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“Quando o homem aprender a respeitar até
0 menor ser da criacdo, seja animal ou
vegetal, ninguém precisard ensina-lo a
amar seu semelhante."

Albert Schwweitzer



RESUMO

VOLPATO, J. Avaliacdo da hematologia, bioquimica clinica, estresse oxidativo e
isquemia em cédes de pastoreio submetidos ao exercicio fisico. 2017. 77p. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina.
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncia Animal, Lages, 2017.

O conhecimento das possiveis alteracdes laboratoriais causadas pelo exercicio € de
grande importancia, sobretudo em cées que séo utilizados em funcdes que causam
desgaste fisico, como os de pastoreio. Este estudo teve como objetivo a avaliagdo
laboratorial de cdes submetidos a testes de exercicio de diferentes intensidades.
Foram utilizados 11 cées de pastoreio machos e fémeas, adultos, clinicamente
higidos. Estes foram submetidos a dois testes de exercicio com diferentes protocolos,
com pelo menos sete dias de intervalo entre eles. O protocolo | (PI) consistiu em
exercicio de longa duracao e baixa velocidade, no qual cada cao foi submetido a 40
minutos ao passo na velocidade de 3,8 km/h, com a esteira na posi¢ao horizontal, sem
inclinacdo. No protocolo Il (PIl) cada céo foi submetido ao exercicio de curta duracéo
e alta velocidade, iniciando com 5 min ao passo a 3,8 km/h, 5 min ao trote a 7,0 km/h
e por fim 5 min ao passo a 3,8 km/h também com a esteira na posi¢cao horizontal, sem
inclinacdo. Foram avaliadas frequéncia cardiaca (FC) e temperatura retal (TR) antes
do exercicio, imediatamente apds e 30 minutos apds o0 exercicio. Para a analise
laboratorial, foram avaliados hemograma completo, proteina plasmatica total,
contagem de plaquetas, dosagem sérica de ureia, creatinina, proteina sérica total
(PST), albumina, atividade de aspartato aminotransferase (AST), creatinaquinase
(CK) e plasmatica de glicose e lactato, além dos indices de estresse oxidativo por
meio de malondialdeido plasmético (MDA) e glutationa reduzida eritrocitaria (GSH) e
a da albumina modificada pela isquemia (AMI). As analises laboratoriais foram
avaliadas antes do exercicio (M0), no primeiro minuto apés o término do exercicio
(M1) e em 15 (M15), 30 (M30), 60 (M60) e 120 (M120) minutos apds o término do
exercicio. Os dados foram comparados entre momentos e entre testes por meio dos
testes t pareado e Mann-Whitney para dados paramétricos e nao-paramétricos,
respectivamente. Foi verificada diferenca estatistica na FC e TR em ambos os testes,
com maiores valores ap0s o exercicio. Para contagem de eritrocitos, hemoglobina e
hematdcrito, foram observados valores estatisticamente maiores em determinados
momentos em comparacdo ao momento MO somente no PIl. O valor de hematdcrito
foi maior em M1 no teste PIl em comparacao ao PIl. O nimero de plaquetas foi menor
no M15 em relacdo a M1 no Pl. A concentracdao da creatinina foi estatisticamente
menor em M120 no Pl e maior em M1 e M30 no PIl. Houve aumento da concentracao
de glicose no Pl no M120, e no M15, M30, M60 e M120 no PII, além disso, em M30
foi observado maior valor no PII. Na avaliagdo do estresse oxidativo, houve diferenca
somente da concentracdo de GSH, com maiores valores observados em M1 e que se
manteve até M60 no PIl. Os cdes quando submetidos ao PII manifestaram maior
concentracdo da AMI em M15, que também foi maior quando comparado com o
mesmo momento no Pl. Desse modo, foi possivel concluir que principalmente PII
provocou alteracdes hematoldgicas, bioquimicas, de estresse oxidativo e ainda nos
valores do marcador de isquemia tecidual.

Palavras chave: Exercicio fisico. Caes. Hemograma. Estresse oxidativo. Albumina
modificada pela isquemia.



ABSTRACT

VOLPATO, J. Hematological, clinical biochemistry, oxidative stress and ischemia
evaluation in herding dogs submitted to physical exercise. 2017. 77 p. Thesis
(Ph.D. in Animal Science) — University of Santa Catarina. Postgraduate Program in
Animal Science, Lages, 2017.

The knowledge of possible laboratory alterations caused by exercise has great
importance, especially in dogs used in functions that cause physical wear, such as
herding dogs. This study aimed to perform the laboratory evaluation of dogs submitted
to exercise tests of different intensities. For this purpose, 11 male and female, adult
herding dogs healthy were used. After the selection of the animals, they underwent
two exercise tests with different protocols, with at least seven days interval. The
protocol I (PI) consisted of a long duration and low intensity exercise, which each dog
walked for 40 minutes at 3.8 km/h, at horizontal position (0% inclined). In the protocol
Il (PI), each dog underwent short duration and high intensity exercise test, starting
with a walk for 5 min at 3.8 km/h, trot for 5 min at 7.0 km/h and walk again for 5 min at
3.8 km/h, also with the treadmill at horizontal position (0% inclined). Heart rate (HR)
and rectal temperature (RT) were evaluated before exercise, immediately after and 30
minutes after exercise. For the laboratory analysis, complete blood count (CBC), total
plasma protein, platelet count, serum biochemistry (urea, creatinine, total serum
protein (PST), albumin, glucose, lactate levels, and aspartate aminotransferase (AST)
and creatine kinase (CK) activity) were evaluated, as well as oxidative stress indexes
by plasma malondialdehyde (MDA) and reduced erythrocyte glutathione (GSH) and
ischemia-modified albumin (IMA) was evaluated as ischemia index. The laboratory
analysis were evaluated before exercise (M0), immediately after exercise (M1) and at
15 (M15), 30 (M30), 60 (M60) and 120 (M120) minutes after the end of the exercise.
Data were compared between times and between tests using the paired t-test and
Mann-Whitney for parametric and non-parametric data, respectively. There was
statistical difference in HR and TR values in both tests, with higher values observed
after exercise. For erythrocyte count, hemoglobin concentration, and hematocrit, there
were statistically higher values at few times compared to MO only in PI. The hematocrit
value was higher at M1 in the PII test compared to the same time in Pl. The number of
platelets was lower at M15 than at M1 in Pl. The creatinine concentration was
statistically lower at M120 in Pl and higher at M1 and M30 in PII. There was increase
in glucose concentration in the Pl at M120, and at M15, M30, M60 and M120 in PII,
also, at M30 a higher value was observed in PIl. In the evaluation of the oxidative
stress, there was difference only of the concentration of GSH, with higher values
observed at M1, which remained until M60 in PI. Dogs in PIl showed a higher
concentration of AMI at M15, which was also higher when compared to the same time
in PI. Thus, it was possible to conclude that especially Pll could cause hematological,
biochemical and oxidative stress changes, and also altered the values of the tissue
ischemia marker.

Keywords: Physical exercise. Dogs. CBC. Oxidative stress. Ischemic modified
albumin.
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1 INTRODUCAO

Historicamente os cdes vivem muito préximos dos humanos e muitas vezes
utilizados como animais para trabalho, no auxilio com rebanhos, na caca e como caes
de guarda, e atualmente sdo mais utilizados como animais de companhia (FARRELL,
et al., 2015).

Dessa forma, ao serem domesticados diminuiram a pratica de exercicio fisico,
ja que ndo ha a necessidade da caca. Assim, sem a pratica de atividades fisicas e
recebendo uma carga energética as vezes superior as suas necessidades, 0S riscos
de se tornarem obesos, cardiopatas e com problemas locomotores aumentam. Dentre
outras alternativas para reverter ou prevenir esses problemas, esta a realizacdo de
exercicio fisico, e para isso o condicionamento fisico € de grande importancia
(LORENZ, 1997), assim como o conhecimento das possiveis alteracbes que o
exercicio fisico pode proporcionar. Dentre varios motivos, o0 exercicio vem se tornando
uma questao de grande interesse e muitos cientistas o tém estudado em muitos
aspectos (DZHELEBOV, et al., 2009).

Além do exercicio fisico ser cada vez mais procurado por proprietarios de caes,
diferentes racas estdo associadas a diferentes tipos de exercicio. Por esse motivo a
procura por atendimento médico para esses pacientes se torna cada vez maior, como
o exemplo de cées utilizados em trabalhos e provas de agilidade que séo
frequentemente levados a clinicas veterinarias, por se apresentarem intolerantes aos
exercicios fisicos aos quais sdo submetidos (TAYLOR, 2011).

A prética do exercicio induz a uma variedade de alteracdes fisiol6gicas e
laboratoriais, que estdo ligadas as caracteristicas do exercicio como duracgéo,
intensidade e nivel de treinamento e preparo fisico do animal atleta (ROVIRA;
MUNOZ; BENITO; 2008). Dentre as racas que mais estdo relacionadas a estudos
sobre o exercicio estdo o Husky Siberiano (QUERENGAESSER, et al., 1994), Galgo
Inglés (PASQUINI, et al., 2010; LUCAS, et al., 2015), Labrador (MATWICHUK, et al.,
1999) e Beagle (PICCIONE, et al., 2012). Os estudos também estéo relacionados a
exercicio especifico, como de salvamento (ROVIRA; MUNOZ; BENITO; 2008), agility
(ROVIRA; MUNOZ; BENITO; 2007a; ROVIRA; MUNOZ; BENITO; 2007b), provas de
trend (ANGLE, et al., 2009) e corridas de resisténcia (WAKSHLAG, et al., 2010).
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Dentre os diferentes tipos de exercicio especifico realizado pelos caes esta o
trabalho de pastoreio, que é bastante difundido principalmente na regido sul do Brasil.
Como em outros tipos de exercicio, algumas racas possuem aptidédo a esse trabalho,
como por exemplo o Australian Cattle Dog, que se destaca entre as racas caninas
utilizadas neste trabalho. De origem australiana, do ano de 1840, introduziu-se ragas
como Délmata e Collie, entre outras diversas, além de Dingos. Reconhecido hoje
como um dos caes mais eficientes do mundo para se utilizar no trabalho com o gado,
€ um animal extremamente inteligente, forte e agil, que trabalha muitas vezes durante
a maior parte do dia em fazendas, exigindo grande esforc¢o fisico (BRIGGS, 2001).

Outra raca bastante utilizada para o trabalho de pastoreio € a Border Collie,
originario de cées que foram domesticados e depois criados como companheiros
constantes de fazendeiros, realizando trabalhos com rebanhos de ovinos e bovinos
(WILSON, 2012).

Cada tipo de exercicio pode gerar um requerimento diferente e com isso
alteracdes especificas, assim, a avaliacdo do exercicio pode sofrer variacdes
ambientais principalmente em relacdo a condicBes climéticas e de relevo. Dessa
forma, o uso da esteira possibilita a realizacdo de testes de exercicio em ambientes
fechados, padronizando as condi¢des ambientais, como temperatura, umidade, vento,
além de permitir o controle sobre a velocidade e angulagdo em que a atividade fisica
deve ser realizada (BUCHNER, et al., 1994).

A avaliacdo hematolégica de cdes submetidos ao exercicio em esteira pode se
tornar uma importante ferramenta nessa espécie, assim como ja ocorre em equinos,
quando séao realizados testes para avaliagcdo do desempenho atlético, investigando as
variaveis hematimétricas como hematdcrito, eritrocitos e concentracdo de
hemoglobina, que podem ser utilizadas para avaliacdo dos efeitos tanto do exercicio
como do treinamento (TYLER-MCGOWAN, et al., 1999). As alteracbes metabdlicas
transitérias incluem ainda variagcbes hematoldgicas, no controle acido-base, bem
como nas concentracbes de eletrdlitos e atividade de enzimas musculares
(QUERENGAESSES, 1994; MATWICHUK, et al., 1999; ROVIRA; MUNOZ; BENITO;
2008).

Durante o exercicio fisico, podem ser utilizadas vias aerdbicas e anaerdbicas
para obtencdo de energia, ou de uma combinacdo das duas. Exercicio de baixa
intensidade tem como maior fonte de energia a via aerdbica, que vai se tornando

progressivamente menor a medida que a intensidade do exercicio aumenta, sendo
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obtida na sua maioria pela via anaerébica (HINCHCLIFF, et al. 2002). A capacidade
atlética de um animal sofre influéncia de fatores que podem dificultar a obtencéo de
oxigénio, reduzindo assim suprimentos para via aerObica. Da mesma forma, o
condicionamento fisico a atividade aumenta a capacidade aerdbica do animal
melhorando seu desempenho (LACOMBE, et al. 1999). A medida que o exercicio
fisico vai ganhando intensidade, ocorre o aumento na concentragdo de lactato
plasmatico (SCHUBACK e ESSEN-GUSTAVSSON, et al, 1998), e que pode ser
utilizado na avaliacao fisioldgica da resisténcia durante a pratica do exercicio fisico,
sendo uma importante variavel a ser avaliada (PICCIONE et al, 2012).

