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lho C.S. 2013. [Serum activity of muscular enzymes in mules after a 100 km endur-
ance exercise.] Atividade sérica das enzimas musculares em muares submetidos a prova
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The aim of this study was to evaluate the influence of an exercise of submaximal inten-
sity on serum concentrations of aspartate aminotransferase (AST), creatine kinase (CK)
and lactate dehydrogenase (LDH) in mules during endurance exercise in Espirito Santo,
Brazil. Serum samples were obtained from 20 mules in four different moments: at rest
(T0); after 54 km (T1); after 80 km (T2); and after 100 km (T3). Samples were analyzed
at Laboratorio Clinico Veterinario (CEMEVES). Serum AST analysis revealed mean values
of 341.7+73.9 Ul/L, 403.1+78.4 Ul/L, 410.5+70.5 UI/L and 426.5+66.7 Ul/L, respectively
at moments TO, T1, T2 and T3. LDH mean values recorded in TO, T1, T2 and T3 were, res-
pectively, 423.1+101.8 UI/L, 534.4+131.8 Ul/L, 628.5+100.6 UI/L and 823.4+273.2 UI/L.
Finally, when evaluating CK, median values recorded were 231.3 UI/L, 310.6 UI/L, 253.2
UI/L and 476.0 Ul/L, respectively on the moments TO, T1, T2 and T3. Results showed that
the physical exercise imposed leaded to significantly increase in serum AST and LDH and

did not change serum CK.

INDEX TERMS: Muscular enzymes, AST, CK, LDH, exercise, mules.

RESUMO.- O presente estudo teve por objetivo avaliar a
influéncia do exercicio fisico de intensidade submaxima
sobre as concentragoes séricas de aspartato aminotransfe-
rase (AST), creatinoquinase (CK) e lactato-desidrogenase
(LDH) em muares durante prova de enduro de 100 km
realizada no estado do Espirito Santo. Para tal foram ob-
tidas amostras de soro de 20 muares em trés momentos
assim definidos: no repouso (T0); apds 54 km de percurso
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(T1); ap6s 80 km de percurso (T2); e ap6s 100 km de per-
curso (T3). As referidas amostras foram encaminhadas ao
Laboratério Clinico Veterinario (CEMEVES) para processa-
mento. Na avaliagdo da atividade sérica de AST, os valores
médios registrados nos momentos T0, T1, T2 e T3 foram,
respectivamente, de 341,7+73,9 Ul/L, 403,1+78,4 UI/L,
410,5+70,5 Ul/L e 426,5+66,7 Ul/L. Na avaliacdo da ativi-
dade sérica da LDH, os valores médios registrados foram de
423,1+101,8 UI/L, 534,4+131,8 UI/L, 628,5£100,6 UI/L e
823,4+273,2 Ul/L, respectivamente, nos momentos TO0, T1,
T2 e T3. Por fim, na avaliacdo da atividade sérica da CK os
valores de mediana foram de 231,3 UI/L, 310,6 UI/L, 253,2
UI/L e 476,0 UI/L, respectivamente nos momentos TO, T1,
T2 e T3. A andlise dos resultados demonstrou que o exerci-
cio fisico imposto levou ao aumento significativo das ativi-
dades séricas de AST e LDH e nao alterou as concentragoes
séricas de CK.

TERMOS DE INDEXACAO: Enzimas musculares, AST, CK, LDH,
exercicio, muares.
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INTRODUCAO

Os muares sdo animais de grande popularidade no meio
rural e urbano devido a sua rusticidade e vigor fisico. Sdo
animais capazes de executar trabalho em diferentes tipos
de terrenos, com declive e aclive, e também se adéquam aos
diferentes tipos de clima presente no Brasil (De Oliveira
2004). Além de serem utilizados na lida diaria, também sdo
utilizados durante o lazer (Ribeiro et al. 2009).

Da mesma forma que os cavalos e os asininos, os mua-
res sdo utilizados como atletas em diversas provas, desta-
cando-se aquelas onde se avalia 0 andamento e as provas
de resisténcia, as cavalgadas. Nestas ultimas, os animais
sdo submetidos a exercicio de intensidade submaxima e
longa duracao (Ribeiro et al. 2004).

