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Oxidative stress by physical exercise induces a lipidic peroxidation reaction in cellular
membranes and damages in proteins and nucleic acids. Malondialdehyde (MDA) is one of
the final products of this reaction. Erythrocytic reduced glutathione (GSH), a multifunctio-
nal antioxidant, is present in the plasma and erythrocyts and it represents the total antioxi-
dant suitability of the organism after an oxidative stress. The aim of this study was to eva-
luate the oxidative stress in different physical exercise conditions through serum MDA and
erythrocytic GSH measurement in 45 American Trotter and crossbred horses distributed
in three groups: G1 (no physical exercise), G2 (until 6 months of regular physical exercise)
and G3 (more than 12 months of regular physical exercise). In the animals with no physical
exercise MDA values were lower than the others. There was no difference in GSH values
corrected by hemoglobin (Hb) or hematocrit (VG) values among the groups. However, the-
re was a tendency of greater values in G2, where their antioxidant system is adapting to
the regular physical exercises and their consequent damages. We conclude that physical
exercises induce cellular damage by oxidative stress, but the antioxidant system keeps the
homeostasy and it is capable to adapt itself to the free radicals harm.

INDEX TERMS: Oxidative stress, malondialdehyde, erythrocytic reduced glutathione, equines, physi-
cal exercise.

RESUMO.- O estresse oxidativo, decorrente de uma ativi-
dade fisica, leva a peroxidacado lipidica de membranas ce-
lulares, além de danos protéicos e em acidos nucléicos, e
um dos produtos finais desta reacdo é o malondialdeido
(MDA). A glutationa reduzida (GSH), considerada um antio-
xidante multifuncional, estd presente no plasma e princi-
palmente nas hemacias e tem importancia pelo fato de ser
um dos indices da capacidade total antioxidante do corpo
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ap6s um estresse oxidativo. Com o objetivo de avaliar o es-
tresse oxidativo em diferentes condi¢cdes de treinamento
fisico, determinaram-se a concentracdo de MDA sérico e
GSH eritrocitaria em 45 cavalos da raca American Trotter e
mesticos divididos em trés grupos: G1 (sem treinamento),
G2 (até 6 meses de treinamento) e G3 (treinamento ha mais
de 12 meses). Observou-se que o MDA teve um valor signi-
ficativamente menor no grupo de animais sem treinamen-
to fisico. Nao houve diferenca estatistica significante para
GSH corrigida pela Hb e para GSH corrigida pelo VG entre
os grupos analisados, mas houve uma aparente tendéncia
a maiores valores no G2, no qual o sistema antioxidante
esta em fase de adaptagdo ao treinamento fisico constan-
te e suas consequentes injdrias. Conclui-se que a atividade
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fisica acarreta danos celulares frente ao estresse oxidativo,
mas o sistema antioxidante tem papel fundamental nesta
homeostasia observando uma adaptagao as injurias causa-
das pelos radicais livres.

TERMOS DE INDEXACAO: Estresse oxidativo, malondialdeido,
glutationa reduzida eritrocitaria, equinos, exercicio fisico.

INTRODUCAO

O conhecimento sobre os mecanismos moleculares que
envolvem as respostas ao estresse em cavalos atletas é um
pré-requisito fundamental para a formulacdo de um ade-
quado esquema de treinamento para a obtencao de melhor
desempenho, bem estar e evitar a sindrome de overtraining
(Capelli et al. 2008).

A presenca do oxigénio é um componente essencial
para o metabolismo celular; todavia, qualquer situagdo que
ocorra excesso de consumo, como exercicio aerdbico, fos-
forilagdo oxidativa, NAD(P)H e xantina oxidase, pode levar
a produgdo de radicais livres ou espécies reativas de oxigé-
nio (EROs) (Kerksick & Willoughby 2005). Radicais livres
sdo moléculas ou &tomos simples que possuem um elétron
despareado em sua drbita externa, o qual diminui sua esta-
bilidade e aumenta sua reatividade com outras moléculas
ou atomos, principalmente lipidios celulares, proteinas e
bases nucléicas (Marlin et al. 2002).