A prética do exercicio fisico continuo pode estar acompanhada também da
producdo de espécies reativas do oxigénio (ERO), que provocam alteracbes das
membranas celulares, o que causa lesdo acompanhada por processo inflamatério das
fiboras musculares. Varias causas foram sugeridas para estas alteracdes, entre as
quais o alto grau de estresse provocado pelo exercicio, altera¢cées da microcirculacéo,
producdo de metabalitos téxicos e deplecdo intramuscular dos substratos energéticos
(CORDOVA e NAVAS, 2000). Porém, o organismo possui protecdo antioxidante
composta por sistemas enzimaticos, como a superoxido desmutase, catalase e
glutationa peroxidase e ndo enzimaticos, como vitaminas C e E. Mas, além disso, as
ERO desempenham importantes fun¢des benéficas no organismo, como sintese de
componentes biol6gicos essenciais para regulacdo de funcdes celulares como,
sinalizacao, transcricdo, ativacao e proliferacao celular, além ainda de producédo de
energia e fagocitose (MARLIN, et al, 2002; FERNANDES, et al., 2012).

Frente as possiveis lesBes celulares que o exercicio fisico pode causar, a
investigacdo da ocorréncia de isquemia pode ser de grande importancia para entender
as respostas por parte do animal. Assim, a determinacao da albumina modificada pela
isquemia (AMI) também se faz importante nesse contexto, além disso, na Medicina
Veterinaria existem poucos relatos do estudo da AMI, que esta presente
principalmente na avaliacdo de equinos atletas (YONEZAWA, et al., 2012). Nao
existem, portanto, relatos desse marcador em caes, sendo este o primeiro estudo. A
determinacao da albumina modificada pela isquemia, neste trabalho relacionada ao
exercicio, se torna um inicio no conhecimento desse teste como marcador de lesdes
isquémicas em cdaes, podendo se tornar uma nova ferramenta ao predizer lesdes e

perdas teciduais futuras.
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Em relacdo ainda aos tipos de exercicio, protocolos de exercicio fisico
utilizando esteira em cées ainda ndo sdo bem estabelecidos, assim como as possiveis
alteracdes que podem causar. A avaliacdo laboratorial das diferentes respostas
causadas pelo exercicio fisico nos caes destinados ao pastoreio pode elucidar varios
mecanismos ainda desconhecidos. Dessa forma, os achados laboratoriais oriundos
dos protocolos de exercicio instituidos fornecem informacdes sobre estas racas
bastante utilizadas no trabalho de campo como o pastoreio, sobretudo na regiao sul

do Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliacdo de parametros laboratoriais de cédes de pastoreio submetidos a exercicio

fisico em esteira ergométrica em diferentes intensidades.

2.2 Objetivos especificos:

Avaliar a hematologia e a bioquimica de cées de pastoreio submetidos a exercicio
fisico de diferentes intensidades em esteira ergométrica.

Avaliar o estresse oxidativo por meio da avaliacdo de malondialdeido (MDA) e
glutationa reduzida (GSH) em cées de pastoreio submetidos a exercicio de diferentes
intensidades em esteira.

Avaliar a isquemia por meio da albumina modificada pela isquemia em cées de

pastoreio submetidos a exercicio de diferentes intensidades em esteira.
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3 CAPITULO |

Capitulo 1: Avaliacdo hematologica e de estresse oxidativo em cées de pastoreio
submetidos ao exercicio fisico em esteira ergométrica.

RESUMO

O exercicio fisico esta presente na medicina veterinaria nas mais diferentes formas.
Vérias racas de caes estdo associadas a diferentes treinos e trabalhos, que envolvem
o desgaste fisico e alteragfes celulares desses animais. As racas Australian Cattle
Dog e Border Collie possuem aptiddo ao pastoreio, e a resposta fisiolégica desses
animais frente ao exercicio ndo é totalmente conhecida. Assim, este estudo teve como
objetivo a avaliacdo hematolégica e do estresse oxidativo de cdes submetidos a
exercicio de diferentes intensidades. Foram utilizados 11 cdes de pastoreio machos e
fémeas, adultos, que foram submetidos inicialmente a exame clinico (exame fisico
completo, hemograma, perfil bioquimico) para constatacéo de higidez. Apds a selecéo
dos animais, estes foram submetidos a dois testes de exercicio, com pelo menos sete
dias de intervalo entre eles. O protocolo | (PI) consistiu em exercicio de longa duracéo
e baixa velocidade, no qual cada cdo foi submetido a 40 minutos ao passo na
velocidade de 3,8 km/h, com a esteira na posigdo horizontal, sem inclinagdo. No
protocolo Il (PIl) cada um dos caes foi submetido ao exercicio de curta duracéo e alta
velocidade, iniciando com 5 min ao passo a 3,8 km/h, 5 min ao trote a 7,0 km/h e por
fim 5 min ao passo a 3,8 km/h também com a esteira na posi¢cdo horizontal, sem
inclinacdo. Foram avaliadas frequéncia cardiaca (FC) e temperatura retal (TR) antes
do exercicio, imediatamente apds e 30 minutos apds o exercicio. Para a analise
hematoldgica foram avaliados hemograma completo, proteina plasmética total e
contagem de plaquetas, e para a avaliacdo do estresse oxidativo foram mensurados
o malondialdeido plasmatico (MDA) e a glutationa reduzida eritrocitaria (GSH), nos
momentos antes do exercicio (M0), imediatamente apds o exercicio (M1), e em 15
(M15), 30 (M30), 60 (M60) e 120 (M120) minutos apds o término do exercicio. Os
dados foram comparados entre momentos e entre testes, por meio dos testes t
pareado e Mann-Whithey para dados paramétricos e nao-paramétricos,
respectivamente. Foi realizado ainda o teste de Pearson para avaliacdo de possivel
correlacdo entre as variaveis. Foram verificadas diferencas estatisticas dos valores de
FC e TR em ambos os protocolos, com maiores valores sendo observados apos o
exercicio. Para contagem de eritrdcitos, concentracdo de hemoglobina e hematdcrito,
foram observados valores estatisticamente maiores em determinados momentos em
comparacao ao momento MO somente no PI. O valor de hematécrito foi maior em M1
no PIl em comparagdo ao mesmo momento no Pl. O ndmero de plaquetas foi menor
no momento M15 em relacdo a M1 no PIl. Na avaliacdo do estresse oxidativo, foi
observada diferenca estatistica somente da concentracdo de GSH no PI, que
apresentou maior valor no M1 em relagdo ao MO, e se manteve aumentado até M60.
A intensidade e duracao do exercicio praticado ndo foram suficientes para aumentar
a lipoperoxidacao, avaliada pelo MDA. O aumento de GSH no PII sinaliza aumento na
resposta antioxidativa frente ao exercicio proposto.

Palavras chave: Exercicio fisico. Cées. Pastoreio. Hemograma. Estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Physical exercise is present in veterinary medicine in the most different forms. Several
dog breeds are associated with different training and work, which involve physical wear
and cellular changes of these animals. The Australian Cattle Dog and Border Collie
are grazing ability, and the physiological response of these animals to exercise is not
fully understood. Thus, this study aimed to investigate the hematological evaluation
and oxidative stress of dogs submitted to exercise of different intensities. For this
purpose, 11 male and female, adult herding dogs healthy were used. After the selection
of the animals, they were submitted to two exercise tests, with at least seven days
interval between them. The | protocol (IP) consisted of a long duration and low intensity
exercise, which each dog was submitted to walk for 40 minutes at 3.8 km/h, with the
treadmill in the horizontal position, without inclination. In the Il protocol (1IP), each dog
was submitted to short duration and high intensity exercise test, starting with a walk for
5 min at 3.8 km/h, trot for 5 min at 7.0 km/h and walk again for 5 min at 3.8 km/h, also
with the treadmill in horizontal position, without inclination. Heart rate (HR) and rectal
temperature (RT) were evaluated before exercise, immediately after and 30 minutes
after exercise. For hematological analysis, CBC, total plasma protein and platelet count
were evaluated. Plasma malondialdehyde (MDA) and erythrocyte reduced glutathione
(GSH) were measured for the evaluation of oxidative stress. All analysis were
performed before exercise (MO), immediately after exercise (M1), and at 15 (M15), 30
(M30), 60 (M60) and 120 (M120) minutes after the end of the exercise. The data were
compared between moments and between tests, by means of paired t-test and Mann-
Whitney for parametric and non-parametric data, respectively. The Pearson test was
also performed to evaluate possible correlation between the variables. After analysis
of the results, statistical differences in HR and RT values were verified in both
protocols, with higher values after exercise. For erythrocyte, hemoglobin and
hematocrit, there were statistically higher values at certain times compared to MO only
at IP. Hematocrit value was higher at M1 in the Il test compared to the same time in
IP. The platelet count was lower at M15 in relation to M1 in IP. In the evaluation of
oxidative stress, there was a statistical difference only for GSH concentration, with
higher values at M1 which remained up to M60. The intensity and duration of the
exercise were not sufficient to induce an increase in lipoperoxidation, evaluated by
MDA concentration. The increase of GSH in PIl signal an antioxidative response to the
proposed exercise.

Keywords: Physical exercise. Dogs. Herding. CBC. Oxidative stress.
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3.1 INTRODUCAO

A atividade fisica coloca as exigéncias metabodlicas acima da taxa basal e a
incapacidade de adaptacao as necessidades fisioldgicas do exercicio esta associada
ndo sé a fadiga e insucesso, mas também com lesbes especificas induzidas pelo
exercicio e doencas que podem comprometer o desempenho fisico e, em ultima
instancia, a saude e bem-estar do cdo de trabalho (DAVIS, 2009). Em virtude das
modificacbes que o exercicio fisico promove, alteracbes em diversas variaveis
fisiologicas e laboratoriais podem ser observadas, dependentes da duracéo,
intensidade do exercicio e nivel de treinamento (ROVIRA; MUNOZ; BENITO; 2008).

Dentre as alteracGes encontradas em decorréncia da realizacdo do exercicio
fisico estdo a eritrocitose, que pode estar presente apos o exercicio fisico ou em
resposta a acdo da adrenalina, liberada em animais excitados, com medo ou dor, e
normalmente € caracterizada por aumento temporario do hematécrito sem aumento
das proteinas plasméaticas (COWEL et al.,, 1999). A resposta pode ser evidente
também no leucograma, que pode ter valores de leucdcitos acima dos valores
considerados de referéncia em cées submetidos ao exercicio fisico extremo (DAVIS
et al., 2008), devido a esplenocontracéo, liberando principalmente linfocitos e ainda
pela demarginacdo de neutrofilos, também relacionados a adrenalina (STOCKHAM,;
SCOTT, 2008b).

Segundo Couto et al. (2011), a contagem de plaquetas pode aumentar em
relacdo aos valores de referéncia, em cées da raca Galgo apés o exercicio. O aumento
significativo de plaquetas também é observado em equinos, que similarmente aos
eritrécitos aumentam na corrente sanguinea em decorréncia da liberacdo de
catecolaminas, esplenocontragcdo e hemoconcentracdo (HIDEO et al., 1999).
Adicionalmente, a concentracdo de proteina plasmatica total pode se elevar apoés
exercicio fisico, devido a uma redistribuicdo de fluidos e eletrélitos que ocorre do
compartimento vascular para o espaco extracelular (ROVIRA; MUNOZ; BENITO;
2007).

Para que o exercicio fisico seja possivel, o oxigénio € um componente
essencial, com intima relacdo com o metabolismo celular, todavia, qualquer situacao
que ocorra excesso de consumo, como exercicio aerdbico, pode levar a producéo de
radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (ERO) (KERKSICK e WILLOUGHBY,
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2005). Radicais livres sdo moléculas ou atomos simples que possuem um elétron
desparelhado em sua 6rbita externa, o qual diminui sua estabilidade e aumenta sua
reatividade com outras moléculas ou atomos, principalmente lipidios celulares,
proteinas e bases nucléicas (MARLIN et al., 2002). A producdo de radicais livres
durante o exercicio depende de alguns fatores, tais como frequéncia, intensidade e
duracdo do exercicio e do tipo de exercicio executado, aerébio ou anaerdbio
(CAZZOLA, et al., 2003). As ERO incluem todos os radicais e ndo radicais derivados
do oxigénio, que séo eletronicamente instaveis e, por isso, altamente reativos, tendo
a capacidade de reagir com muitos compostos (AGARWAL, et al., 2005).