Nos ultimos anos, varias pesquisas vém sendo feitas
com o intuito de determinar a resposta organica frente ao
exercicio fisico imposto e seus resultados ajudam a avaliar
a performance atlética, bem como a diagnosticar lesdes
na musculatura esquelética nos animais tidos como mal
condicionados (Santos 2006). Em sua grande maioria, tais
pesquisas sdo realizadas com equinos (Martins et al. 2005,
Fransciscato et al. 2006, Gomide et al. 2006, Kowal et al.
2006, Pritchard et al. 2009). Ainda ha muita inconsisténcia
na literatura na tentativa de se estipular um valor de re-
feréncia para tais avaliagcdes, por conta das diferengas em
intensidade e duragdo do exercicio ao qual o animal esta
sendo submetido. Um dos fatores que dificulta ainda mais
a avaliacdo de muares é a falta de valores de referéncia,
sendo sempre comparados aos valores determinados para
equinos (Dugat et al. 2010).

A aspartato aminotransferase (AST) é a enzima que ca-
talisa a transaminac¢do de L-aspartato e alfa-cetoglutarato
em oxalacetato e glutamato, estando presente em quase
todos os tecidos, principalmente figado e musculaturas
esqueléticas e cardiaca. A enzima lactato desidrogenase
(LDH) catalisa a reacao reversivel de L-lactato para piru-
vato, encontrando-se presente em grande quantidade na
musculatura esquelética. A andlise da atividade sérica de
ambas ndo é especifica para fungdo muscular. A creatino-
quinase (CK) é uma enzima de alta especificidade para
lesdes musculares, encontrada principalmente no citosol
das células musculares (musculos esquelético e cardiaco)
(Valberg 2008).

Robinson (2003) citavalores para AST de 141-330 UI/L
e para CK de 2-147 UI/L em equinos da ra¢a Puro Sangue
Inglés (PSI). Também em equinos da raga PSI, no repouso,
VALBERG (2008) descreveu valores médios de 296,0+70,0
UI/L para a atividade de AST, de 12,9+5,2 UI/L para a ati-
vidade enzimatica de CK e de 252,0+63,0 UI/L para a ati-
vidade sérica de LDH. Balarin et al. (2005), que também
utilizaram PSI, obtiveram valores de 374,05+67,07 UI/L
para machos e 360,85+ 73,70 UI/L para fémeas. Francis-
cato et al. (2006) citaram valores médios de 209,67 UI/L
para AST e de 159,81 UI/L para CK em equinos da raga
Crioula em treinamento. Trabalho mais recente de Pri-
tchard et al. (2009) citou valores de AST sérico de 189-
456 UI/L e valores de 123-358 UI/L para CK sérico em
equinos.
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Geralmente, a determinacio sérica das atividades da
AST, CK e LDH é usada na avaliagdo dos efeitos do exercicio
fisico sobre a musculatura (Camara-Silva et al. 2007, Val-
berg 2008). Segundo Valberg (1996), a permeabilidade do
sarcolema aumenta durante o exercicio e as enzimas po-
dem escoar para o plasma, porém os resultados descritos
na literatura sdo controversos, com alguns autores citando
influéncia positiva (ou seja aumento dos valores sanguine-
os das referidas varidveis) ou a ndo interferéncia do exerci-
cio sobre estes constituintes sanguineos (Rose et al. 1980,
Freestone et al. 1991, Balarin et al. 2005, Kowal et al. 2006,
Padalino et al. 2007). Hodgson & Rose (1994) e Camara-
-Silva et al. (2007) ressaltam que as concentracgdes dessas
enzimas poderiam ainda ser influenciadas pela fase de
treinamento e pelo tipo de exercicio e Harris et al. (1998)
citam que, se a duracgdo do exercicio for mantido constante,
a intensidade do mesmo, ou seja, a velocidade imposta, de-
terminaria o aumento de suas concentragdes séricas.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia
do exercicio fisico sobre as enzimas musculares (AST, LDH
e CK séricos) em muares ao longo de uma cavalgada de 100
km, realizada no estado do Espirito Santo.