Existe uma variedade de EROs que interagem com
membranas celulares e compostos citoplasmaticos, desre-
gulando algumas fung¢des e estdo envolvidos na etiologia de
muitas condi¢des patoldgicas dos cavalos atletas, como fa-
diga muscular, intolerancia ao exercicio, injurias muscula-
res, articulares e doengas respiratérias (Janiak et al. 2009).

O organismo possui protecdo antioxidante composta
por sistemas enzimaticos, como a superdxido desmutase,
catalase e glutationa peroxidase e ndo enzimaticos, como
vitaminas C e E. Os EROs também desempenham impor-
tantes funcdes benéficas no organismo, como sintese de
componentes bioldgicos essenciais, producdo de energia e
fagocitose.

Quando a producdo de radicais livres aumenta até o
ponto onde o sistema antioxidante celular ndo consegue
remover ou neutralizar tudo que é produzido, ocorre o
estresse oxidativo. Uma das conseqiiéncias do estresse
oxidativo mais importante é a oxidacdo dos acidos graxos
poliinsaturados das membranas celulares, ou seja, a pero-
xidagdo lipidica, que provoca danos e impede a passagem
de nutrientes, como proteinas e glicose, e diminui a capa-
cidade de reacdo do sistema imunoldgico. A peroxidagio
lipidica pode ser quantificada através da mensuracdo do
acumulo de subprodutos resultantes desse processo, como
o malondialdeido (MDA), que normalmente serve como in-
dice da intensidade da ocorréncia de tal reagao (Kerksick &
Willoughby 2005).

Os eritrécitos possuem, além da fun¢do de troca gasosa,
mecanismos efetivos na desativacao dos EROs produzidos
em outros tecidos, representando assim, uma importante
fonte antioxidante para o sangue. Entre todos os mecanis-
mos que as células vermelhas possuem, o mais importante
é o sistema da glutationa, que consiste na glutationa re-
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duzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e nas duas enzi-
mas funcionalmente relacionadas, a glutationa peroxidase
(GPX) e glutationa redutase. Na presenca de EROs, a forma
reduzida é oxidada por acdo da glutationa peroxidase, di-
minuindo os niveis circulantes de GSH. Normalmente, esta
forma oxidada é rapidamente reconvertida em GSH por
acdo da glutationa redutase (Janiak et al. 2009). A GSH, um
dos antioxidantes enddgenos mais importantes, existe tan-
to 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).

Os EROs desempenham fung¢des de sinalizagio, ou seja,
animais expostos frequentemente a exercicios (treinamen-
to crénico) demonstram menores niveis de estresse oxida-
tivo apds exercicios intensos que os nao treinados (Gomez-
-Cabrera et al. 2006). Esse fendmeno nao é um paradoxo,
é o resultado da adaptacdo induzida pelo exercicio. Esse
processo de adaptagao envolve a ativacdo do sistema antio-
xidante que melhora a repara¢do dos danos causados pela
oxidacdo, sistemas de eliminacdo das EROs e influencia a
transcricao, aumentando a expressdo e montagem de pro-
teinas (Radak et al. 2008).

Kinnunem et al. (2005) demonstraram que maior quan-
tidade de antioxidantes antes do exercicio esta associado
com menor peroxidacdo lipidica 4 horas apds o exercicio
e treinamento regular induz aumento da atividade da GPx
muscular e a magnitude desse aumente é proporcional a
intensidade e duracdo dos trabalhos.

Sabe-se que exercicios intensos e de curta duragdo sao
capazes de aumentar os niveis sanguineos de hemoglobina
e hemdcias. A GSH esta presente em grandes quantidades
nas hemdcias; portanto, a dosagem de fatores como a Hb
e o VG, também aumentados em exercicios fisicos, seria de
grande utilidade para se tentar correlacionar com a GSH
mensurada, usando possivelmente tais corre¢des como
“unidades de medida”.

O objetivo deste experimento foi avaliar o estresse oxi-
dativo que ocorre em cavalos de trote através da mensura-
¢ao de MDA sérico e GSH eritrocitaria e comparar a influén-
cia do treinamento sobre o sistema antioxidante.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 45 cavalos da raca American Trotter e mesticos,
machos e fémeas, com idades acima de 12 meses, e peso acima de
200 kg, higidos, sob mesmas condi¢des nutricionais e sanitdrias,
agrupados em trés grupos de 15 animais, sendo G1: cavalos sem
treinamento; G2: cavalos em até 6 meses de treinamento constan-
te e G3: cavalos em treinamento constante ha mais de 12 meses.