O estresse oxidativo € um fendmeno bioquimico que ocorre a partir de um
desequilibrio entre o sistema de defesa antioxidante e a producdo de oxidantes
(HALLIWELL e GUTERIDGE, 2007), como quando a producédo de ERO aumenta até
0 ponto em gue o sistema antioxidante celular ndo consegue remover ou neutralizar
tudo que é produzido. Uma das consequéncias do estresse oxidativo mais importante
€ a oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares. A
membrana das células € uma camada lipidica dupla na forma de um mosaico liquido
com receptores e proteinas de transporte e, a propriedade de fluidez da membrana
esta relacionada com &cidos graxos poli-insaturados e a viabilidade da célula com
esta flexibilidade. As ERO reagem com os lipidios das membranas celulares induzindo
a lipoperoxidacdo, causando perda da fluidez da membrana e aumento da
permeabilidade com liberacdo das proteinas e enzimas lisossomais do citoplasma no
espaco extracelular, lesionando os tecidos (SJODIN et al., 1990). Além disso, impede
a passagem de nutrientes, como proteinas e glicose, e diminui a capacidade de reacao
do sistema imunoldgico (KERKSICK e WILLOUGHBY, 2005).

A peroxidacéo lipidica pode ser quantificada pela mensuracdo do acumulo de
subprodutos resultantes desse processo, como o malondialdeido (MDA), que serve
como indice da intensidade da ocorréncia de tal reacdo (KERKSICK e WILLOUGHBY,
2005), sendo um dos produtos finais da lipoperoxidacdo (TODOVORA et al., 2005).

Os eritrocitos possuem, além da fungéo de troca gasosa, mecanismos efetivos
na desativacdo das ERO produzidas em outros tecidos, representando assim, uma
importante fonte antioxidante para o sangue. Entre todos 0s mecanismos que estas
células possuem, 0 mais importante € o sistema da glutationa, que consiste na
glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e nas duas enzimas

funcionalmente relacionadas, a glutationa peroxidase (GPX) e glutationa redutase. Na
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presenca de ERO, a forma reduzida da glutationa € oxidada por acdo da glutationa
peroxidase, diminuindo os niveis circulantes de GSH. Normalmente, essa forma
oxidada é rapidamente reconvertida em GSH por acao da glutationa redutase (JANIAK
et al., 2009). A GSH é um dos antioxidantes endégenos mais importantes, existente
tanto no citosol quanto na mitocondria, e o figado é o local de ressintese, suprindo
90% da GSH circulante e exportando GSH para o plasma e musculatura esquelética
em exercicios prolongados (SUN et al., 2010).

Frente a tantas possiveis respostas relacionadas a diferentes tipos de exercicio
0 objetivo deste estudo foi avaliar as possiveis alteragbes hematologicas e
relacionadas ao estresse oxidativo em cées de ragas com aptidao ao trabalho de

pastoreio, submetidos a diferentes protocolos de exercicio.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Comité de Etica

Este trabalho foi aprovado pela Comité de ética em experimentacao animal
(CETEA) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) sob o numero de
protocolo 1.07.15.

Local

O estudo foi realizado nas dependéncias do Hospital de Clinicas Veterinarias
(HCV), do Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV), da Universidade do Estado de
Santa Catarina (UDESC), em Lages/SC e contou com a colaboracao dos Servigos do

Laboratério Clinico Veterinario e de Cardiologia Veterinaria da instituicao.

Animais

Foram utilizados 11 cées adultos de racas com aptiddo ao pastoreio, sendo
sete animais da raga Australian Cattle Dog, quatro machos e trés fémeas com peso
meédio de 20,9+4,5 kg e idade média de 3,1+2,2 anos, e quatro animais da raca Border
Collie, dois machos e duas fémeas com peso médio de 17,8+1,7 kg e 1,0+0,7 anos
de idade, clinicamente sadios. Os cdes foram provenientes de proprietarios
particulares que permitiram sua participacdo nesse estudo mediante termo de
consentimento. Para avaliacdo da higidez foi obtido o historico dos animais, e 0s
mesmos foram avaliados por meio de exame fisico completo (FEITOSA, 2008),
hemograma (JAIN, 1993) e de bioguimica sérica, para constatacado de higidez. Os
animais foram submetidos a jejum hidrico de duas horas e solido de no minimo 4

horas.
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Testes de exercicio fisico

Os animais foram submetidos ao exercicio em esteira sem condicionamento
prévio, apenas com adaptacdo ao aparelho, com o objetivo de avaliar os animais sem
treinamento, eram mantidos na esteira por meio de estimulos visuais e auditivos.
Foram submetidos a dois testes de exercicio fisico em esteira ergométrica (Johnson
Treo T101, Indaiatuba-SP), com no minimo 7 dias de intervalo entre eles. Os
protocolos de exercicio foram baseados no estudo de Piccione et al. (2012) com
modificacdes. Os testes foram realizados sempre no mesmo periodo do dia.

Protocolo | (PI) exercicio de longa duracéo e baixa velocidade: duracéo de 40
minutos na velocidade de 3,8 km/h ao passo e 0% de inclinacao da esteira.

Protocolo Il (PIl) exercicio de curta duracdo e alta velocidade: duracdo de 5
min na velocidade de 3,8 km/h ao passo, seguido de 5 min na velocidade de 7,0 km/h
ao trote e 5 min na velocidade de 3,8 km/h (periodo de desaquecimento), com 0% de
inclinacdo da esteira.

Durante os testes de exercicio fisico, a temperatura e umidade relativa do
saldo foram controladas por aparelho de ar condicionado digital e monitoradas por
meio de termo-higrémetro digital, e seus valores anotados nos momentos M1 e M30

de cada teste.

Amostras

As amostras de sangue foram colhidas por meio de puncéo da veia jugular,
sendo colhidos cerca de 8 mL de sangue por momento. Foram utilizadas agulhas 21G
(Vacutainer®, BD, Juiz de Fora-MG) em sistema a vacuo, sendo acondicionados 4 mL
de sangue em dois tubos contendo anticoagulante EDTA (Vacutainer®, BD, Juiz de
Fora-MG), para realizacdo de hemograma e para obtencdo de plasma com EDTA
apos centrifugacéo, a 2000g por 10 minutos, para a mensuracao do malondialdeido
(MDA). Para a dosagem da glutationa reduzida eritrocitaria (GSH), foi utilizada a papa

de eritrocitos desta mesma amostra.
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Momentos

As amostras foram colhidas em momentos pré-estabelecidos em ambos os
testes de exercicio fisico: momento anterior ao inicio do exercicio fisico (M0), no
primeiro minuto apés o término do exercicio (M1) e 15, 30, 60 e 120 minutos apds o
término do exercicio denominados de M15, M30, M60 e M120, respectivamente.

Avaliacado da frequéncia cardiaca (FC) e temperatura retal (TR)

Os animais foram submetidos a avaliagdo da FC e da TR nos momentos MO,
M1 e M30. A avaliacado da FC foi realizada por meio de auscultagdo indireta com o
auxilio de estetoscoépio (Littmann® Classic Il 2201, 3M, St. Paul, EUA) e da TR com o

auxilio de termdmetro digital (Termo Med® 1.0, Incoterm, Porto Alegre-RS).

Hemograma

O hemograma foi processado segundo Jain (1993). O hematdcrito foi
mensurado pelo método de microhematocrito em centrifuga (MicroSpin, Jaboticabal-
SP). A contagem total de eritrécitos e leucdcitos foi realizada em contador automatico
de células (SDH-3 Vet, Labtest, Lagoa Santa-MG). A contagem diferencial de
leucdcitos foi realizada em extensdo sanguinea corado com corante hematologico
rapido (NewProv, Pinhais-PR). Além disso, foi também realizada a estimativa de
plaguetas em esfregaco sanguineo e mensurada a proteina plasmética total pelo
método de refratometria, com o auxilio de refratdmetro portatil (Digit-Biosystems,
Curitiba-PR).
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Avaliagcao do estresse oxidativo

A concentracdo de MDA e GSH foi determinada por meio de ensaio
colorimétrico com o auxilio do kit comercial para o MDA (Lipid Peroxidation (MDA)
Assay Kit, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) e para a dosagem de GSH plasmética
(Glutathione Assay Kit e Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), seguindo as instru¢cdes do
fabricante. A leitura dos dois testes foi realizada em leitor de ELISA (Biotek EILx-800,
Vermont, EUA) com o auxilio do programa computacional Gen 5 1.10. Apés a
realizacdo dos testes, os valores foram obtidos por meio de curvas padrao.

Analise estatistica

Inicialmente, os valores foram analisados segundo a sua distribuicdo pelo
teste de normalidade Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados foram analisados
estatisticamente comparando o momento MO aos momentos subsequentes, e entre
testes para cada momento. A analise dos dados foi realizada pelo teste t pareado para
dados paramétricos e pelo teste de Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. Foi
realizada ainda a correlacdo pelo teste de Pearson entre variaveis. As analises foram
processadas com o auxilio de programa estatistico computadorizado (GraphPad

Prism versao 5) com o nivel de significancia de 5%.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais de ambas as racas completaram os dois protocolos de
exercicio sem intercorréncias.

Os resultados de FC e TR apresentaram diferenca estatistica. A FC no PII foi
significativamente maior (p=0,040) no momento M1 em relacdo ao momento MO
(Figura 01). Essa alteracdo pode ser justificada pelo aumento no débito cardiaco e
consequente requerimento de oxigénio em resposta ao exercicio (ROVIRA; MUNOZ;
BENITO; 2008). Os valores de FC encontrados logo apés o exercicio foram
semelhantes aos valores encontrados por Piccione et al. (2012) em cées da raca
Beagle apos trote de 20 min a uma velocidade de 7,2 km/h, porém, foram menores do
que os encontrados em cées de diferentes ragas em treinamento de resgate, apos 20
minutos de exercicio sem que a velocidade e a marcha pudessem ser controladas
(ROVIRA, et al., 2008), e em Labradores imediatamente apds exercicio em esquema
de circuito pelo tempo de 10 minutos (MATWICHUK, et al., 1999).

Figura 01 - Média + desvio-padrdo da frequéncia cardiaca (FC) e temperatura retal (TR), de
11 cées das ragas Australian Cattle Dog (n=7) e Border Collie (n=4) submetidos
a testes de exercicio de longa duragéo e baixa velocidade (PI) e de curta duragéo
e alta velocidade (PIl) em esteira ergométrica, avaliados nos momentos antes do
exercicio (M0), no primeiro minuto (M1) e 30 minutos (M30) apos o término do

exercicio.
FCeTR
140,0 122,0£16,0
116,0%17,4 T
120,0 1065%19,1 108,0£17,0 105,5%22,1
99,6+15,8

100,0

80,0

60,0

0o 38,6£0,30 [ 38,80,50 B 39,0+0,20 I 39,4£0,40 B 38,420,20 BB8,6+0,20
40,

20,0 I I I I I

0,0

P Pl PI Pl PI Pl
MO M1 M30

EFC BTR

* Diferengas entre momentos em relagdo ao momento MO.
a Diferengas entre testes Nos mesmos momentos.
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Porém, os caes utilizados nesse estudo apresentaram ainda no MO valores de
frequéncia cardiaca relativamente altos, quando comparados com os valores de
referéncia para a espécie (FEITOSA, 2008), o que pode refletir a acdo de
catecolaminas em virtude do estresse agudo que esses animais podem ter
apresentado antes mesmo do inicio do exercicio (ERICKSON; DETWEILER, 2004).

Os valores de TR foram maiores em M1 em relagdo ao momento MO no PI
(p=0,001) e no PII (p=0,004) (Tabela 01). Houve também diferenca entre testes, sendo
significativamente maior em M1 no Pll em relacdo ao Pl (Tabela 01). O aumento na
TR encontrado em ambos os testes é esperado em animais apds a realizagdo de
exercicio fisico, pois o trabalho muscular gera um aumento na temperatura corporal
(ROVIRA; MUNOZ; BENITO, 2008), e que foi evidenciado no PIlI devido a maior
intensidade do exercicio fisico em relacéo ao PI. Os valores de TR nao foram maiores
do que os encontrados por Rovira, Munoz e Benito (2008) em caes de diferentes racas
durante treinamento para salvamento, e foram semelhantes aos encontrados por
Piccione et al. (2012) em cédes da raca Beagle durante exercicio em esteira, em
velocidade semelhante e tempo superior aos aplicados neste estudo.

As condigdes do local revelaram temperatura e umidade relativa do ar bastante
semelhantes, ndo apresentando diferenca significativa, tendo como temperatura nos
momentos M1 e M30 de 18,3 + 1,7°C e 18,5 + 0,7°C, respectivamente, e umidade
relativa de 75,5 + 5,5% (M1) e 76,3 = 7,4% (M30) nas avalia¢des do protocolo I. J4 0
protocolo Il foi executado em uma temperatura de 19,5 + 2,0°C (M1) e 19,2 + 1,5°C
(M30) e com umidade relativa de 75,0 + 8,7% (M1) e 80,5 + 7,8% (M30). Assim, a
maior temperatura retal no M1 do PIl em relacdo ao Pl ndo tem relagdo com a
temperatura ambiente.