MATERIAL E METODOS

0 presente projeto foi aprovado pelo Conselho de Etica (CEUA,
UVV), sendo registrado sob o niimero 134 /2010. Foram utilizados
20 muares, pesando em média 410+40 kg, com idade variando
entre trés e dez anos (média de 5,5+2,8 anos de idade), conside-
rados clinicamente higidos, mediante exame clinico (exame fisico
e hemograma). Estes animais pertencem a criatorios localizados
em diferentes municipios do estado do Espirito Santo, Brasil. A
temperatura média local de 23°C e umidade relativa do ar de 78%,
tipicas de clima tropical de altitude (ameno).

Todos os animais foram submetidos ao mesmo tipo de manejo
alimentar e sanitario. A alimentagdo dos animais foi baseada nos
relatos de Ralston (1988), sendo fornecido feno de coast-cross
(Cynodon dactylon x Cynodon nlemfluensis) ad libitum e ragao
comercial (DoEqui TopQuality), com 12% de proteina bruta, a 1%
do peso corporal, divididos em trés vezes ao dia. A agua e sal mi-
neral foram fornecidos ad libitum.

Na presente pesquisa, os animais executaram 100 km de ca-
valgada no evento esportivo denominado Tropeada do Imigrante.
No primeiro dia, os animais foram montados as 5h:00, saindo de
Anchieta (latitude 20°48°21” Sul e longitude 40°38’52” Oeste), e
percorreram cerca de 24 km, chegando em Cachoeira Alta, dis-
trito de Alfredo Chaves, aproximadamente as 13h:00, momento
em que agua e alimento foram oferecidos. Proximo as 15h:00,
os animais retomaram o percurso, chegando ao Quarto Territo6-
rio, também distrito de Alfredo Chaves (latitude 20°38’06” Sul e
longitude 40°45’00” Oeste) as 19h:30, totalizando 54 km no pri-
meiro dia, quando novamente agua e alimento foram oferecidos.
No dia seguinte, os animais iniciaram o trajeto no mesmo horario
do dia anterior, parando para descanso quando atingiram a marca
dos 80 km por volta de 15h:00 em Pombal de Cima, distrito de
Vargem Alta (latitude 20240°15” sul e longitude 41°200°25” oeste).
Finalizaram os 100 km de percurso as 20h:00 do segundo dia em
Cachoeira do Furlan, no municipio de Castelo (latitude 20°36’13”
Sul e longitude 41°11°05” Oeste).

Cada animal foi avaliado em quatro momentos: antes - TO (ob-
tida antes da cavalgada, com o animal em repouso), T1 (obtida
apds 54 km do percurso), T2 (obtida apds 80 km do percurso) e
T3 (obtida apdés 100 km do percurso). Nesses momentos de ava-
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liagdo, amostras de sangue foram obtidas, apds antissepsia local,
por meio de venopun¢do da jugular com agulhas descartaveis
(25mm x 0,8mm), utilizando-se sistema a pressdo negativa , em
tubos de vidro siliconizados sem anticoagulante com capacidade
de 9mlL, para as determinagdes séricas de AST, LDH e CK. Todas as
80 amostras foram transportadas sob refrigeracdo ao Centro de
Diagnéstico Veterinario, onde foram imediatamente centrifuga-
das (3500rpm) durante 10 minutos (Centrifuga modelo TDL80-
-2B, Marca Centribio) para separacdo de soro. Além dessas anali-
ses, nesses mesmos momentos, foi feita a avaliagdo da frequéncia
cardiaca e determinacdo do lactato plasmatico, visando estabele-
cer a intensidade do exercicio fisico imposto.

No soro, a atividade da enzima AST foi determinada através
de kit comercial (Katal 15B) (Bergmeyer 1985). A atividade séri-
ca de CK foi quantificada utilizando-se kit comercial (Katal 47B)
(Schmid & Forstner 1986). Por fim, a atividade sérica da LDH foi
determinada usando kit comercial (Katal 08B) (Bergmeyer 1985).
Todo o processamento foi feito em analisador bioquimico semi-
-automatico (Bioplus - BIO 200), em comprimento de onda de
340nm.

