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Introducéo

A presenca de oxigénio é fundamental para o funcionamento celular, e durante o
exercicio, é comum a absorcao de oxigénio pela respiracdo celular e mitocondrial. Contudo, em
excesso pode provocar alteragdes nos parametros bioguimicos do organismo e desregular a
homeostase, gerando um desequilibrio redox e aumentando a producdo de radicais livres e
espécies reativas de oxigénio (EROs). Esse estresse, em resposta ao desajuste no sistema redox,
leva ao acumulo dessas EROs e espécies radicalares como superoxido (O2'7), perdxido de
hidrogénio (H205), 6xido nitrico (NO") e radical hidroxila (HO"), que se tornam os principais
responsaveis por interrupcdes na sinalizacdo redox e danos as biomoléculas (KERKSICK &
WILLOUGHBY, 2005; FERNANDES et al., 2012; CARVALHO et al., 2022; MINAMI, 2011;
SIES et al., 2017).

Durante o exercicio, ha um aumento no fluxo de oxigénio para os musculos esqueléticos,
essenciais para a producdo de energia. Em exercicios extenuantes, a producdo de EROs pode
exceder a capacidade antioxidante do corpo, causando estresse oxidativo. Esse processo,
chamado de eustress em niveis moderados, pode se tornar distress quando sob sobrecarga,
levando a danos celulares e inflamacéo (KINNUNEN et al., 2005).

Na vaquejada, esporte tradicionalmente praticado no Nordeste do Brasil, destaca-se a
raca de cavalos Quarto de Milha, conhecida por sua capacidade de realizar largadas rapidas e
alcancar altas velocidades em curtas distancias. Essa raca é amplamente empregada em diversas
modalidades além da vaquejada, como laco, rédeas e trés tambores. Entretanto, essa atividade
fisica intensa realizada nas competi¢cGes aumentam significativamente os niveis de EROs nos
equinos atletas, resultando em maior peroxidacéo lipidica das membranas celulares, danos as
proteinas e acidos nucleicos, além do incremento dos processos inflamatorios nos animais
(LOPES, 2009; KINNUNEN et al., 2005; SOUSA et al., 2018; CARVALHO et al., 2022).

Atualmente com o aumento da popularidade do esporte e alteracBes na legislacéo,
ocorreram mudancas significativas na pratica do esporte, resultando em melhorias nas
condigdes das competicdes, principalmente no quesito bem-estar animal, exigindo melhora na
performance dos animais que, frequentemente sofrem danos no sistema imunoldgico,
inflamatorio e redox relacionados ao exercicio intenso e prolongado. E uma maneira eficaz de
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avaliar o estresse oxidativo, defesa antioxidante e inflamacdo nesses atletas é através da
mensuracao dos biomarcadores séricos, podendo monitorar a satide, manter os equinos em alto
rendimento e performance, bem como prolongar sua vida atlética (LOPES, 2009; COELHO,
2011; LAMPRECHT & WILLIAMS, 2012).

Portanto, no presente trabalho, objetiva-se avaliar a presencga de estresse oxidativo e
dano muscular em equinos atletas de vaquejada e animais nao atletas.

Material e Métodos

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica de Uso de Animais
(CEUA-UFAL sob protocolo n° 01/2024). Selecionaram-se 70 equinos Quarto de Milha, sendo
60 animais atletas (GA) e 10 ndo atletas formando o controle (GC). Para participar do estudo,
os cavalos precisavam ter entre 4-8 anos, pesar 350-550 kg, serem saudaveis e avaliados na
escala de bem-estar da UFAL. Animais com doencga recente, uso de anti-inflamatorios,
gestantes ou lactantes foram excluidos. Todos os tutores assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

O sangue foi coletado por contencdo fisica, por venopuncado da veia jugular, feita com
Vacutainer® e agulhas 25x8. O sangue foi dividido em tubos com EDTA para analises de
estresse oxidativo e inflamacdo, e tubo com gel separador para analises bioquimicas. As
amostras foram armazenadas em caixa térmica e enviadas ao laboratério. O sangue com EDTA
foi centrifugado a 4000 rpm, 4 °C, por 10 minutos e o plasma foi transferido para microtubos e
armazenado a -80 °C para posterior analise. Os tubos com ativador de coagulo foram
centrifugados a 4000 rpm, por cinco minutos e retirado o soro para a analise bioquimica (CK).