As alteracfes no eritrograma foram discretas. O numero de eritrocitos foi menor
em M30 (p=0,026) e a concentracdo de hemoglobina em M30 (p=0,040) e M120
(p=0,039), enquanto o hematdécrito foi menor somente em M1 (p=0,001), somente no
Pl. Além disso, o hematocrito de M1 do PII foi maior em relacdo ao mesmo momento
do PI (p=0,039). N&o foi encontrada diferenca nas demais avaliacdes do eritrograma
(Tabela 02). Essa reducao da série vermelha encontrada em alguns momentos apés
o término do exercicio no Pl difere do que é descrito pela literatura, que cita aumento
no hematadcrito em funcéo do exercicio causado pela esplenocontragéo, desidratacéo

e extravasamento de fluidos para a musculatura, o que contribui para a diminuigéo do
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volume plasmético e consequente aumento no hematécrito (STOCKHAM; SCOTT,
2008a; ANGLE, et al., 2009; PICCIONE, et al., 2012).

Tabela 01 - Média * desvio-padrao dos parametros do eritrograma de 11 cées das racas Australian Cattle Dog

o término do exercicio.

(n=7) e Border Collie (n=4) submetidos a testes de exercicio de longa duracéo e baixa velocidade
(PI) e de curta duracao e alta velocidade (Pll) em esteira ergométrica, nos momentos antes do
exercicio (M0), no primeiro minuto (M1), 15 (M15), 30 (M30), 60 (M60) e 120 (M120) minutos apds

Parametro

Teste

MO M1

p M15 M30 p M60 M120 p
Eritréci Pl 6,34£0,63 6,19+0,46 6,24+0,90 6,04+0,30° 0,026 5,95+0,69 5,97+0,54
ritrocitos
(x108/uL) Pl 6,02+0,76 6,31+1,03 5,81+0,58 6,01+0,63 5,89+0,51 5,89+0,58
p
Hemoglobina P! 14,9+1,7  14,5%1,2 14,7¢1,3  14,1+0,9° 0,04 14,1+1,2 14,0£#1,4° 0,039
(g/dL) PIl 14715 150414 143415  143+15 144512 14,0412
p
Hematécrito P! 43,5+4,2 41,3+3,5A 0,001 41,2+3,3 41,724 41,8+4,0 41,445
(%) PIl 421+40 42,7+318 414436 415+38 419438 411437
p 0,039
VGM (fL) Pl 692+51 668+14 66,5+6,3 69,1+4,2 70,6 +5,6 69,3+3,4
p
Pl 344+17 351+14 356+1,4 338+16 339+23 338+17
CHGM (%)
P 350+13 351+1,7 345+14 344+14 344+13 344+1,0
p

* Diferengas entre momentos em relagdo ao momento MO.
AB Diferencas entre testes nos mesmos momentos.

Dzhelebov et al. (2009) e Lucas et al. (2015) também observaram diminuicédo

do hematdcrito logo apds o exercicio em cdes sem raca definida e em Greyhounds,

respectivamente, que foi atribuida ao treinamento dos céaes, alterando os valores

basais destes animais. Porém, neste estudo os cdes nao foram submetidos a

treinamento e o periodo de exercicio ndo foi extenso. Contudo, pode ser observado

que os valores do eritrograma se mostram maiores no MO, principalmente no PI, em

relacdo aos demais momentos, 0 que pode ter ocorrido em consequéncia de um

possivel estresse agudo sofrido por esses animais antes da préatica do exercicio, 0
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que pode ter contribuido para a liberagédo de catecolaminas, como a adrenalina, com
consequente esplenocontracdo (STOCKHAM; SCOTT, 2008a). Mas, essas
diferencas observadas nao apresentam relevancia clinica, ja que os valores se
mantiveram dentro do intervalo de referéncia para a espécie (JAIN, 1993).

N&o houve diferenca estatistica nos valores de leucograma dos cées avaliados
nos diferentes testes de exercicio (Tabela 03). Diferentemente, outros autores em
equinos (ZOBBA, et al. 2011) e em caes (DAVIS, et al., 2008; LUCAS, et al., 2015),
observam leucocitose apOds o0 exercicio, podendo ser causado pela acdo de
catecolaminas em relacao a mobilizacdo marginal de neutrofilos além da liberacao de
linfécitos devido a esplenocontracdo (MUNOZ, et al., 1999). Além disso, pode estar
associado ao dano causado a musculatura, em que pode ocorrer uma resposta imune
ativando os leucadcitos para que aconteca a sinalizacdo molecular inflamatoria, o que
culminard com a migracdo de células inflamatérias para o tecido (NIEMAN;
NEHLSEN-CANNARELLA, 1994; WALSH, et al., 2011). Neutrofilos podem ser
mobilizados para a circulacédo apds o exercicio, e podem posteriormente se infiltrar no
tecido prejudicado (BEATON, et al., 2002). Entretanto, essas alteracdes dependem da
intensidade e frequéncia do exercicio para provocarem uma resposta imune, podendo
aumentar ou diminuir a mesma (ORTEGA, 2003). O fato desse estudo né&o ter
encontrado resultados semelhantes aos demais autores quanto as respostas
eritrocitaria e leucocitaria, pode ser justificada pela aptiddo que a raca possui para a
realizacdo de exercicios fisicos, de modo que os testes ndo configuraram um desafio
suficiente para provocar alteracdes semelhantes. Além disso, os valores de
mantiveram dentro dos intervalos de referéncia para a espécie (JAIN, 1993), ndo
gerando relevancia clinica.

Mesmo sem diferenca estatistica, foi observada uma tendéncia ao aumento de
neutréfilos e uma diminuicéo de linfécitos nos momentos M60 e M120, que poderia
ser em resposta a liberagdo de cortisol, em consequéncia de estresse cronico
desenvolvido por esses animais devido a manipulacédo para coletas sequenciais de
amostras de sangue (STOCKHAM; SCOTT, 2008b). Porém, este estudo néo

mensurou as concentracdes de cortisol, que poderiam elucidar esta resposta.
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Tabela 02 - Mediana (Percentil 25; Percentil 75) de leucograma de 11 cées das racas Australian Cattle Dog

(n=7) e Border Collie (n=4) submetidos a testes de exercicio de longa duracéo e baixa velocidade
(PI) e de curta duracao e alta velocidade (PIl) em esteira ergométrica, nos momentos antes do
exercicio (MO0), no primeiro minuto (M1), 15 (M15), 30 (M30), 60 (M60) e 120 (M120) minutos apés
o término do exercicio.

Parametro Teste MO M1 M15 M30 M60 M120
Leucécitos  p| 12120 11880 13330 10700 11410 11420
(uL) (8000;17650)  (9800;14300)  (10025:18150) (8800;15400) (10300;14850) (9600;16700)
PI 15080 15110 13000 12450 14100 13950
(11680;16600) (10470;16680)  (9880;16680) (10400;17120) (10930;17500) (11200;16720)
Neutréfilos  p| 7389 7991 9305 7210 8910 8610
(uL) (6106;9687) (6596;10583)  (6129;11935)  (6806;9702)  (7416;9768)  6816;11644)
P 8709 9996 6838 9416 10673 10336
(7128;11159)  (6839;11135)  (6050;11901) (6720;10716) (6384;11478) (7505;11160)
Linfécitos P 2871 2425 2722 2247 1957 1940
(uL) (975;3312) (1573;2851) (2016;3427)  (1610;2575)  (1308;2656)  (1470;2464)
PI 2354 3020 2280 2835 2320 1805
(891;3270) (1584;3432) (1838;3370)  (1906;3546)  (1313;2934)  (1618;2584)
. 988 914 858 1430 854
Eosinéfilos .
(uL) PI (345;2456) 1188(254;2.123) (340;1756) (264;2324) (299;1782) (226;1968)
904 _ 1596 357 420 _
PII (471;2483) 624 (296,1994) 490;2746) (294;2179) (138;3119) 380 (95:2842)
Ba(s,ﬁ[')'“ Pl 0 (0,0) 0 (0:0) 0 (0:0) 0 (0:0) 0 (0:0) 0 (0:0)
PII 0 (0;0) 0 (0;0) 0 (0,0) 0 (0;0) 0 (0,0) 0 (0;0)
Monécitos

(/uL)

[=]] 450 (364;756)

755 (331-
1168)

373 (285;579) 783 (462:996) 774 (249;818) 332 (111;700) 492 (138;616)

314 (213;495) 541 (292;817) 373 (0;630) 391 (202;580) 448 285;680)

[l

Os cées apresentaram menores valores de contagem de plaquetas em M15 em

relacdo ao momento MO no PI (p=0,032) (Tabela 4). Uma diminuicdo de plaquetas

também foi encontrada em equinos apds o término do exercicio (ZOBBA, et al., 2011),

mas, assim como neste estudo, difere da literatura, que descreve o aumento na

contagem de plaquetas em resposta a contracdo esplénica resultante da liberacdo de

catecolaminas no exercicio fisico (HIDEO, et al., 1999).Esse achado também pode

ser interpretado baseando-se na ocorréncia de uma possivel estresse agudo ainda no

MO, o que levaria a ocorréncia de esplenocontracdo em resposta a acao de adrenalina,

gue geraria um aumento na contagem de plaquetas (THRALL, 2007). Fato esse, que

pode ser observado também no eritrograma deste estudo. Porém, como os valores se
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mantiveram dentro da normalidade para a espécie (JAIN, 1993), ndo ha relevancia
clinica.

Quanto a concentracao de PPT, ndo houve diferenca estatistica (Tabela 04). A
manutencao dos valores de PPT durante os momentos, sem gue houvesse aumento
apos o término do exercicio, como observado também em cées da raca Galgo apos
exercicio de corrida (LUCAS, 2015) pode ser em razdo da aptiddo da raca ao
exercicio, ndo demonstrando assim alteracbes compativeis com a adaptacéo
necessaria a desafios maiores. Os valores de PPT se mantiveram dentro dos valores

de referéncia para a espécie (KANEKO, 2008).

Tabela 03 - Médias + desvio-padrao da contagem de plaquetas e mensuracdo de PPT de 11 cées
das racas Australian Cattle Dog (n=7) e Border Collie (n=4) submetidos a testes de
exercicio de longa duragéo e baixa velocidade (PI) e de curta duracao e alta velocidade
(PIl) em esteira ergométrica, nos momentos antes do exercicio (MQ), no primeiro
minuto (M1), 15 (M15), 30 (M30), 60 (M60) e 120 (M120) minutos apos o término do
exercicio.

Parametro Teste MO M1 M15 p M30 M60 M120

Pl 427,3%217,6 306,3+59,2 302,6+52,9" 0,032 334,3+61,8 352,1+54,0 333,9+68,9

Plaquetas
(x103/Wl)  pPII 390,2+130,7 323,4+65,1 333,7+72,2 330,2454,6 323,2+42,4 340,7+47,6
p
il PI 6,58+0,37  6,46+0,46 6,60+0,43 6,44+0,50 6,44+0,65 6,50+0,39
PPT (g
PIl 6,73+t0,42  6,70+0,39 6,70 +0,48 6,73+0,58 6,67+0,51  6,61+0,44
p

* Diferengas entre momentos em relagdo ao momento MO.

Na avaliacdo do estresse oxidativo nao foi observada diferenca estatistica para
o MDA, que é um dos produtos finais da peroxidacéo lipidica que ocorre como
consequéncia do estresse oxidativo induzido pelo exercicio fisico (SUN, et al. 2010).
Contudo, houve diferenca estatistica para variavel GSH, com maiores valores
observados nos momentos M1 (p=0,002), M15 (p=0,007), M30 (p=0,007) e M60
(p=0,049) no PI (Tabela 05). Esse aumento na concentragcdo de GSH pode indicar
modificacdes musculares recentes, mas como ocorre uma adaptacdo rapida ao
exercicio com aumento de seus niveis celulares e consequentemente poucas

alteracdes apoOs 0 exercicio por ser parte importante do sistema antioxidante celular
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(WILLIAMS, et al., 2004). Resultados semelhantes foram encontrados em equinos,
cujos grupos que realizavam exercicio fisico em diferentes intensidades apresentaram
maiores valores de GSH em relagéo aquele grupo que nao realizava exercicio fisico
(FERNANDES, et al., 2012). O que pode ser explicado fundamentado em outros
estudos que indicam que as fibras musculares esqueléticas se adaptam a doses
regulares de exercicio de alta intensidade aumentando os niveis de GSH
(LEEUWENBURGH, et al., 1994).

Tabela 04 - Média + desvio-padrao da concentracao de malondialdeido (MDA) e glutationa reduzida
(GSH) de 11 cées das racas Australian Cattle Dog (n=7) e Border Collie (n=4)
submetidos a testes de exercicio de longa duracéo e baixa velocidade (PI) e de curta
duracdo e alta velocidade (Pll) em esteira ergométrica, nos momentos antes do
exercicio (MQ), no primeiro minuto (M1), 15 (M15), 30 (M30), 60 (M60) e 120 (M120)
minutos apés o término do exercicio.