A analise dos resultados foi realizada utilizando-se o progra-
ma estatistico computadorizado GraphPad InStat (versdo 3.0).
Devido a distribuicdo gaussiana dos dados registrados para as
atividades séricas de AST e LDH, os dados foram avaliados atra-
vés de testes paramétricos (analise de variancia - ANOVA) segui-
do da comparagdo entre médias (teste de Tukey) com nivel de
significancia de 5%. Ja a andlise dos resultados referentes ao CK
sérico foi feita usando testes ndo paramétricos devido a distribui-
¢do ndo gaussiana dos dados. O teste usado em sua avaliacdo foi
Kruskal-Wallis com nivel de significancia de 5%. Nestas analises
levou-se em consideracgdo a influéncia do exercicio fisico sobre as
concentragdes das varidveis estudadas (andlise de varidncia one-
-way).

RESULTADOS

No Quadro 1 estdo apresentados os valores médios e des-
vios-padrao para os valores séricos de AST e LDH, além dos
valores de p obtidos na andlise de variancia (ANOVA). No
Quadro 2 estdo apresentados os valores da mediana, valo-
res maximos e minimos encontrados para a atividade séri-
ca CK.

Na avaliacdo dos resultados obtidos, foi possivel obser-
var que o exercicio fisico imposto influenciou de forma sig-
nificativa a atividade sérica de AST (p=0,0049) e de LDH
(p<0,0001).

Nao houve influéncia do tipo de exercicio imposto sobre
a atividade sérica de CK (p=0,1462) ao longo do periodo
experimental.

Quadro 1. Valores médios e desvios-padrio das atividades
séricas de AST e LDH (UI/L) nos muares submetidos a
cavalgada de 100 km, nos momentos TO, T1, T2 e T3

TO(n=20) T1(n=12) T2(n=17) T3 (n=14) p
AST 341,7 + 4031+ 4105+ 4265+  0,0049
(UL 73,9 78,42 70,5 66,7
LDH 4231+ 534,4 + 628,5 + 8234+ <0,0001
(UI/L)  101,8° 131,8 100,6" 273,2¢

*Letras minusculas diferentes na mesma linha denotam diferenca estatis-
tica significativa entre as medias (p < 0,05) obtido pelo teste de Tukey. TO
(obtida antes da cavalgada), T1 (obtida ap6s 54 km), T2 (obtida apds 80
km) e T3 (obtida apds 100 km).

Quadro 2. Valores das medianas, valores minimos e maximos
da atividade sérica de CK (UI/L) nos muares submetidos a
cavalgada de 100 km, nos momentos TO, T1, T2 e T3

TO(n=20) T1(n=12) T2(n=17) T3 (n=14) p
Mediana 231,3a* 310,6a 253,2a 476,0a 0,1462
Valor 141,8 145,2 135,0 162,0
minimo
Valor 462,5 1259,0 2430,0 3265,0
maximo

* Letras minusculas diferentes na mesma linha denotam diferenca esta-
tistica significativa entre as medias (p<0,05) obtido pelo teste Kruskal-
-Wallis. TO (obtida antes da cavalgada), T1 (obtida apés 54 km), T2
(obtida ap6s 80 km) e T3 (obtida ap6s 100 km).

DISCUSSAQ

Foi possivel verificar uma oscilagdo no nlimero de muares
nos diferentes momentos de avaliacdo e isso ocorreu por
motivos diversos, tais como remog¢do do animal da prova
por opg¢do do proprietario, lesdes ou até mesmo dispersdo
apos a chegada impossibilitando o acesso aos mesmos, re-
fletindo uma das dificuldades encontradas em pesquisas a
campo. Capelleto et al. (2009) relatam que as avalia¢des de
desempenho de equinos podem ser realizadas em laboraté-
rios equipados com esteira de alta velocidade ou a campo.
Segundo esses mesmos autores, os protocolos de avaliagcdo
a campo incluem avaliag¢des clinicas e coletas de amostras
de sangue obtidas em intervalos determinados previamen-
te, nos picos de exercicios submaximos ou no pico de um
Unico exercicio maximo. Nesses momentos também sdo
feitos registros de informacoes relevantes, tais como tem-
peratura local, umidade do ar e condic¢des de pista.