Os niveis de malondialdeido (MDA) foram medidos por HPLC com detec¢do UV a 270
nm, usando coluna C18 e fase mdvel de acetonitrila e tampéo Trizma (pH 7,4) (1:9) conforme
Tatum et al. (1990). As amostras, preparadas com plasma, tampéo Trizma, BHT e acetonitrila,
foram centrifugadas a 3.500 rpm por 10 min a 4 °C, filtradas (0,22 um) e 20 uL injetadas no
HPLC.

A concentracdo de H20: foi determinada por método colorimétrico adaptado de Pick e
Keisari (1980), baseado na oxidacao do vermelho de fenol pelo H-0., mediada pela peroxidase
de rabanete, com leitura a 610 nm e resultados expressos em nmol/mL.

A mensuracdo da creatinaquinase (CK) foi feita por testes bioguimicos automatizados,
usando ensaios colorimétricos pelo método cinético (MAIA et al., 2020). Os resultados, em
unidades por litro (U/L), sdo essenciais para avaliar o dano muscular no contexto clinico .

Para Catalase, as analises do desequilibrio redox foram realizadas por
espectrofotometria e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), onde foi determinada
pelo método adaptado de Aebi (1974) a L = 374 nm, com resultados expressos em U de
CAT/min.
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A mensuracdo da atividade da Mieloperoxidase (MPQO) foi realizada por meio da
adaptacao do método proposto por Bradley et al. (1982), em um A = 460 nm, marcador ligado
diretamente a atividade inflamatéria. Uma unidade de MPO é definida como a quantidade de
H20: (umol) decomposta por min e expressos em U/uL de plasma.

A comparacao entre grupos foi feita pelo teste t para amostras independentes apos
analise de variancia pelo teste de Levene (dados com distribuicdo normal) ou teste Mann-
Whitney (distribuicdo ndo normal pelo teste de Shapiro-Wilk). A significAncia foi assumida
quando p < 0,05.

Resultados e Discusséo

Neste estudo, verificou-se as médias de MDA no grupo atleta (GA) e controle (GC)
foram 2,95+ 1,60 ug/ulL.102¢ 0,18 0,21 ng/ulL.1073, respectivamente, como mostra a Tabela
1. Observou-se aumento significativo de MDA (p = 0,000) no sangue do GA em comparagao
ao GC. Esses valores foram menores que 0s 1,17 (0,76-2,66) pmol/L encontrados por Fernandes
et al. (2012) em cavalos de trote, possivelmente devido a diferencas amostrais e caracteristicas
especificas dos cavalos Quarto de Milha e do esporte. Os resultados sugerem que os atletas tém
maior desbalanco redox, com reducé@o dos mecanismos antioxidantes e aumento da peroxidacéo
lipidica.

Tabela 1. Média e desvio padréo dos marcadores de estresse oxidativo/inflamacdo e lesdo muscular
em equinos da raca quarto de milha atletas de vaquejada e nédo atletas.

Grupo Atleta Grupo Controle
Média DP Média DP p
CAT (UCAT/min) 10 2,2 15,3 6,2 0,026
MPO (UMPO/mL) 10,3 2,5 16,2 1,8 <0,001
MDA (ug/uL x 10 -3%) 2,95 1,6 0,18 0,21 <0,001
H202 (WM H202/mL) 57,4 31,1 63 36,4 0,656
CK (U/L) 285 190 126 86 0,003

Legenda: CK: creatina quinase; MDA: malonaldeido; H,0,: peréxido de hidrogénio; CAT: catalase;
MPO: mieloperoxidase. * teste de Mann-Whitney.

Comparando esses achados com os dados de Yamazaki et al. (2015), que relataram
niveis de CK, observadas na tabela 1, de 231 + 74,0 U/L em cavalos em repouso, e valores de
290 + 83,0 U/L imediatamente apds a corrida, observa-se que 0s niveis de CK no GA 285 +
190 U/L, comparados com valores de 126 + 86 do GC (p= 0,003), onde estdo dentro da faixa
esperada para situacdes de estresse fisico elevado. Além disso, Yamazaki et al. (2015)
documentou que os niveis de CK aumentaram ainda mais uma hora apos a corrida, atingindo
306 £ 71,0 U/L, e continuaram a subir até 385 + 142 U/L trés horas apds o exercicio, antes de



