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RESUMO

O exercicio fisico € um dos estimulos fisioldgicos mais estressantes que um animal pode sofrer e,
dependendo de sua intensidade, sugere-se que possa gerar uma reacdo mediada por proteinas de fase
aguda (PFA). O objetivo deste estudo foi caracterizar a reagdo de fase aguda e sua relacdo com o
desempenho de cavalos submetidos a uma competicdo de longa distdncia. O experimento foi
desenvolvido durante a Marcha de Resisténcia anual promovida pela Associacdo Brasileira de Criadores
de Cavalos Crioulos (ABCCC), composta por um percurso de 750km percorrido durante 15 dias. Foram
avaliados 23 equinos, os quais foram divididos em dois grupos, sendo o grupo 1 composto pelos 10
primeiros colocados na competicdo e o grupo 2 formado pelos 13 animais que concluiram a competicao
em colocagOes inferiores ou foram desclassificados antes de terminar a prova. Efetuaram-se coletas
sanguineas em repouso (dia 0) e no ultimo dia de competigdo, e foi realizado o teste de eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) para identificar as proteinas
(albumina, haptoglobina, ceruloplasmina, transferrina, imunoglobulina G, imunoglobulina A,
glicoproteina &cida e proteina de peso molecular de 23kDa). Os resultados demonstraram que o exercicio
fisico imposto influenciou de forma significativa (P<0,0001) as concentracfes séricas de haptoglobina,
ceruloplasmina, imunoglobulina A, glicoproteina acida e proteina de peso molecular de 23kDa. Quando
comparados os resultados dos grupos estudados, observou-se que a concentracdo de haptoglobina apds a
competicdo foi superior no grupo de animais com baixo desempenho (grupo 2). Conclui-se que a
competicdo de longa duracdo é capaz de gerar reacdo de fase aguda e que o monitoramento da
concentragdo de haptoglobina pode ser um sinalizador de processo inflamatério e baixo desempenho.
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ABSTRACT

Exercise is one of the most stressful physiologic stimuli that an animal might suffer, depending on its
intensity it may generate a reaction mediated by acute phase proteins (APP). The aim of this study was to
characterize the acute phase reaction and its relation to performance horses subjected to long distance
competition. The experiment was conducted during the annual March of Resistance promoted by the
Brazilian Association of Crioulo Horse Breeders (ABCCC), composed of a 750km route traveled during
15 days. 23 horses which were divided in two groups, one group composed by the 10 best placed horses
and the second group consisting of 13 animals that have completed the competition in other positions or
were disqualified before concluding the race were evaluated. All horses at the beginning of the
competition (day 0) and on the last day of competition were subjected to collection of blood and SDS-
polyacrylamide gel (SDS-PAGE) electrophoresis was used to measure APPs concentrations (albumin,
ceruloplasmin, transferrin, haptoglobin, acid glycoprotein, immunoglobulin G, immunoglobulin A and a
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protein with molecular weight of 23 kDa). By the evaluation of the results, it was observed that exercise
had a highly significant influence (P<0.0001) in the serum concentrations of the ceruloplasmin,
haptoglobin, acid glycoprotein, immunoglobulin A and protein with molecular weight of 23kDa. When
comparing the results of the study groups it was observed that the concentration of haptoglobin after the
competition was higher in the group of animals with low performance (group 2). We conclude that the
long term competition is able to generate acute phase reaction and monitoring the concentration of
haptoglobin may be an indicator of inflammation and low performance.

Keywords: acute phase reaction, exercise, horses, proteins

INTRODUCAO

O exercicio fisico é um dos estimulos
fisioldgicos mais estressantes que um animal
pode sofrer; durante esse periodo, inumeras
reacGes metabdlicas sdo mediadas na tentativa de
adaptacdo do organismo (Gondin et al., 2013).
Sugere-se que a reacdo de fase aguda mediada
por proteinas pré e anti-inflamatérias, ou
também chamadas de proteinas de fase aguda
(PFA), tenha importante papel no processo de
adaptagdo muscular. Essas proteinas sdo
responsaveis por promover a sinalizagdo
imunolégica e reparacdo de tecidos lesados
durante o esforco fisico (Ceciliane et al., 2002).