Pardmetro Teste MO M1 p M15 p M30 p M60 p M120
MDA P 142+ 151+ 1,35+ 1,49 + 1,50 + 1,50 +
(umol/L) 0,60 0,04 0,45 0,03 0,03 0,03
Pl 1,35+ 1,35+ 1,49 + 1,35+ 1,48 + 1,35+
0,45 0,45 0,03 0,45 0,02 0,45
3,75+ 3,97+ 3,90 + 3,94 + 4,00 + 3,83 +
GSH ’ L ’ X ’ X ’ = ’ - ’ —
(nmoliul) PI 0,09 0.52° 0,002 0.20° 0,007 0.19° 0,007 0.69° 0,049 0,20%
Pl 3,79+ 3,80+ 3,86 + 3,89 + 3,83+ 3,96 +
0,11 0,13 0,38 0,44 0,18 0,60

* Diferengas entre momentos em relagdo ao momento MO.

Os valores de MDA néo apresentaram diferenca estatistica, porém no PIl houve
um discreto aumento no momento M15 em relacdo ao momento MO. O grau de
peroxidacao lipidica pode ser avaliado por meio da quantificacdo do acumulo de
subprodutos resultantes desse processo como por exemplo o MDA, que pode servir
como indice da intensidade da ocorréncia desta reacao (KERKSICK; WILLOUGHBY,
2005). A resposta em cées neste estudo para a concentragao de MDA foi diferente da
encontrada por Yonezawa et al. (2014) em equinos, que observaram aumento apés o
exercicio fisico. Porém, a falta de significancia pode indicar que o exercicio proposto
nao chegou a gerar um evento de peroxidacao lipidica, mas o aumento de GSH logo
apos o exercicio pode ser considerado uma resposta antioxidante satisfatéria desses

cédes, e gue como resposta ao estimulo a oxidacédo, ndo permitiu que a lipoperoxidagéo



39

ocorresse. Contudo a relagdo entre MDA e GSH nao pode ser considerada ja que o
teste estatistico ndo revelou correlacéo entre as variaveis no Pl (r=0,078; p=0,543) e
no PIlI (r=0,070; p=0,587). Esse fato foi observado também por Fernandes et al.
(2012), que nao observaram correlacbes entre MDA e GSH em equinos de trote
submetidos a exercicio fisico. Em relacéo aos resultados encontrados, poderia ter sido
observada uma correlacao positiva entre as variaveis, sendo que, a medida em ha
aumento de MDA ha também elevacgao nos valores de GSH, como resposta e controle

do metabolismo oxidativo.
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3.4 CONCLUSAO

A avaliacdo da hematologia e de marcadores de estresse oxidativo em cées das
racas Australian Cattle Dog e Border Collie submetidos a exercicio fisico em esteira
ergomeétrica permite concluir que os protocolos de exercicio utilizados ndo produzem
alteracdes relevantes no hemograma, contagem de plaquetas e proteina plasmatica total,
e além disso, ndo induz lipoperoxidacdo, mas foi suficiente para promover resposta

antioxidante.
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4 CAPITULO I

Capitulo 2: Avaliacdo de variaveis bioquimicas em cées de pastoreio submetidos a
exercicio fisico em esteira ergométrica.

RESUMO

O exercicio fisico pode induzir alteracdes celulares, dependendo da sua intensidade
e duracdo. O conhecimento dos limites a partir dos quais essas alteracées ocorrem é
de grande importancia principalmente para o diagnostico e tratamento de cées
utilizados em trabalhos que exigem esforco fisico. O objetivo deste estudo foi avaliar
diferentes varidveis bioquimicas clinicas em cées submetidos a exercicios de
diferentes intensidades. Para isso, foram utilizados 11 caes de pastoreio machos e
fémeas, adultos, clinicamente saudaveis Apds a selecdo dos animais, estes foram
submetidos a dois testes de exercicio, com pelo menos sete dias de intervalo entre
eles. O protocolo | (PI) consistiu em exercicio de longa duracéo e baixa velocidade,
sendo que cada céo foi submetido a 40 minutos ao passo na velocidade de 3,8 km/h,
com a esteira na posicao horizontal, sem inclinagéo. No protocolo Il (PIl) cada um dos
cédes foi submetido ao exercicio de curta duragéo e alta velocidade, iniciando com 5
min ao passo a 3,8 km/h, 5 min ao trote a 7,0 km/h e por fim 5 min ao passo a 3,8
km/h também com a esteira na posi¢do horizontal, sem inclinacdo. A avaliacdo das
enzimas musculares foi realizada por meio da determinacao da atividade de aspartato
aminotransferase (AST) e creatinaquinase (CK). Ainda foram mensuradas as
concentracfes de lactato e glicose plasmaticos, além de ureia e creatinina séricas.
Os cées foram avaliados antes do exercicio (M0), imediatamente ap6s o exercicio
(M1), e em 15 (M15), 30 (M30), 60 (M60) e 120 (M120) minutos apds o término do
exercicio. Os valores das enzimas musculares e de lactato ndo apresentaram
diferenca estatistica. J4 a concentracdo de creatinina foi estatisticamente menor em
M2120 no Pl e maior em M1 e M30 no PIl. A concentracdo de glicose apresentou
aumento no Pl em M120, e em M15, M30, M60 e M120 no PII. Além disso, em M30
foi observado um maior valor no Pll em relacdo ao Pl. Desse modo, foi possivel
concluir que exercicio de diferentes duracdes e intensidades provocaram alteracfes
bioquimicas, porém a intensidade e duracdo do exercicio neste estudo nao
apresentou um desafio muito evidente para estes cées.

Palavras chave: Exercicio fisico. Caes. Patoreio. Enzimas musculares. Bioguimica
clinica.



45

ABSTRACT

Physical exercise can induce cellular changes depending on intensity and duration.
Knowledge of the limits from which these alterations occur has great importance mainly
for the diagnosis and treatment of dogs used in works that require physical effort, which
can vary in intensity. The objective of this study was to evaluate different clinical
biochemical variables in dogs submitted to exercise of different intensities. For this
purpose, 11 male and female, adult herding dogs healthy were used. After the selection
of the animals, they underwent two exercise tests, with at least seven days interval.
The protocol | (PI) consisted of a long duration and low intensity exercise, which each
dog walked for 40 minutes at 3.8 km/h, at horizontal position (0% inclined). In the
protocol II (PIl), each dog underwent short duration and high intensity exercise test,
starting with a walk for 5 min at 3.8 km/h, trot for 5 min at 7.0 km/h and walk again for
5 min at 3.8 km/h, also with the treadmill at horizontal position (0% inclined). Muscle
enzymes were evaluated by determining the activity of aspartate aminotransferase
(AST) and creatine kinase (CK). Plasma lactate and glucose levels, as well as serum
urea and creatinine levels, were measured. The dogs were evaluated before exercise
(MO0), immediately after exercise (M1), and at 15 (M15), 30 (M30), 60 (M60) and 120
(M120) minutes after the exercise. The values of muscle enzymes and lactate were
not statistically different. The creatinine concentration was statistically lower at M120
in Pl and higher at M1 and M30 in PII. The glucose concentration increased in Pl at
M120, and at M15, M30, M60 and M120 in PII. In addition, at M30 a higher value was
observed in Pll in relation to PI. Thus, it was possible to conclude that the exercise of
different durations and intensities caused biochemical changes, but the intensity and
duration of exercise in this study did not present a very evident challenge for these
dogs.

Keywords: Physical exercise. Dogs. Herding. Muscle enzymes Clinical biochemistry.
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4.1 INTRODUCAO

O exercicio fisico pode induzir uma série de alteracdes em fluidos, eletrdlitos e
balanco &cido-basico, mas dependem de vérios fatores como intensidade e duragéo
do exercicio, nivel de treinamento, termorregulacdo e condi¢cdes climéticas
(HINCHCLIFF, et al., 1997). A avaliacdo de uma possivel lesdo muscular é bastante
utilizada em animais atletas, na qual a determinacéo da atividade sérica das enzimas
musculares ocupa papel importante, sendo as principais enzimas avaliadas a
creatinaquinase (CK), aspartato aminotransferase (AST) e a lactato desidrogenase
(LDH). Suas atividades séricas aumentam quando ocorre lesdo muscular esquelética
e/ou cardiaca (CARDINET, 1997; GONZALEZ, 2006).

A enzima AST esté presente em muitos tecidos como duas isoformas, no citosol
e na mitocdndria, sendo mais abundante no figado e nos musculos, é utilizada como
indicador de danos nesses tecidos (VALBERG, 2008), e a lesdo muscular indicada
pela AST pode ser reversivel ou irreversivel (STOCKHAM; SCOTT, 2008a). O
comportamento das enzimas CK e AST é diferente, sendo que a CK apresenta
aumento e depuracio anteriores & AST (GONZALEZ, 2006), tendo um pico de quatro
a seis horas apds a realizacdo do exercicio (MACLEAY, et al., 2000), e niveis
persistentemente altos indicativos de lesdo continua. Assim, o padrdo dessas enzimas
pode indicar o estagio do problema (GONZALEZ, 2006). Entre as causas de aumento
da atividade sérica de CK se destaca o exercicio de alta intensidade (STOCKHAM,
1995). Comparando diferentes intensidades de exercicio em equinos, Siciliano et al.
(1995) observaram que as atividades de CK e AST foram mais intensas em resposta
ao exercicio moderado quando comparado com o exercicio intenso. O aumento da
atividade dessas enzimas também foi observado em galgos apds exercicio fisico
(LUCAS, et al., 2015).

Outra avaliacdo laboratorial importante relacionada ao exercicio € a
mensurac¢ao do lactato, que é produzido como produto do trabalho muscular durante
todo tipo de exercicio. A relacao entre sua concentracdo sanguinea e a velocidade de
exercicio pode ilustrar a situacdo na qual a contribuicdo do metabolismo aerdobico
comeca a ser insuficiente frente aos requisitos energéticos totais (ERICKSON, 1996).
No exercicio realizado em alta velocidade, no qual a carga de trabalho esta entre 65%

a 85% do consumo maximo de oxigénio, as células mantém o requisito energético de
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ATP para a contragcdo muscular por meio do metabolismo anaerobico da glicose, que
resultam no acumulo do &cido latico nas células musculares com consequente
desenvolvimento de acidemia (EVANS, 2000). A glicose € a principal fonte energética
para a contracdo muscular que ocorre, predominantemente, por via aerdbica, nos
animais submetidos a provas de longa duracdo (FERNANDES; LARSSON, 2000),
fatores enddcrinos como insulina, glucagon, adrenalina e noradrenalina sé&o
importantes reguladores do fluxo de glicose durante o exercicio (COGGAN, 1991).

O musculo esquelético responde por cerca de 90% do oxigénio total consumido
durante um trabalho muscular muito ativo. No sistema contratil das células dos
musculos esqueléticos, a miosina e a actina sdo especializadas na transducdo de
energia quimica, a partir da hidrélise de ATP, em movimento mecéanico. A quantidade
de ATP armazenada no musculo é relativamente pequena, por isso a capacidade de
executar uma intensidade de exercicio depende da taxa de producédo de ATP a partir
de outras fontes, sendo utilizados acidos graxos, corpos cetdnicos e glicose como
substratos, dependendo do grau de atividade muscular (LEHNINGER, et al., 2014). O
muasculo €, provavelmente, o tecido corporal com maior variacdo na sua taxa
metabdlica, uma vez que o musculo em repouso dispende muito pouca energia
enquanto um musculo em exercicio maximo pode aumentar o seu metabolismo em
20 vezes ou mais (DAVIS, 2009).

O exercicio fisico, dentre outros fatores pré renais como a desidratacdo, podem
causar aumento nas quantidades de ureia e creatinina, que sdo marcadores de fungéo
renal (McGWAN; HODGSON, 2014). A ureia se origina da metaboliza¢do hepatica de
compostos nitrogenados e é eliminada do organismo por via renal (FERNANDES,;
LARSSON, 2000). A maior parte da ureia € excretada pelos rins e, por isso, é
considerada um dos indices que avaliam a taxa de filtracdo glomerular, com valores
inversamente proporcionais (SCHOSSLER, et al., 2001). Em estudos realizados com
equinos sob exercicio, foram verificadas altera¢cdes relacionadas a dosagem de ureia,
antes e apos o exercicio, como descrito por Fernandes et al. (2010).

Da mesma forma que a ureia, a creatinina é utilizada na avaliacdo da funcéo
renal, a maior parte da creatinina se origina da creatina enddégena. Os aminoacidos
arginina e glicina se combinam para formar guanidinoacetato no pancreas, rins e
intestino delgado. No figado, a metionina fornece um grupo metil para converséo de
guanidinoacetato em creatina, que circula no plasma e é captada pelos musculos,

onde a energia € armazenada na forma de fosfocreatina e, por meio de uma quebra
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nao enzimatica espontanea, origina-se a creatinina. Este produto ndo sofre apreciavel
metabolismo, sendo excretado quase que exclusivamente por filtragcdo glomerular
(CHEW,; Di BARTOLA, 1992). A massa muscular individual € um dos principais fatores
limitantes a utilizacdo da creatinina, uma vez que a sua concentracado plasmatica é
reflexo da sua producdo. Quando h& lesdo de midcitos com adequada funcao renal, o
excesso de creatinina é rapidamente removido do plasma (MARTINEZ, et al., 2003;
HOJS, et al., 2006).