R 632 Congresso Brasileiro de Quimica
‘¥ B) 05 a 08 de novembro de 2024
= Salvador - BA

retornar a 228 + 77,0 U/L ap0s 24 horas. Esses dados sugerem que o dano muscular induzido
pelo exercicio € um processo dindmico, com elevacdes transitdrias nos niveis de CK que
indicam estresse muscular seguido por uma recupera¢do gradual, também descritos por Tidball
(2005) e Brancaccio et al., (2010). Isso corrobora a observagdo de que, apesar do aumento
inicial de CK, a integridade da membrana muscular tende a ser restaurada, sem evolugéo para
necrose do tecido isquémico. Dessa forma, os niveis de CK observados no GA sdo consistentes
com um quadro de estresse muscular agudo, mas transitorio, semelhante ao descrito na
literatura.

O oxigénio singleto € um radicalar que proporciona a formacdo de dois elétrons
desemparelhados, que serda um dos causadores de danos infligidos pelos fagdcitos aos seus
alvos, e que também sdo produzidos por meio da reacdo entre o perdxido de hidrogénio e um
halogénio oxidado descritos por Steinbeck et al., (1992) e Bernard, (2000). Além disso, de
acordo com Frenket e Chrzan (1987), os mecanismos de dano ao DNA induzidos por ERO’s
podem ser avaliados por meio da quantificagdo dos niveis de H20O2, que atua como um mediador
chave na sinalizacdo celular. Dessa forma, o H2O: ndo apenas contribui para o estresse
oxidativo, mas também desempenha um papel fundamental na modulacdo de vias de
sinalizacdo, uma vez que Deaton et al. (2004) explicam que essa modulacdo pode levar a
resposta ao dano no DNA e das vias aéreas, influenciando processos como reparo celular,
apoptose e inflamacdo por meio da peroxidacdo lipidica (OLSZEWSKI & LABER, 1993;
BROSSI, 2014).

Diante disso, os valores de peroxido de hidrogénio apresentados na Tabela 1, obtidos
neste estudo, permitiram avaliar os niveis de inflamacéo associados ao estresse oxidativo em
equinos. Os grupos GA e GC apresentaram, respectivamente, 57,4 £ 31 e 63,0 £ 36,4 U/L (p =
0,656). Esses resultados sugerem que, apesar das varia¢des individuais, a exposi¢ao ao oxigénio
pode desempenhar um papel significativo nos danos inflamatdrios causados pelos fagdcitos aos
tecidos. 1sso pode contribuir para uma inflamacéo mais pronunciada nas vias aéreas, conforme
descrito na literatura (FRENKET & CHRZAN, 1987; BERNARD, 2000; DEATON et al.,
2004). Assim, apesar das pesquisas sobre H20. fornecam informagdes valiosas sobre o quadro
inflamatorio e os danos celulares associados ao estresse oxidativo, sua mensuracgao ainda nao é
amplamente padronizada, e ha uma falta de consenso nas metodologias utilizadas. As
investigacbes sobre o assunto sdo limitadas, e o0s métodos de avaliagdo variam
consideravelmente entre os estudos.

Em relacdo a catalase (CAT), observou-se que os equinos atletas apresentaram uma
média/mediana de 10,0 UCAT/min com DP/IIQ de 2,2, enquanto o grupo controle apresentou
uma média/mediana de 15,3 UCAT/min com DP/IIQ de 6,2, sendo essa diferenca
estatisticamente significativa (p = 0,026). Isso sugere que 0s equinos atletas, submetidos a
maior estresse oxidativo, possuem uma capacidade antioxidante reduzida, possivelmente
devido ao consumo excessivo de catalase para neutralizar as espécies reativas de oxigénio
geradas durante a atividade fisica intensa (OTT et al., 2022).

Quanto a mieloperoxidase (MPO), a média/mediana foi de 10,3 UMPO.mL no grupo
atleta, com DP/IIQ de 2,5, enquanto no grupo controle foi de 16,2 UMPO.mL com DP/11Q de
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1,8, com uma diferenca altamente significativa (p = 0,000). A reducédo na atividade de MPO
nos atletas pode indicar uma adaptacdo ao estresse oxidativo, modulando a resposta
inflamatdria para evitar danos excessivos aos tecidos durante o exercicio (BALOGH et al.,
2001).