As proteinas de fase aguda podem ser
classificadas em  positivas, representadas
pela  glicoproteina  &cida,  haptoglobina,
ceruloplasmina, macroglobulina e amiloide A, e
em negativas, como a albumina e a transferrina,
cujas concentragdes sericas tendem a decrescer
em condicdes inflamatdrias (Murata et al., 2004;
Ceron et al., 2005). De maneira geral, as PFA
possuem a finalidade de inibir a continuidade do
dano tecidual, isolando e destruindo o organismo
agressor e ativando o processo de reparacdo
necessaria para o retorno do organismo as
fungdes normais (Cerén et al., 2005).

Apesar de inimeras controvérsias, a resposta de
fase aguda é relatada apds o exercicio
prolongado em  seres humanos. Essa
reacdo induzida pelo exercicio foi caracterizada
por alteragbes nas concentrages séricas de
citocinas pro-inflamatorias, proteina C-reativa e
haptoglobina. Tem sido proposto que esse
quadro resulta da deplecdo de glicogénio e danos
no musculo esquelético (Fallon, 2001).

Em equinos, as alteracBes nas concentragdes de
haptoglobina tém sido relatadas em cavalos de
corrida durante e ap6s serem exercitados em
esteira (Masini et al., 2003), podendo ser o
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resultado de hemdlise intravascular induzida pelo
exercicio. Cywinska et al. (2010) determinaram
que elevadas concentragGes séricas de Amiloide
A sérica podem ser um indicador ndo especifico
de falta de condicionamento fisico de cavalos de
enduro, resultando na eliminacdo durante a
competicdo de longa distancia. Contudo, Gondin
et al. (2013), apesar de terem observado aumento
nas concentracBes séricas de proteinas de fase
aguda em cavalos de polo, consideraram um
processo  de  resposta  fisioldégica  dos
competidores.

Se comprovada sua ocorréncia, a mensuracéo da
concentracdo sérica de proteinas de fase aguda
pode ser utilizada como ferramenta na avaliagdo
de processos inflamatérios agudos antes e ap6s o
exercicio e ainda serem utilizados no intuito de
entender sua relagdo com o desempenho dos
animais durante a atividade fisica prolongada.

O objetivo deste estudo foi caracterizar a reagdo
de fase aguda e sua relagdo com o desempenho
de cavalos submetidos a uma competicdo de
longa distancia.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido durante a Marcha anual
de Resisténcia promovida pela Associacdo
Brasileira de Criadores de Cavalos Crioulos
(ABCCC), na cidade de Santo Antbénio da
Patrulha, Rio Grande do Sul, durante 0 més de
julho de 2012. As etapas ocorreram em uma
propriedade rural localizada no interior do
municipio.

Foram avaliados 23 animais participantes, sendo
13 fémeas e 10 machos, com peso médio de
430+£35kg.

O regulamento da competicdo determina que
todos 0s animais inscritos sejam entregues a
comissdo organizadora para serem soltos em um
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ambiente coletivo durante 30 dias prévios ao
inicio da prova. Esse ambiente era composto
exclusivamente de pastagem de azevém (Lolium
multiflorum Lam) e cochos com agua ad libidum.
Essa mesma area era utilizada para os animais
descansarem e alimentarem-se durante os 15 dias
de competicdo. Consta também no regulamento a
proibicdo da utilizacdo de medicamentos,
suplementos e alimento concentrado durante
esses 45 dias.

Ap0s o termino da competicdo, os animais foram
divididos em dois grupos conforme seus
desempenhos. O grupo 1 foi composto pelos 10
primeiros colocados e o grupo 2 foi formado
pelos outros 13 animais, que ficaram em
colocagdes inferiores ou foram desclassificados
antes de concluir a prova.

Com relagdo as coletas de material, todos os
animais, previamente ao inicio da competicdo
(dia 0) e apds o ultimo dia (dia 15) desta, foram
submetidos a coleta de amostras sanguineas em
tubos sem anticoagulante.

As amostras foram centrifugados por 5min a
400G e separado o soro para congelamento a -
80C e posterior analise laboratorial.