Todas as possiveis alteracdes bioguimicas relacionadas ao exercicio podem
ser expressas em diferentes modos ou intensidades, nas diferentes espécies e racas.
Assim, este estudo procurou avaliar a resposta demonstrada em exames bioquimicos
frente ao exercicio fisico realizado por cdes de raca com aptiddo ao trabalho de

pastoreio.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Comité de Etica

Este trabalho foi aprovado pela Comité de ética em experimentacdo animal
(CETEA) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) sob o numero de
protocolo 1.07.15.

Local

O estudo foi realizado nas dependéncias do Hospital de Clinicas Veterinarias
(HCV), do Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV), da Universidade do Estado de
Santa Catarina (UDESC), em Lages/SC e contou com a colaboracao dos Servigos do

Laboratério Clinico Veterinario e do Servico de Cardiologia Veterinaria da instituicao.

Animais

Foram utilizados 11 cées adultos de racas com aptiddo ao pastoreio, sendo
sete animais da raga Australian Cattle Dog, quatro machos e trés fémeas com peso
meédio de 20,9+4,5 kg e idade média de 3,1+2,2 anos, e quatro animais da raca Border
Collie, dois machos e duas fémeas com peso médio de 17,8+1,7 kg e 1,0+0,7 anos
de idade, clinicamente sadios. Os cdes foram provenientes de proprietarios
particulares que permitiram sua participacdo nesse estudo mediante termo de
consentimento. Para avaliacdo da higidez foi obtido o histérico dos animais, e 0s
mesmos foram avaliados por meio de exame fisico completo (FEITOSA, 2008),
hemograma (JAIN, 1993) e de bioguimica sérica, para constatacado de higidez. Os
animais foram submetidos a jejum hidrico de duas horas e sdlido de no minimo 4

horas.
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Testes de exercicio fisico

Os animais foram submetidos ao exercicio em esteira sem condicionamento
prévio, apenas com adaptacdo ao aparelho, com o objetivo de avaliar os animais sem
treinamento, eram mantidos na esteira por meio de estimulos visuais e auditivos.
Foram submetidos a dois testes de exercicio fisico em esteira ergométrica (Johnson
Treo T101, Indaiatuba-SP), com no minimo 7 dias de intervalo entre eles. Os
protocolos de exercicio foram baseados no estudo de Piccione et al. (2012) com
modificacdes. Os testes foram realizados sempre no mesmo periodo do dia.

Protocolo | (PI) exercicio de longa duracéo e baixa velocidade: duracéo de 40
minutos na velocidade de 3,8 km/h ao passo e 0% de inclinacdo da esteira.

Protocolo Il (PIl) exercicio de curta duragao e alta velocidade): duracdo de 5
min na velocidade de 3,8 km/h ao passo, seguido de 5 min na velocidade de 7,0 km/h
ao trote e 5 min na velocidade de 3,8 km/h (periodo de desaquecimento), com 0% de

inclinacdo da esteira.

Amostras

As amostras de sangue foram colhidas por meio de puncéo da veia jugular,
sendo colhidos cerca de 10 mL de sangue por momento. Foram utilizadas agulhas
21G (BD Vacutainer, Juiz de Fora-MG) em sistema a vacuo, sendo acondicionados 8
mL de sangue em tubos sem anticoagulante, com ativador e separador do coagulo
(BD Vacutainer, Juiz de Fora-MG) para obtencao de soro e 2 mL de sangue em tubos
contendo fluoreto de sédio (BD Vacutainer, Juiz de Fora-MG) para obtencdo de
plasma com fluoreto, ambos destinados as dosagens bioquimicas.

Momentos

As amostras foram colhidas em momentos pré-estabelecidos em ambos os

testes de exercicio fisico: momento MO anterior ao inicio do exercicio fisico, no
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primeiro minuto apés o término do exercicio (M1) e 15, 30, 60 e 120 minutos apds o
término do exercicio, denominados de momentos M15, M30, M60 e M120,

respectivamente.

Dosagens bioquimicas

Para a realizacdo das dosagens dos parametros bioquimicos, as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 2000g para a obtencao de soro e plasma, que
foram posteriormente acondicionados em microtubos de polipropileno e armazenados
a -20°C até o processamento. Foram realizadas as dosagens séricas da atividade de
creatina quinase (CK) e aspartato aminotransferase (AST) pelo método UV, e da
concentracdo de ureia (método enzimatico UV) e creatinina (método Picrato alcalino-
Jaffé). As dosagens de lactato (método enzimatico-Trinder) e glicose (metodologia
GOD-Trinder) foram realizadas nas amostras de plasma com fluoreto de sodio. Todas
as dosagens foram realizadas por meio de testes colorimétricos com kits comerciais
(Labtest, Lagoa Santa-MG) em analisador automatico (Labmax Plenno, Labtest,
Lagoa Santa-MG).

Andalise estatistica

Inicialmente, os valores foram analisados segundo a sua distribuicdo pelo
teste de normalidade Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados foram analisados
estatisticamente comparando o momento MO aos momentos subsequentes, e entre
testes para cada momento. A andlise dos dados foi realizada pelo teste t pareado para
dados paramétricos e pelo teste de Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. Foi
realizada ainda a correlacdo pelo teste de Pearson entre as variaveis. As analises
foram processadas com o auxilio de programa estatistico computadorizado

(GraphPad Prism verséao 5) com o nivel de significancia de 5%.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais de ambas as racas, completaram os dois protocolos de
exercicio sem intercorréncias.

Os valores das enzimas musculares ndo revelaram diferenca estatistica
(Tabela 06), o que diverge dos resultados encontrados na literatura em caes de treno
em exercicios longos (QUERENGAESSER, et al., 1994; WAKSHLAG, et al., 2010),
em cdes da raca Beagle em exercicio em esteira (PICCIONE, et al., 2012), em equinos
praticando polo (ZOBBA, et al. 2011) e em humanos em maratona (KANDA, et al.,
2014), que sugerem um aumento na atividade sérica de CK apds atividade fisica o
gue tem sido associado a lesdo muscular, gue pode ainda resultar em dor, diminuicao
da amplitude de movimento, inchagco e queda de desempenho (McLELLAN, et al.,
2011). A mensuracgédo da atividade AST sobretudo em conjunto com a da CK sérica
pode indicar se a lesdo muscular esta resolvida ou se esta se apresentando de forma
continua (SCOTT MONCRIEFF, et al., 1990). Segundo Procajlo et al. (2006), que
estudou o exercicio em caes de treng, a falta de treinamento e consequente adaptacao
fisica ao exercicio é o responsavel pela ocorréncia de lesdes musculares, e
consequentemente do aumento da atividade das enzimas musculares. Nesse estudo,
os caes ndo foram submetidos a treinamento para o exercicio fisico realizado, e, esses
achados podem evidenciar a aptiddo da raca para o exercicio fisico, nao
representando estes protocolos propostos, desafio suficiente para que fossem

observadas alterac6es musculares.
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Tabela 05 - Mediana (Percentil 25; Percentil 75) da atividade sérica de creatina—quinase (CK), aspaftato
aminostransferase (AST) e concentracao plasmaticade de lactato e glicose de 11 cades das racas
Australian Cattle Dog (n=7) e Border Collie (h=4) submetidos a testes de exercicio de longa duracao e
baixa velocidade (PI) e de curta duracéo e alta velocidade (PIl) em esteira ergométrica, nos momentos
antes do exercicio (M0), no primeiro minuto (M1), 15 (M15), 30 (M30), 60 (M60) e 120 (M120) minutos

apos o término do exercicio.

Parametro Teste MO M1 M15 p M30 p M60 p M120 p
96 94 90 93 84 _
ck iy P (68;117)  (65;121)  (68;143) (68;113) (62;112) 70 (59:99)
PIl 84 105 72 92 83 75
(73;153)  (47;155)  (56;137) (44;164) (42;194) (31;130)
AST (UIlL) Pl 22(16;31) 23(19;30) 24 (20;30) 24 (18;29) 24 (17;26) 21 (17;27)
Pll 24 (15;34) 21 (16;29) 22 (15;29) 25 (14;28) 20 (17;26) 23 (15;31)
Lactato Bl 1,22 1,11 1,11 1,11 1,00 1,00
(nmol/L) (0,67;4,00) (0,67;2,11) (0,56;2,11) (0,56;2,11) (0,67;2,89) (0,56;2,11)
BIl 1,33 1,55 1,33 1,22 1,00 1,00
(0,67;3,66) (0,89;2,44) (0,56;2,44) (0,78;2,00) (0,56;1,89) (0,67;1,89)
PI 102,0 104,0 106,0 104,0 109,0 117,0 0.03
Glicose (96;110)  (92;112)  (95;110) (89;109)A (91;119) (107;120)"
108,0
(mg/dL) 105,0 98,5 109,0 o o 115,0 120,0 )
PII (94:108)  (90:108) (100:118)° 0,038 (103’3119) 0,012 (108:120)° 0,0005 (109:134)° 0,000z
p 0,035

* Diferengas entre momentos em relagdo ao momento MO.
AB Diferencas entre grupos nos mesmos momentos.

Os valores de lactato, embora tenham demonstrado um discreto aumento logo
apos o exercicio no PIl, ndo apresentaram diferenca significativa (Tabela 6). O
aumento de lactato € amplamente descrito na literatura (ROVIRA; MUNOZ; BENITO,
2007a; ROVIRA; MUNOZ; BENITO 2007b; ROVIRA, 2008; PICCIONE, et al., 2012),
pois 0 mesmo comeca a ser produzido quando o oxigénio ndo é suficiente para
produzir toda a energia que € necessaria para o esforco fisico. No entanto, o sistema
cardiovascular tem uma capacidade de reserva de tal maneira que o metabolismo
anaerobio (limiar de lactato) ndo se inicia até que a tensédo de oxigénio no sangue
venoso diminua a um determinado valor (KITTLESON, et al., 1996). No c&do, em
contraste com o que é observado em humanos e em equinos, um aumento da carga
de trabalho no exercicio ndo parece induzir alteragdes abruptas na concentracéo do
lactato sanguineo, embora variagcfes significativas tenham sido observadas entre as
diferentes fases de esforco (FERASIN; MARCORA, 2009).
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A concentracéo de glicose foi estatisticamente maior em M120 no PI, e em M15,
M30, M60 e M120 no PII. Além disso, a glicemia em M30 no teste PII foi maior do que
Pl (Tabela 06). Esse aumento pode estar associado a uma importante acao simpatica
com subsequente reducéo de insulina (ROVIRA, et al., 2007b) relacionada a liberacdo
das catecolaminas no exercicio fisico. Esse achado corrobora com Angle et al. (2009),
que também encontraram o aumento na concentracéo de glicose apds o exercicio em
cées de varias racas em treino com trend. Porém, varias citacées na literatura nao
descreveram alteracdes significativas em relacdo a glicose (ROVIRA, et al., 2007b;
ROVIRA, et al., 2008) ou relataram uma diminuicdo gerada por uma hipoglicemia
causada pelo exercicio (PICCIONE, et al., 2012). Esse aumento observado
principalmente nos momentos M60 e M120 podem ainda ser resultado da acéo de
cortisol, em consequéncia ao possivel estresse cronico sofrido por esses animais em
virtude da manipulacdo para coleta de amostras de sangue (STOCKHAM; SCOTT,
2008b).

Na avaliacao da funcéo renal foi observada diferenca significativa somente para
a concentracdo de creatinina sérica (Tabela 7), que se apresentou menor no Pl em
M120 e um maior no Pl em M1 e M30. Uma diminuigéo na concentracao de creatinina
também foi observada por Wakshlag et al. (2010), porém com um protocolo de
exercicio muito mais intenso. Como os valores se mantiveram dentro da referéncia
(KANEKO, 2008) para espécie, essa diferenca pode ser oriunda de um achado
ocasional. O aumento na concentracdo de creatinina logo apds o exercicio e em M30
em PII pode ser justificado pelo aumento da formag&do em virtude do catabolismo
muscular durante o exercicio e diminuicdo na excrecao renal durante o exercicio
(ROVIRA, 2008), fato também encontrado em caes de trené (QUERENGAESSER, et
al., 1994; ANGLE, et al., 2009).
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Tabela 06 - Média = desvio-padrdo da concentracdo sérica de ureia e creatinina de 11 caes das racas
Australian Cattle Dog (n=7) e Border Collie (n=4) submetidos a testes de exercicio de longa
duracdo e baixa velocidade (PI) e de curta duracdo e alta velocidade (PIl) em esteira
ergométrica, nos momentos antes do exercicio (M0Q), no primeiro minuto (M1), 15 (M15), 30
(M30), 60 (M60) e 120 (M120) minutos apd6s o término do exercicio.