Apesar de alguns autores como Tateo et al. (2008) res-
saltarem que experimentos conduzidos a campo sao difi-
ceis de padronizagdo por serem influenciados por diversos
fatores externos, tais avaliacdes sdo importantes por impo-
rem as reais condi¢des encontradas a campo, além de auxi-
liarem na determinagdo de valores regionais de referéncia.
Em sua pesquisa, Balarin et al. (2005) descreveram dife-
rencgas significativas para as diversas enzimas séricas em
equinos da raca Puro Sangue Inglés de acordo com o local
onde os experimentos foram realizados.

Os muares usados foram exercitados em dois dias, com
média de velocidade imposta de 3,5 km/h em pista de
areia batida seca, com diversos trechos de subidas e de-
clives. Segundo Tateo et al. (2008), é dificil de estabelecer
a intensidade do exercicio fisico em avaliagdes a campo.
Entretanto, Aguera et al. (2005) ressaltaram que as deter-
minacdes da frequéncia cardiaca e do lactato plasmatico
podem ser usados como marcadores da intensidade do
exercicio. Na presente pesquisa, os valores registrados para
frequéncia cardiaca e lactato plasmatico foram, respecti-
vamente de 45bpm e 1,09+0,43mmol/L em TO, 72bpm e
2,41+1,00mmol/L em T1, 75bpm e 1,55+0,63mmol/L em
T2 e 76bpm e 1,61+0,33mmol/L em T3. O aumento da fre-
quéncia cardiaca foi compativel com ao aumento do esfor¢o
fisico, resultando em aumento da forca de contragio, volu-
me ejetado e débito cardiaco. Ja os valores registrados para
lactato plasmatico encaixam-se dentro da descri¢do de Fa-
laschini & Trombetta (2001). Segundo esses autores, exer-
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cicios de intensidade moderada (submaxima) e longa du-
racio caracterizam-se por aumentos plasmaticos entre 2,5
e 4mmol/L, com predominéncia do metabolismo aerébico.

Na avaliacdo do hemograma, os valores médios encon-
trados foram de 8,90x10°/uL para nimero de eritrdcitos,
12,9g/dL para concentracdo de hemoglobina e 38% para
volume globular. Tais valores encontram-se dentro da nor-
malidade segundo Robinson (2003), avaliando equinos da
raca PSI, e superiores ao relato de Simenew et al. (2011),
trabalhando com muares.

A avaliagdo das atividades séricas de AST, LDH e CK
frente ao exercicio caracterizou-se como um desafio a parte
devido a grande diversidade na literatura consultada refe-
rente aos valores de repouso e valores registrados apo6s a
realizacdo de uma atividade fisica. Em se tratando de mua-
res, acrescenta-se a escassez de dados, com alguns autores
como Etana etal. (2011) até considerando invalida as com-
paragdes dos valores registrados em muares com outras
espécies como equinos e asininos.

E importante ressaltar, conforme também descreve Ba-
larin et al. (2005) e Caiado et al. (2011), que os resultados
laboratoriais devem ser sempre associados a um exame cli-
nico minucioso. Isso foi realizado na presente pesquisa e
mesmo 0s muares que apresentaram valores considerados
elevados continuaram na prova por estarem clinicamente
bem.