O treinamento foi feito, em média, cinco vezes por semana,
percorrendo de 5 a 6 km por dia, em pista de areia batida de 800
m de extensdo. Os animais eram treinados atrelados ao sulk ou
conduzidos em guia, alternadamente.

As amostras de sangue foram obtidas dos animais em repouso
pela manh3, antes do trabalho, por venopungao jugular, colhidas
em tubos com vacuo, com anticoagulante EDTA para a dosagem
de GSH volume globular e hemoglobina e tubos sem anticoagu-
lante para a dosagem de MDA. Logo apds a colheita, as amostras
eram protegidas da luminosidade e mantidas sob refrigeracio
(+5°C) até o momento do processamento.
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A técnica utilizada para a determinacdo de glutationa (GSH)
eritrocitaria foi uma adaptagdo do método de Beutler et al.
(1963), fazendo-se a leitura da densidade d6ptica em espectrofo-
tometro em 412nm de comprimento de onda. Os valores de GSH
foram calculados com base em equagdo de reta obtida pela curva
construida a partir das densidades dpticas observadas das solu-
¢bes padrdo a 5, 10, 20 e 50mg/dL de GSH. Tais valores foram,
entdo, recalculados com base nos valores de hemoglobina (Hb) ou
volume globular (VG) do animal.

A determinacdo de hemoglobina foi feita pela técnica de cia-
neto de hemiglobina (HiCN), com leitura da densidade 6ptica em
540nm de comprimento de onda.

Para a determinag¢do do volume globular (VG), utilizou-se a
técnica de micro-hematdcrito, sendo o resultado obtido em por-
centagem.

A determinacdo de malondialdeido sérico (MDA) foi feita se-
gundo Esterbauer et al. (1990), com leitura da densidade 6ptica
em espectrofotdmetro a 532nm de comprimento de onda. O cal-
culo da concentragdo de MDA das amostras foi realizado baseado
em equacdo de reta dada pela curva obtida das densidades 6pti-
cas das solugdes padrdo de 0, 1, 2, 4 e 6uM de MDA, multiplicada
pela densidade dptica observada na amostra, sendo os resultados
expressos em pmol/L.

Realizou-se a andlise estatistica descritiva das variaveis VG,
MDA, GSH corrigida pelo VG e GSH corrigida pela Hb. A compa-
racdo dos resultados obtidos entre os grupos (1, 2 e 3) foi feita
pela analise de variancia para as variaveis parameétricas (VG e Hb)
e pelo teste de Kruskal-Wallis para as ndo-paramétricas (MDA e
GSH corrigida pelo Ht e pelo VG). Realizou-se teste de correlacdo
dos postos de Spearman, para verificar a existéncia de relagio li-
near entre as variaveis. Para todos os testes, adotou-se o nivel de
significancia de 5%. Para tanto, utilizou-se o programa MINITAB®
Statistical Software v.13.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo representados em forma de
quadros (1 e 2), especificando as variaveis analisadas de
acordo com a divisdo dos grupos.Os valores de MDA apre-
sentados (Quadro 1) foram relativamente maiores aos va-
lores 0,90umol/L obtidos por Michima et al. (2004) em
cavalos de varias ragas. Isto pode ser devido a diferenca
amostral dos experimentos e a caracteristicas especificas
dos cavalos de trote.

