2011-a e
EI-ASHKER 2011b). O comportamento observado
de reducdo da CAT apds o exercicio e retorno aos
valores normais apos o repouso foi relatado também
por BALOGH et al. (2001), quando observaram
0,73+0,04nmol L' antes do exercicio, 0,34+0,02mmol
L' apo6s o exercicio e 0,5340,24, 24h apos o exercicio.
Essa reducdao se deve a um possivel consumo dos
agentes antioxidantes durante o exercicio.

CONCLUSAO

O exercicio promoveu alteragdes bio-
quimicas e antioxidativas em cavalos submetidos a
partida de polo e a suplementagdo com vitamina E e
selénio ndo contribuiu para alterar esses parametros.
O condicionamento fisico dos animais estudados foi
adequado para o esforco exigido em um jogo de polo.
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e - Kit para determinagdo de Lactato - Katal Biotecnologica Ind.
e Com. Ltda.

f- BR.A15: Biosystems.

¢ - Antioxidant Assay Kit - SIGMA — referéncia CS0790.

h - Thermo Plate modelo TP Reader.

COMITE DE ETICA

Protocolo 161/11 - UFRRI.
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