Em relacdo ao AST, foi possivel observar que aumento
significativo em suas concentragdes séricas, com variagao
destacada entre os momentos TO (antes) e T2-T3 (apos
percurso de 80 km), semelhante ao descrito também por
Valberg (1996), Camara-Silva et al. (2007) e Tateo et al.
(2008). Segundo esses autores, o aumento nas concentra-
¢oes séricas da referida enzima ocorre em consequéncia do
aumento da permeabilidade do sarcolema gerada pela ati-
vidade fisica. Seu pico de liberacdo acontece apds 24 horas
da execugido da atividade fisica, podendo manter-se eleva-
da por 5 dias ou até algumas semanas (Thomassian et al.
2007). Sendo assim, os resultados registrados em T2 e T3,
segundo dia de atividade fisica, seriam reflexo do exercicio
imposto no primeiro dia. Todos os valores registrados na
presente pesquisa encontram-se dentro dos limites fisiold-
gicos citados por Pritchard et al. (2009), porém superiores
aos descritos por Robinson (2003), Balarin et al. (2005),
Franciscato et al. (2006) e Valberg (2008), lembrando que
todos os autores supracitados trabalharam com equinos.
Os valores da presente pesquisa foram ligeiramente supe-
riores ao intervalo (142-404UI/L) descrito para muares
por Simenew et al. (2011).

Opostamente, Ribeiro et al. (2004), que acompanharam
prova de cavalgada no Pantanal, ndo observaram aumento
significativo de AST nos muares, com valores descritos infe-
riores aos da presente pesquisa. Para os referidos autores,
isso significou uma maior adaptagdo dessa espécie a prova
e aregido.

Em relagdo ao LDH, também foi registrada diferenca sig-
nificativa entre os momentos TO, T2 e T3, com valores su-
periores a Balarin et al. (2005) e Camara-Silva et al. (2007),
que trabalharam com equinos, e a Ribeiro et al. (2004), que
trabalharam com muares. Assim como AST, estas varia¢des
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estariam relacionadas ao esforco fisico, acarretando uma
instabilidade tecidual e gerando o aumento de sua ativida-
de plasmatica, conforme citam Hodgson & Rose (1994) e
Teixeira-Neto (2006). Segundo Ribeiro et al. (2004), essa
enzima sofre uma maior variacdo de valores por ser a me-
nos especifica das trés estudadas.

Opostamente ao que foi registrado para AST e LDH, a
avaliacdo das concentra¢des de CK nos diferentes momen-
tos de avaliagdo ndo demonstrou diferenca significativa.
Isso difere dos achados de Valberg (1996), Balarin et al.
(2005), Kowal et al. (2006) e Caiado et al. (2011), que re-
gistraram aumento significativo de CK sérica e justificaram
essa elevacdo no pos-exercicio pelo aumento da permea-
bilidade do sarcolema, com influéncia também do tipo de
exercicio e treinamento, semelhante ao AST e LDH (Cama-
ra-Silva et al. 2007). Segundo Thomassian et al. (2007),
aumentos de menor magnitude ou a nao interferéncia nos
valores de CK, seriam resultados esperados apds ativida-
de fisica em equinos bem condicionados (Franciscato et al.
2006, Camara-Silva et al. 2007). Tal descricdo também foi
feita por Rlibeiro et al. (2004) em muares, sugerindo que
os animais da presente pesquisa encontravam-se aptos ao
tipo de exercicio fisico imposto. Isso é reforgado pelo fato
de que a CK é uma enzima de mais rapida liberacdo na cir-
culagdo. Segundo Thomassian et al. (2007), o pico de libe-
racdo de CK acontece 4-6 horas ap6s o exercicio ou lesdo
com retorno aos niveis normais com 24-36 horas. Sendo as-
sim, as pequenas alteragdes celulares, resultado do esforgo
fisico imposto, ndo teriam sido suficientes para promover a
liberacdo dessa enzima no plasma.

Os valores registrados para CK se encaixam dentro dos
limites fisiol6gicos citados por Pritchard et al. (2009) e su-
periores ao descrito por Ribeiro et al. (2004), Balarin et al.
(2005), Franciscato et al. (2006) e Valberg (2008).

CONCLUSOES

Os resultados da presente pesquisa nos permitiram
concluir que o exercicio fisico imposto levou ao aumento
significativo de AST e LDH, porém nao houve influéncia so-
bre os valores registrados para CK.

Foi também possivel observar que os valores basais
registrados para todas as enzimas estudadas nos muares
usados foram superiores aos registrados em equinos; tais
achados podem contribuir com aqueles escassos ja descri-
tos na literatura em relacdo aos valores de referéncia para
a espécie, quando criados e trabalhados em condigdes tro-
picais.
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