A creatina quinase (CK) apresentou valores de 285 U/L no grupo atleta, com DP/IIQ de
190, e de 126 U/L no grupo controle, com DP/1IQ de 86, também com diferenca significativa
(p = 0,003). Esse aumento nos niveis de CK nos atletas sugere maior dano muscular, comum
em atividades fisicas intensas como a vaquejada, onde microlesdes musculares sdo frequentes.

Tabela 2: Correlacdes entre marcadores de estresse oxidativo/inflamacao de equinos de

vaquejada.
CK (U/L)

r 0,209
MDA ug/uL x 10

p 0,083

r -0,048

H202 (nM HzOzlmL)

p 0,691

r -0,124
CAT (UCAT/min)

p 0,307

r -0,014
MPO (UMPO/mL)

p 0,91

Legenda: CK: creatina quinase; MDA: malonaldeido; H,0,: perdxido de hidrogénio; CAT:
catalase; MPO: mieloperoxidase.

A correlagdo positiva na Tabela 2 indica uma tendéncia em que niveis mais altos de CK
se associam a niveis elevados de MDA. Segundo Marafidn et al. (2008) e Rodrigues (2013),
isso pode ocorrer devido ao aumento da liberagdo de MDA causada por lesdes na membrana
celular. No entanto, essa relacdo é muito fraca e ndo significativa, sugerindo uma conexao
minima e inconsistente. Fatores como variabilidade individual ou a natureza da relacéo entre
esses marcadores podem explicar essa inconsisténcia, indicando a necessidade de parametros
mais adequados para validacdo (MOURA et al., 2007; SPINDOLA, 2017).

Os valores de peroxido de hidrogénio e CK na tabela 2 indicam uma correlagdo negativa
muito fraca, sugerindo que niveis mais altos de CK podem estar relacionados a niveis mais
baixos de H20:, porém, essa relagdo ndo ¢ estatisticamente significativa. Spindola (2017)
também encontrou uma correlacdo negativa fraca entre a enzima no soro e na saliva. Esses
achados sugerem que a atividade inflamatoria pode elevar proteinas de fase aguda e que a
peroxidacgdo lipidica se relaciona com a lesdo hepatica. Entretanto, as correla¢Ges fracas ndo
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permitem estabelecer uma relagdo causal clara. Mcmeniman e Hintz (1992) também
observaram uma correlacdo negativa entre niveis de vitamina E e lipoperoxidacédo, destacando
a prevencéo do estresse oxidativo.

Portanto, este estudo demonstrou que uma maior atividade inflamatoria esta associada
a um aumento na producdo de proteinas plasmaticas de fase aguda positiva em resposta ao
processo inflamatdrio, e que a elevacgédo da peroxidacao lipidica € proporcional ao grau de leséo
nas células hepaticas. Além disso, os resultados reforcam a complexidade das interagdes entre
estresse oxidativo, inflamacdo e biomarcadores, destacando a necessidade de pesquisas
adicionais para esclarecer essas relacdes de maneira mais aprofundada.

Conclusoes

Os dados demonstram que 0s equinos atletas apresentam maiores sinais de estresse
oxidativo e dano muscular em comparacdo ao grupo controle, evidenciando o impacto
fisiologico das competicOes de vaquejada sobre a satde dos equinos, especialmente no que se
refere ao estresse oxidativo e inflamacéo.

Este estudo apresenta resultados inéditos que destacam a importancia de considerar 0s
potenciais efeitos a longo prazo do desequilibrio redox em equinos atletas de vaquejada. O
estresse oxidativo identificado nos cavalos, pode ser exacerbado por treinamentos intensivos e
disputas frequentes, levando a um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio e a
uma resposta inflamatoria mais intensa. Isso pode impactar diretamente o desempenho
esportivo dos animais.

Dessa forma, torna-se essencial avaliar a dieta dos equinos, particularmente no que se
refere a necessidade de antioxidantes, com o objetivo de mitigar o desequilibrio redox e
alcancar niveis plasmaticos mais préximos da normalidade entre as competicdes. Este estudo
justifica a importancia de investir em pesquisas voltadas para a terapia antioxidante, visando
melhorar o desempenho, a salde e prolongar a vida atlética desses animais.

Portanto, esta pesquisa proporcionou uma compreensdo do nivel de estresse ao qual os
equinos de vaquejada estdo submetidos e sugeriu a necessidade de estratégias preventivas e
diagndsticas futuras para monitorar o desequilibrio redox, auxiliando na otimizagdo do
desempenho e na preservacao da salde dos animais.
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