A concentragcdo plasmatica de proteina total
foi determinada pelo método colorimétrico,
por reacdo com o biureto, utilizando-se kit
comercial (Labtest), e a leitura, realizada por
espectofotdmetro. Para obtencdo da concentragédo
das fracdes proteicas, utilizou-se eletroforese em
gel de acrilaminada contendo dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE), conforme técnica descrita
por Laemmli (1970). Apo6s o fracionamento, o
gel foi corado durante 10min em solucéo de azul
de coomassie e, em seguida, colocado em
solucdo de &cido acético a 7% para retirar o
excesso de corante, até que as fragdes proteicas
se apresentassem nitidas. As concentracGes
dessas proteinas foram determinadas em
densitbmetro computadorizado (Shimadzu CS
9301 - Toéquio, Japdo.). Como referéncia,
utilizou-se uma solugdo marcadora (Sigma -
Saint Louis, EUA) com pesos moleculares
29.000, 45.000, 66.000, 97.400, 116.000 e
205.000 daltons (Da), além de proteinas
purificadas2 — albumina, 1gG, haptoglobina e
transferrina.
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O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente ao acaso, em parcelas subdivididas,
sendo os grupos 1 e 2 as parcelas e 0s momentos,
as subparcelas.

As analises estatisticas foram realizadas através
do programa Statistical Analysis System (SAS
Institute Inc. Cary, NC, EUA). Para verificar a
distribuicdo das varidveis, os dados foram
testados quanto a normalidade pelos testes de
Shapiko  Wilk e Lilliefors considerando
significancia de 5%. Foi efetuada a analise de
variancia simples com comparagao entre médias
através do teste de LSD, sendo considerado
significante P<0,05.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e
Experimentacdo Animal n° 4602/2010 na
Universidade Federal de Pelotas.

RESULTADOS

Foram avaliados 23 animais durante a
competicdo, sendo que 17 completaram os
percursos durante 15 dias e seis foram
desclassificados durante esse periodo.

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores
médios e erros padrdo para as concentrages
séricas  de haptoglobina, glicoproteina
acida, ceruloplasmina, imunoglobulina A,
imunoglobulina G, albumina, proteina plasmatica
total, transferrina e uma proteina ndo identificada
com peso molecular de 23kDa para 0s grupos 1 e
2 nos momentos antes e apds a competigéo.

Na Tabela 2 estdo
valores médios, erros
diferengas  porcentuais nas concentragGes
proteicas de haptoglobina, glicoproteina
acida, ceruloplasmina, imunoglobulina A,
imunoglobulina G, albumina, proteina plasmatica
total, transferrina e uma proteina ndo identificada
com peso molecular de 23kDa.

apresentados  0s
padrdo e

Na avaliagdo dos resultados obtidos na Tabela 2,
foi possivel observar que o exercicio fisico
imposto influenciou de forma significativa
(P<0,0001) as concentragdes séricas das
proteinas avaliadas, exceto a transferrina,
imunoglobulina G e albumina.
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Tabela 1. Valores médios (£ erro padrdo da média) das proteinas inflamatérias do grupo 1 e 2 avaliadas

no momento antes (DO) e ap6s a competicdo (D15)

Proteina (mg/dl) Grupo XDO0 £SD0 XD15+SE D15
Haptoglobina Gl 46,2+4,5a,A 70,1+6,9a,B
G2 53,8+2,4a,A 92,7+7,6b,B
Glicoproteina ac. Gl 4,3+1,1a,A 13,1+2,8a,B
G2 5,6+0,8a,A 16+2,6a,B
Ceruloplasmina Gl 2,4+0,5a,A 4,310,4a,B
G2 3,1+0,7a,A 5,2+0,7a,B
IgA Gl 150,9+5,4a,A 85,3+11,3a,B
G2 156,8+11,2a,A 107+17,3a,B
IgG Gl 1.376+67,7a,A 1.431+65,1a,B
G2 1.390,2+52,3a,A 1.500+76,8a,B
Albumina Gl 4.186+110a,A 4.126+65,1a,B
G2 4.082+130a,A 3.916,5+307a,B
PPT Gl 7.200+200a,A 7.600+200a,B
G2 7.500+100a,A 7.800+100a,B
Transferrina Gl 435,6+17,6a,A 419,2+14,8a,B
G2 421,7+11 5a,A 449,4+17,7a,B
Proteina 23kDa Gl 436,2+17,9a,A 529,1+27,1a,B
G2 419+13a,A 508,5+19,1a,B

Letras maiUsculas distintas indicam diferenca significativa entre 0os momentos pelo Teste LSD (P<0,05). Letras
minuGsculas distintas indicam diferenca significativa entre os grupos pelo Teste LSD (P<0,05). Valores de referéncia
segundo Jacobsen (2007) para haptoglobina: 20-100mg/dl; glicoproteina &c.: 7-9mg/dl; ceruloplasmina: 30-40mg/dl;
IgA: 60-350mg/dl; 1gG: 500-2.000mg/dl; albumina: 3.000-4.000mg/dl; PPT (proteina plasmatica total): 7.000-
8.000mg/dl; transferrina: 230-550mg/dl; proteina de 23kDa: ndo foram estabelecidos valores de referéncia para
espécie.