Parametro Teste MO M1 p M15 M30 p M60 M120 p
Ureia Pl  37,0£#11,6 38,9+10,3 33,9+6,65 36,9+11,1 37,0+11,1 35,3+12,0
(mg/dL)  pII  355+4,1 36,5+15,7 35,0+13,7 35,7+15,4 31,8+14,7 30,0+11,2

P

Creatinina P! 1,24%0,20° 1,28+0,25 1,25+0,21 1,26+0,26 1,22+0,19 1,190,19* 0,045

(mg/dL)  piI 1,22+0,242 1,36+0,30° 012 1,27+0,27 1,29+0,27° 0,023 1,24+0,26 1,24+0,23
P

ab Diferengas entre momentos em relagdo ao momento MO.

A avaliagcdo dos dados por testes de correlacdo poderia revelar correlacao
positiva entre as variaveis estudadas, CK, AST e lactato, que podem apresentar a
tendéncia de aumento conjuntamente. Porém, os testes de correlacdo realizados
entre CK e lactato (PI r=0,178; p=0,162; PII r=0,106; p=0,429), CK e AST (PIr=0,149;
p=0,245; PII r=0,165; p=0,216) e AST e lactato (Pl r=0,2158; p=0,085; PIlI r=-0,064;
p=0,615) ndo foram estatisticamente significativos. Além disso, a correlacdo entre
lactato e glicose (Pl r=-0,190; p=0,129; PIl r=-0,053; p=0,674) também néo foi
estatisticamente significativa, diferente do que foi observado em humanos submetidos
a exercicio fisico (OLIVEIRA et al., 2006).
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4.4 CONCLUSAO

Segundo os resultados observados pdde-se concluir que os cades das racas
Australian Cattle Dog e Border Collie submetidos aos testes de exercicio fisico sob as
condi¢Oes utilizadas nesse estudo nao apresentaram lesées musculares ou alteragdes na

funcao renal e glicemia relevantes.
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5 CAPITULO Il

Capitulo 3: Determinacédo da albumina modificada pela isquemia em cdes de pastoreio
submetidos a exercicio fisico em esteira ergométrica.

RESUMO

Caes de pastoreio podem desenvolver atividades que envolvem exercicios de grande
intensidade. Os niveis mais altos de exercicio podem ter relacdo com o trabalho
muscular com menores niveis de oxigénio. A hipéxia gerada pode levar a isquemia
tecidual, e a albumina modificada pela isquemia (AMI) mostra-se como um marcador
precoce para avaliacdo de eventos isquémicos. Por isso, este estudo objetivou a
avaliacdo do efeito de exercicios de diferentes intensidades com o intuito de avaliar
esse marcador precoce de isquemia em cades sob esse possivel modelo de isquemia
tecidual. Para isso, foram utilizados 11 caes de pastoreio machos e fémeas, adultos,
higidos. Apés a selecdo dos animais, os mesmos foram submetidos a dois testes de
exercicio, com pelo menos sete dias de intervalo entre eles. O protocolo | (Pl) consistiu
em um exercicio de longa duracéo e baixa velocidade, no qual cada cao foi submetido
a 40 minutos ao passo na velocidade de 3,8 km/h, com a esteira na posi¢ao horizontal,
sem inclinacdo. No protocolo Il (PIl) cada um dos cées foi submetido ao exercicio de
curta duracao e alta velocidade, iniciando com 5 min ao passo a 3,8 km/h, 5 min ao
trote a 7,0 km/h e por fim 5 min ao passo a 3,8 km/h também com a esteira na posicéo
horizontal, sem inclinacdo. A avaliacdo das proteinas foi realizada por meio da
dosagem bioquimica de proteina sérica total (PST) e albumina, e da obtencé&o do valor
de globulinas pela diferenca entre elas. Para a analise da isquemia foi realizada a
mensuracao da AMI. Os cées foram avaliados antes do exercicio (M0), imediatamente
apos o exercicio (M1), e em 15 (M15), 30 (M30), 60 (M60) e 120 (M120) minutos apés
o término do exercicio. Os dados foram comparados entre momentos e entre testes,
por meio dos testes t e de Mann-Whitney. Foi realizada ainda a correlacéo pelo teste
de Pearson entre as variaveis. Apos a andlise estatistica dos resultados foi observado
gue os cdes quando submetidos ao PIl manifestaram aumento na concentracao da
AMI em M15, sendo maior também em relacdo ao PIl. Além disso houve correlacéo
entre as variaveis AMI e albumina. Este estudo, nestas condi¢des, demonstrou que o
exercicio de curta duragéo e alta velocidade induz isquemia suficiente para alterar a
concentracédo de AMI.

Palavras chave: Exercicio fisico. Caes. Pastoreio. Proteinas. Albumina modificada
pela isquemia.
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ABSTRACT

Herding dogs can develop activities that involve intense exercise. Higher levels of
exercise may be related to muscle work with lower oxygen levels. Hypoxia may lead
to tissue ischemia. Studies on the early marker of ischemia, ischemia-modified albumin
(AMI), have been increasing in human medicine to assess ischemic events. Therefore,
this study aimed to perform laboratory evaluation of dogs submitted to exercise of
different intensities in order to evaluate this early marker of ischemia as possible model
of tissue ischemia. For this purpose, 11 male and female, adult herding dogs healthy
were used. After the selection of the animals, they underwent two exercise tests, with
at least seven days interval. The protocol | (Pl) consisted of a long duration and low
intensity exercise, which each dog walked for 40 minutes at 3.8 km/h, at horizontal
position (0% inclined). In the protocol Il (Pll), each dog underwent short duration and
high intensity exercise test, starting with a walk for 5 min at 3.8 km/h, trot for 5 min at
7.0 km/h and walk again for 5 min at 3.8 km/h, also with the treadmill at horizontal
position (0% inclined). Serum protein and albumin was measured by biochemical
assay, and the globulin value obtained by the difference among them. AMI was
measured as ischemia index. The dogs were evaluated before exercise (MO),
immediately after exercise (M1), and at 15 (M15), 30 (M30), 60 (M60) and 120 (M120)
minutes after the exercise. The data were compared between moments and between
tests, using the t test and Mann-Whitney test. After the statistical analysis of the results,
it was observed that the dogs when submitted to the PIl showed an increase in the
AMI concentration at M15, being also greater in relation to the PI. In addition, there
was a correlation between AMI and albumin variables. This study, under these
conditions, demonstrated that the exercise of short duration and high velocity induces
sufficient ischemia to alter the concentration of IMA.

Keywords: Physical exercise. Dogs. Herding. Proteins. Ischemia-modified albumin.
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5.1 INTRODUCAO

O exercicio ou treinamento podem ser causas de variacdes fisioldgicas com
correspondentes alteracbes nos componentes hematologicos periféricos em varias
espécies, e podem refletir em adaptacdes fisioldégicas apropriadas as demandas do
exercicio (KINGSTON, 2004) ou em anormalidades patofisiolégicas em decorréncia
do estresse causado pelo exercicio (RICKETTS, 2004). Além disso, o0 exercicio induz
modificacdes significativas em alguns parametros laboratoriais que devem ser
diferenciados dagueles causados por doenca ou exaustao (ROVIRA, 2008).

O fornecimento de energia para a contracdo muscular no exercicio pode ser
derivado dos metabolismos aerobio e anaerdbio. Durante o exercicio, existe uma zona
de transicdo na qual ocorre mudanca da predominancia de metabolismo aerébio para
0 anaerobio. Essa zona de transicao é considerada importante na avaliacdo do
condicionamento fisico e na prescricdo de treinamento (TEGTBUR, et al., 2001).
Quando o consumo de oxigénio muscular aumenta abruptamente, 0 mecanismo
imediato para suprir a demanda € um processo de extracdo do oxigénio das moléculas
de hemoglobina do sangue circulante. Normalmente, no mudsculo em descanso a
extracdo de oxigénio ocorre entre 20 a 40% e aumenta para 70 a 80% com o exercicio
(PROCTOR, et al., 1998; BEEKVELT, et al., 2001).

A isquemia € um processo que ocorre em virtude da demanda circulatéria ser
mais elevada em relagdo a circulacdo sanguinea, de modo que a oxigenacao celular
se torna inadequada (GAZE, 2009). A restricdo do fornecimento de oxigénio aos
tecidos causa prejuizo a demanda tecidual por oxigénio para o metabolismo celular
normal (HAZINI, et al., 2015). A dosagem da albumina modificada pela isquemia (AMI)
vem sendo utilizada como um marcador para deteccdo de isquemia cardiaca e
indicador de estresse oxidativo (MA, et al., 2012). A mensuracdo de AMI é realizada
indiretamente pelo método de ligacdo do cobalto a albumina, sendo que uma
quantidade de cobalto constante reage com o soro do paciente e se liga a albumina,
enguanto que o cobalto ndo ligado remanescente € mensurado por espectrofotometria
(YONEZAWA, et al.,, 2010). Uma das proteinas mais abundantes do sangue é a
albumina que é sintetizada pelo figado, tem baixo peso molecular (66,5 kDa) e é
solavel em agua. Entre outras fungdes, atua na manutengédo da osmolaridade entre o

compartimento sanguineo e intersticial, transporte de farmacos e metais
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(BHAGAVAN, 2003). Tem grande capacidade de se ligar a varios tipos de moléculas
pequenas, apresentando capacidade de ligacdo a muitos compostos enddgenos e
exdgenos como acidos graxos, ions metalicos, farmacos e hormonios. A flexibilidade
da estrutura da albumina se adapta prontamente aos ligantes e seus trés dominios
fornecem uma variedade de sitios de ligacdo de baixa e alta afinidade (PETERS,
1995). Contudo, niveis de albumina sérica altos por causas como desidratacéo e dieta
rica em proteinas, ou baixos no caso de comprometimento na sintese hepatica, ma
absorcao, reducéo de captacdo proteica ou aumento da permeabilidade capilar podem
afetar os resultados de AMI, produzindo baixos ou altos valores, respectivamente
(LIPPI, et al., 2007).

A porcao aminoterminal da albumina plasméatica normalmente tem afinidade
com metais de transicdo como o cobalto, cobre e niquel. Em condicdes de isquemia,
a falta de oxigénio induz uma série de reacBes envolvendo espécies reativas de
oxigénio (ERO), levando a alteracdo da estrutura aminoterminal da albumina e
produzindo a AMI com baixa afinidade aos metais (YONEZAWA, et al., 2012). Além
da hipoxia, condicdes como acidose, reducédo da tensdo de oxigénio, disfuncédo da
bomba de ions e geracao de radicais livres podem promover modificagées no sitio de
ligacdo e diminuir essa capacidade de afinidade pelo cobalto (BHAGAVAN, et al.,
2003; CHO, 2007). Essa alteragdo conformacional da albumina ocorre muito
rapidamente apds a isquemia, com um pico em 6 horas, permanecendo por até 12
horas apds o evento isquémico em humanos (BAR-OR et al., 2001). Varios outros
processos isquémicos em que ha alteragBes vasculares de pH, hipoxia ou outro
mecanismo que desencadeie o0 estresse oxidativo, podem levar a formacdo de AMI.
Dessa forma, a AMI pode também representar um marcador clinico na isquemia do
muasculo esquelético (FALKENSAMMER, et al, 2007) e possui um alto valor
diagndstico, como um marcador de isquemia tecidual e de lesdo oxidativa em uma
infinidade de doencas (SCHNELLE, et al., 2015).

A avaliacdo da albumina modificada pela isquemia neste estudo teve como
objetivo o conhecimento do comportamento desta molécula em cées frente ao
exercicio fisico de diferentes intensidades, uma vez que néo ha registros na literatura

de mensuracao nesta espécie.
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5.2 MATERIAL E METODOS

Comité de Etica

Este trabalho foi aprovado pela Comité de ética em experimentacdo animal
(CETEA) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) sob o numero de
protocolo 1.07.15.

Local

O estudo foi realizado nas dependéncias do Hospital de Clinicas Veterinarias
(HCV), do Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV), da Universidade do Estado de
Santa Catarina (UDESC), em Lages/SC e contou com a colaboracao dos Servigos do

Laboratério Clinico Veterinario e do Servico de Cardiologia Veterinaria da instituicdo.