Tabela 2. Valores médios (+ erro padrdo da média) e diferencas porcentuais nas concentragfes proteicas
entre 0s momentos antes (DO0) e apds a competigdo (D15)

Proteinas (mg/dl) XD0 £SD0 XD15+SE D15 Percentagem
Haptoglobina 50,5+ 5a 82,9+5,6b 64,2%
Glicoproteina 4c. 5,1+0,6a 14,7+1,9b 188,2%
Ceruloplasmina 2,7+0,4a 4,8+0,5b 77,8%
IgA 153,9+6,6a 89,7+8,6b -41,7%
IgG 1.384,3+42,2a 1.470,2451,2a 6,2%
Albumina 4.132,3+86,8a 4.008+180,5a -3%
PPT 7.400+100 a 7.700+100b 4,1%
Transferrina 427,3+10,2a 436,3+12,1a 2,1%
Proteina 23kDa 426,6+10,9a 517,5+15,7b 21,3%

A significancia entre os valores das colunas estdo indicadas por letras mindsculas. Valores de referéncia segundo
Jacobsen (2007) para haptoglobina: 20-100mg/dl; glicoproteina &c.: 7-9mg/dl; ceruloplasmina: 30-40mg/dl; IgA: 60-
350mg/dl; 1gG: 500-2.000mg/dl; albumina: 3.000-4.000mg/dl; PPT (proteina plasmatica total): 7.000-8.000mg/dl;
transferrina: 230-550mg/dl; proteina de 23kDa: ndo foram estabelecidos valores de referéncia para espécie.

DISCUSSAO

A marcha de resisténcia da raca Crioula foi
caracterizada por Amaral et al. (2013) como uma
prova de elevada exigéncia fisica associada a
intensa lesdo muscular e catabolismo proteico.

Os resultados demonstraram que o exercicio
fisico imposto influenciou de forma significativa
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nas concentracdes séricas de haptoglobina,
ceruloplasmina, imunoglobulina A, glicoproteina
acida e proteina de peso molecular de 23kDa
quando avaliadas as médias gerais dos
participantes.

Foi observado um aumento significativo de

62,2% na concentracdo sérica de haptoglobina
sérica entre o inicio e o final da competicdo. Essa
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proteina € produzida principalmente pelos
hepatdcitos, e seu papel é impedir a perda de
ferro pela formag&o de complexos estaveis com a
hemoglobina livre no sangue (Murata et al.,
2004). Sua elevacdo pode estar relacionada a
qualquer processo inflamatério, e seu aumento
em equinos foi observado apds procedimentos
cirargicos (Kent, 1992), artrite ndo infecciosa
(Hulten et al., 2002) e laminite induzida por
carboidratos (Fagliari et al., 1997). Sua
diminuicdo esta relacionada a quadros de
hemolise induzida pelo exercicio, conforme
descrito por Masini et al. (2003). Gondin et al.
(2013), avaliando cavalos em uma competi¢éo de
polo, observaram uma sutil elevacdo dos valores
de haptoglobina, porém ndo caracterizaram o
quadro como reacdo de fase aguda. Quando
comparadas as concentragdes séricas de
haptoglobina dos dois grupos de cavalos
avaliados, foi observado que, ao final da
competicdo, 0 grupo 2, composto por animais
com baixo desempenho, apresentaram valores
dessa proteina mais elevados que nas
concentragdes séricas observadas no grupo 1.
Esse dado pode corroborar a hip6tese de que a
reacdo de fase aguda que ocorre durante o
exercicio prolongado influencia de forma
negativa o desempenho final dos animais em
competi¢do. Pode ainda sinalizar a intensidade
do processo inflamatério gerado, assim como
ocorre com outros insultos ao organismo.