Animais

Foram utilizados 11 cées adultos de racas com aptiddo ao pastoreio, sendo
sete animais da raga Australian Cattle Dog, quatro machos e trés fémeas com peso
meédio de 20,9+4,5 kg e idade média de 3,1+2,2 anos, e quatro animais da raca Border
Collie, dois machos e duas fémeas com peso médio de 17,8+1,7 kg e 1,0+0,7 anos
de idade, clinicamente sadios. Os cdes foram provenientes de proprietarios
particulares que permitiram sua participacdo nesse estudo mediante termo de
consentimento. Para avaliacdo da higidez foi obtido o historico dos animais, e 0s
mesmos foram avaliados por meio de exame fisico completo (FEITOSA, 2008),
hemograma (JAIN, 1993) e de bioguimica sérica, para constatacado de higidez. Os
animais foram submetidos a jejum hidrico de duas horas e solido de no minimo 4

horas.
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Testes de exercicio fisico

Os animais foram submetidos ao exercicio em esteira sem condicionamento
prévio, apenas com adaptacdo ao aparelho, com o objetivo de avaliar os animais sem
treinamento, eram mantidos na esteira por meio de estimulos visuais e auditivos.
Foram submetidos a dois testes de exercicio fisico em esteira ergométrica (Johnson
Treo T101, Indaiatuba-SP), com no minimo 7 dias de intervalo entre eles. Os
protocolos de exercicio foram baseados no estudo de Piccione et al. (2012) com
modificacdes. Os testes foram realizados sempre no mesmo periodo do dia.

Protocolo | (PI) exercicio de longa duracéo e baixa velocidade: duracéo de 40
minutos na velocidade de 3,8 km/h ao passo e 0% de inclinacao da esteira.

Protocolo Il (PIl) exercicio de curta duracao e alta velocidade): duracdo de 5
min na velocidade de 3,8 km/h ao passo, seguido de 5 min na velocidade de 7,0 km/h
ao trote e 5 min na velocidade de 3,8 km/h (periodo de desaquecimento), com 0% de

inclinacdo da esteira.

Amostras

As amostras de sangue foram colhidas por meio de puncéo da veia jugular,
sendo colhidos cerca de 8ml de sangue por momento. Foram utilizadas agulhas 21G
(Vacutainer®, BD, Juiz de Fora-MG) em sistema a vacuo, sendo acondicionada 6mL
em tubo sem anticoagulante, com ativador e separador do coagulo para obtencéo de
soro para dosagem das proteinas e da albumina modificada pela isquemia (AMI). As
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 2000g para a obtencéo de soro, que
foram transferidas para microtubos de polipropileno e armazenado a -20°C até o

processamento.
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Momentos

As amostras foram colhidas em momentos pré-estabelecidos em ambos os
testes de exercicio fisico: momento MO anterior ao inicio do exercicio fisico, no
primeiro minuto apds o término do exercicio (M1), 15, 30, 60 e 120 minutos apds o
término do exercicio, denominados de momentos M15, M30, M60 e M120,

respectivamente.

Determinacdo das proteinas

Foram realizadas as dosagens séricas de proteina sérica total (PST) pelo
método de Biureto e albumina pelo método de verde de Bromocresol, e o valor das
globulinas foi obtido pela diferenca entre os valores de proteina sérica total e albumina.
Todas as dosagens foram realizadas por meio de testes colorimétricos com a
utilizacdo de kits comerciais (Labtest, Lagoa Santa-MG) em analisador automatico
(Labmax Plenno, Labtest, Lagoa Santa-MG).

Determinagdo do marcador de isquemia

A concentracdo da albumina modificada pela isquemia (AMI) foi determinada
no soro para a avaliacdo de isquemia, por meio de leitura espectrofotométrica, em
leitor espectrofotométrico (Bioespectro, SP22, Curitiba-PR) conforme a técnica
descrita por Fagan et al. (2002), que detecta quantitativamente a AMI pela capacidade

de ligacdo do cobalto a albumina sérica.
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Anéalise estatistica

Inicialmente, os valores foram analisados segundo a sua distribuicdo pelo
teste de normalidade Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados foram analisados
estatisticamente comparando o momento MO aos momentos subsequentes, e entre
testes para cada momento. A andlise dos dados foi realizada pelo teste t pareado para
dados paramétricos e pelo teste de Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. Foi
realizada ainda a correlacdo pelo teste de Pearson entre as variaveis. As analises
foram processadas com o auxilio de programa estatistico computadorizado

(GraphPad Prism versao 5) com o nivel de significancia de 5%.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais de ambas as racas, completaram os dois protocolos de
exercicio sem intercorréncias.

N&o foi observada diferenca estatistica na avaliacdo de proteina sérica total,
albumina e globulinas (Tabela 8), o que corrobora com os resultados encontrados por
Baltzer, et al. (2012) que avaliaram cées das mais diferentes ragas de pequeno, médio
e grande porte, que foram submetidos ao exercicio fisico de agilidade e néo
demonstraram alteracdes nas concentracbes das proteinas antes e depois do
exercicio. Ja em cées de trend foi observado uma diminui¢do sobretudo da albumina
apos a realizacdo de exercicio fisico, que foi atribuida a perda nas fezes, urina ou
catabolismo excessivo, porém, esses cdes foram submetidos a exercicio de maior
duracdo. Nesse estudo a falta de alteracéo significativa na avaliacdo das proteinas
pode ser atribuida ao fato de que os caes, devido ao seu bom condicionamento, ndo

encontraram nos testes aplicados desafio suficiente para tal.

Tabela 07 - Média + desvio-padrédo da concentragdo sérica de proteina sérica total (PST),
albumina e globulinas de 11 cées das racas Australian Cattle Dog (n=7) e
Border Collie (n=4) submetidos a testes de exercicio de longa duracéo e baixa
velocidade (Pl) e de curta duracdo e alta velocidade (Pll) em esteira
ergométrica, nos momentos antes do exercicio (M0), no primeiro minuto (M1),
15 (M15), 30 (M30), 60 (M60) e 120 (M120) minutos apds o término do
exercicio.

Parametro Teste MO M1 M15 M30 M60 M120

PST (g/dL) Pl 7,41+1,08 6,93+0,38 7,02+0,63 6,96+0,55 6,99+0,72  6,78+0,65
PlIl  7,44+1,02 7,34+0,81 7,31+0,92 7,17+0,72 7,21+0,67  7,18+0,94

A'&%”L')”a Pl 3,30+0,17 3,27+0,14 3,28+021 3.26+021 3,27+0,20  3,20+0,20
Pl 3,32+40,19 3,25+0,24 3,30+0,19 3,23+0,15 3,18+0,19  3,23%0,20
G"Zg/‘é“Lr;as Pl 4,11+1,00 3,65+0,33 3,68+0,52 3,70+0,44 3,71+0,57  3,57+0,49

Pll 4,12+0,92 4,09+0,79 4,01+0,84 3,93+0,72 4,02+0,62  3,94+0,84
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Os valores de AMI estao dispostos na Tabela 09. Houve diferenca estatistica
da concentracdo de AMI no teste de exercicio de curta duracao e alta velocidade (PII),

cujos valores em M15 foram maiores em relagcdo ao momento MO.

Tabela 08 - Mediana (Percentil 25; Percentil 75) da concentracdo da AMI de 11 cées das racas Australian
Cattle Dog (n=7) e Border Collie (n=4) submetidos a testes de exercicio de longa duracao e
baixa velocidade (PI) e de curta duragéo e alta velocidade (PIl) em esteira ergométrica, nos
momentos antes do exercicio (M0), no primeiro minuto (M1), 15 (M15), 30 (M30), 60 (M60) e
120 (M120) minutos apds o término do exercicio.

Parametro Teste MO M1 M15 p M30 M60 M120
Pl 0,626 0,672 0,614 0,687 0,665 0,655

AMI (ABS) (0,443;0,713) (0,339;0,753) (0,431;0,702)* (0,377;0,755) (0,411;0,860) (0,471;0,741)
PIl 0,543 0,707 0,981 0.026 0,791 0,652 0,659

(0,290;0,664) (0,339;0,913) (0,581;1,040)®8 ™ (0,473;1,095) (0,390;0,975) (0,449;0,863)

p 0,033

* Diferengas entre momentos em relagdo ao momento MO.
AB Diferengas entre grupos nos mesmos momentos.

Alteracfes em relacdo a AMI também foram encontradas em outros estudos
realizados avaliando o exercicio em humanos em que Apple et al. (2002) observaram
que apds corrida em maratona nao ocorreu diferenca estatistica de AMI em 24 horas,
mas, apds um periodo de 24 a 48 horas houve um aumento significativo, o que pode
sugerir algum nivel de isquemia da musculatura esquelética. Outro estudo envolvendo
uma isquemia muscular isolada também em humanos revelou aumento significativo
de AMI logo apo6s a liberacdo de torniquete realizado em membro inferior dos
participantes, o que indica também a AMI como sendo um marcador de isquemia
muscular esquelética (REFAAI et al. 2006).

Falkensammer, et al. (2007) em seu estudo provocou necrose por meio de
compressdo em humanos, comprovada por meio de ressonancia magnética, e
encontrou um aumento significativo de AMI logo ap6s o término do exercicio fisico,
porém, os valores voltaram a aos niveis basais trinta minutos apds o término do
exercicio, demonstrando meia-vida curta nesta espécie e sob estas condi¢des. Fato
semelhante foi encontrado neste estudo, cuja diferenca significativa foi observada

guinze minutos apos o término do exercicio, demonstrando um provavel momento em
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que a capacidade de ligacdo da albumina esta diminuida, frente a uma alteragdo na
sua porcao terminal, indicando provavelmente um processo isquémico muscular.
Porém essa alteracdo ndo se manteve nos demais momentos avaliados, se
mostrando como uma alteracdo pontual, o que pode refletir uma depuracdo mais
eficaz nessa espécie sob essas condicgdes.

Entretanto, difere de outras literaturas como Lippi et al., (2008) que avaliaram
o comportamento da AMI em humanos antes e apds a realizacdo de uma corrida de
maratona, e ndo observaram diferenca significativa logo apos ou até 24 horas ap0s o
término do exercicio. J& sobre o exercicio na medicina veterinaria a literatura é
escassa ha avaliacdo da AMI. Em um estudo em equinos submetidos a exercicio fisico
em esteira, ndo foi observada diferenca estatistica da concentracdo da AMI
(YONEZAWA, et al., 2012).

Além disso, foi observada diferenca estatistica para AMI no M15 em relacao
aos dois protocolos, apresentando maiores valores no Pl (Figura 2). Essa diferenca
expressa provavelmente, o maior esforco fisico apresentado pelos caes no PII, que
envolvia um menor tempo de exercicio, porém uma maior velocidade e, portanto,

desgaste desses animais.
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Figura 02 Mediana da concentracdo da AMI de 11 cées das ragas Australian Cattle Dog
(n=7) e Border Collie (n=4) submetidos a testes de exercicio de longa duracéo e
baixa velocidade (PI) e de curta duragdo e alta velocidade (PIl) em esteira
ergométrica, hos momentos antes do exercicio (M0), no primeiro minuto (M1),
15 (M15), 30 (M30), 60 (M60) e 120 (M120) minutos apos o término do exercicio.
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1,200

1,000
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AB Diferengas entre grupos nos mesmos momentos.

Embora ndo houve diferenca dos valores de albumina entre os momentos, 0
teste de correlacéo foi estatisticamente significativo entre as variaveis albumina e AMI,
demonstrando uma correlacdo negativa somente no Pl (r=-0,412; p=0,0007),
demonstrando um aumento na concentracao de AMI tendo relacdo com a diminui¢ao
das concentragdes de albumina sérica. Esse fato também foi observado em outros
estudos (VAN DER ZEE, et al., 2005; FALKENSAMMER, et al., 2007).

Assim, os valores obtidos por este estudo revelam um real aumento nas
concentracfes de AMI, ja que nao foi observada diferenca estatistica significativa para
os valores de albumina sérica, o que acaba se tornando um agravante na utilizacdo
desse marcador, ja que depende diretamente das concentracdes de albumina. Sendo
assim, na presenca de hipoalbuminemia esse marcador pode ter sua interpretacéo

prejudicada como citado por Lippi, et al. (2007).
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5.4 CONCLUSAO

O exercicio de curta duracao e alta velocidade causa aumento na concentracao
da AMI de maneira pontual com pico em 15 minutos apds o término do exercicio,
provavelmente devido a um possivel evento isquémico durante o exercicio. O exercicio de
longa duracdo e baixa velocidade ndo provocou isquemia suficiente para alterar as
concentracfes de AMI.
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6 CAPITULO IV

Capitulo 4: Intercorréncias encontradas

O presente estudo teve como maior intercorréncia a cooperagao dos animais
no uso da esteira ergomeétrica. Foram recrutados cerca de 35 cdes da raca
Australian Cattle Dog, porém a maioria deles ndo colaborou na realizacdo do
exercicio em esteira, demonstrando inquietacdo e tentativas sequenciais de
desisténcia. Além disso, muitos deles realizavam um dos testes e hesitavam na

realizagéo do segundo.

Quanto aos cédes da raca Border Collie, a maior dificuldade foi na selecdo de
animais que se encaixassem na classificacdo minima para a raca, reduzindo assim
bastante a quantidade de animais possiveis para participa¢do no estudo, aliado

ainda a falta de disponibilidade por parte dos proprietarios.