Da mesma forma como a haptoglobina, as
concentragdes séricas gerais de glicoproteina
acida e ceruloplasmina elevaram-se 188,2% e
77,8%, respectivamente. A glicoproteina &cida
tem sua elevacdo associada a processos
inflamatérios de carater cronico, principalmente
envolvendo dano endotelial (Fournier et al.,
2000). Em equinos, sua dosagem ainda tem
pouca descri¢do, porém, no presente estudo, essa
proteina obteve a elevacdo mais expressiva
guando comparada as demais proteinas
avaliadas. A ceruloplasmina tem importante
papel no metabolismo e transporte do cobre, e
tem sua elevacdo relacionada ao aumento de
radicais livres do oxigénio produzidos durante a
inflamacédo (Gruys et al., 1994; Hirvonen, 2000).
Gondin et al. (2013) descreveram seu aumento
apos um jogo-treino com cavalos de polo, porém
justificam sua elevacao pela condicdo de estresse
causada pelo exercicio.
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As concentragdes séricas de imunoglobulina G
(IgG) ndo se alteraram apds a competicdo e ndo
apresentaram diferenca quando comparados os
dois grupos de animais avaliados. A IgG tem
importante papel no sistema imunolégico do
animal e seu aumento estd descrito durante
exercicios de alta intensidade em seres humanos
bem-condicionados (Mackinnon et al., 1987).

A imunoglobulina A  (IgA) apresentou
diminuicdo de 41,7% de seu valor inicial ap6s a
competicdo. Os estudos relacionando IgA e
exercicio demonstram um comportamento
diferente em relacdo as outras imunoglobulinas.
E vista diminuigéo de até 50% dos valores basais
em atletas de elite apds esforco intenso. Essa
queda estd relacionada principalmente a
imunossupressdo causada pelo cortisol e reflete o
achado de maior incidéncia de infec¢des de vias
aéreas superiores em atletas submetidos a
grandes esforgos (Mackinnon et al., 1987).

As concentragBes sericas de albumina e
transferrina ndo apresentaram alteracdo em seus
valores ap0s a competicdo e quando comparados
os dois grupos. A transferrina é classificada,
assim como a albumina, como proteina de fase
aguda negativa, cujos teores séricos tendem a
decrescer na presenca de condi¢do inflamatoria
(Kaneco et al., 1997; Thomas, 2006). Em
equinos sua relevancia na avaliagcdo do processo
inflamatério ainda ndo foi determinada, porém
em bovinos j& foi demonstrada diminuicdo na
concentragdo  sérica  durante processos
inflamatdrios cronicos (Thomas, 2006).

Foi constatado o aumento de 21,3% de uma
proteina de peso molecular de 23kDa ainda ndo
identificada. Gondin et al. (2013) também
observaram sua elevacdo ap6s um jogo-treino de
cavalos de polo e sugerem que mais estudos
sejam direcionados para o esclarecimento do
papel fisiolégico dessa proteina no organismo de
equinos atletas.

Observou-se também aumento da proteina
plasmatica total apds a competicdo. Essa
elevacéo pode ser consequéncia da redistribuicéo
de fluidos do compartimento vascular para o
espaco extracelular dos tecidos, ocasionado
principalmente pela perda de liquidos através da
sudorese dos animais durante o exercicio
(Kingston, 2008). Acredita-se que essa
redistribuicdo ndo influencie de forma relevante
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nas concentracdes séricas das demais proteinas
avaliadas, visto que as alteragBes observadas
apresentaram carater heterogéneo.

Por definicdo, a reacdo de fase aguda é
caracterizada pela alteracdo maior que 25% nas
concentragdes de proteinas de fase aguda
(Eckersall et al., 2010); portanto, este estudo
forneceu evidéncias que apoiam a hipotese de
gue a resposta de fase aguda durante o exercicio
prolongado intenso é equivalente aquela
observada quando o organismo sofre desafios
inflamatorios e infecciosos. E ainda, as
concentragdes séricas de haptoglobina podem ser
utilizadas como um sinalizador de baixo
desempenho nos animais submetidos a esse tipo
de exercicio.

CONCLUSAO

O exercicio de longa duracéo provocou reacdo de
fase aguda, caracterizada por elevacdo superior a
25% nas concentragdes séricas de haptoglobina,
ceruloplasmina e glicoproteina 4cida e
diminuicdo nas concentracfes séricas de IgA. As
concentragdes séricas de haptoglobina foram
superiores nos animais com baixo desempenho,
podendo essas concentracBes serem utilizadas
como uma ferramenta de avaliagdo em
competicdes de longa duragéo.
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