Segundo alguns autores (Deaton & Marlin 2003, Radak
etal. 2008, Sun et al. 2010), o MDA é um dos produtos finais
da peroxidacdo lipidica que ocorre como consequencia do
estresso oxidativo induzido pelo exercicio fisico. Entre os
grupos analisados, observou-se que o MDA teve um valor

Quadro 1. Valores médios (variacido) de glutationa reduzida
corrigida pela Hb, expressos em mg/gHb, valores medianos
(variacdo) de glutationa reduzida corrigida pelo volume
globular, expressos em mg/dLHe, e de malondialdeido,
expressos em umol/L, de equinos da raca American Trotter
e mesticos

Grupos  GSH (mg/gHb) GSH (mg/dLHe) MDA (umol/L)

1 3,944 (2,32-5,63) 128,33(73,08-169,42) 0,89%(0,56-1,06)

2 4,094 (2,96-5,64) 132,924(97,13-177,26) 1,17%(0,76-2,66)

3 3,914 (3,07-4,98) 119,88*(100,00-161,70) 1,03%(0,73-1,97)

Caracteres diferentes representam diferencas significantes a p<0,05
(Kruskal-Wallis). GSH = glutationa reduzida; MDA = malondialdeido.

Quadro 2. Valores médios (erro padrao da média) de volume
globular, expressos em %, e de hemoglobina, expressos em
g/dL, de equinos da raca American Trotter e mesticos

Grupos VG (%) Hb (g/dL)
1 31,604 (1,20) 9,944 (0,43)
2 36,47" (1,19) 11,96" (0,55)
3 39,138 (1,51) 12,368 (0,56)

Caracteres diferentes representam diferencas significantes a p<0,05
(ANOVA). VG: = volume globular; Hb = hemoglobina.

significantemente menor (p=0,014) no grupo 1, o qual os
animais estavam sem nenhum treinamento.

Ja os grupos 2 e 3 possuem valores de MDA similares;
talvez pela pequena diferenca de tempo de treinamento
existente entre tais grupos e principalmente pelo fato de
que o sistema antioxidante, apds ativa¢des cronicas e cons-
tantes ou periodos de treinamento fisico controlado, haja
uma adaptacdo a injuria causada pela peroxidacao lipidica,
melhorando sua agdo frente aos radicais livres, de acordo
com Radak et. al. (2008).

Com base em escassa literatura em equinos e pela nao
padronizagio de resultados, optou-se pela correcao dos va-
lores de GSH tanto pelo volume globular quanto pela hemo-
globina, para que possa haver uma melhor comparacdo de
resultados com outros trabalhos.

Os valores de GSH (tabela 1) foram relativamente maio-
res do que valores de 106,6 mg/dLHe propostos por Yone-
zawa et al. (2004), talvez pela diferenca racial dos cavalos
analisados.

Nao houve diferenga estatistica significante para GSH
corrigida pela Hb (p=0,757) e para GSH corrigida pelo VG
(p=0,374) entre os grupos analisados, talvez pelo exerci-
cio fisico intenso ndo alterar a atividade de enzimas como
a glutationa peroxidase no inicio, apenas apés 24 horas
de treinamento, como sugerido por Avellini et. al. (1995).
Como o objetivo desse trabalho foi avaliar se o treinamen-
to fisico causa estresse oxidativo ao longo do tempo e ndo
o efeito do exercicio realizado no dia anterior, optou-se
pela colheita de sangue matinal, com os animais em re-
pouso.

Aparentemente, houve uma tendéncia a maiores valo-
res no grupo 2, no qual ha animais em treinamento a me-
nos de 6 meses, o que seria explicado por maior atividade
do sistema antioxidante, em fase de adaptagdo ao treina-
mento fisico constante e suas consequentes injurias. Assim,
como forma de prevencao e reserva, haveria um aumento
das concentragdes de GSH contra o estresse oxidativo. Ja
no grupo 3, devido ao maior tempo de treinamento, os ani-
mais provavelmente se adaptaram a condicdo de estresse
e por isso ndo houve aumento nas concentracées de GSH
eritrocitaria.

Os valores de VG e de Hb foram significantemente
menores no grupo 1 (p=0,001 e p=0,004, respectivamen-
te) (Quadro 2), provavelmente devido a pouca demanda
por oxigénio nos tecidos dos animais ainda sem treina-
mento. Houve média correlacdo linear positiva significan-
te (p<0,001) entre VG e GSH (r=0,625) e entre Hb e GSH
(r=0,682). Tais correlagdes talvez possam ser explicadas
pelo fato de o exercicio fisico induzir aumento no nime-
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ro de eritrocitos e conseqiientemente o esperado seria que
aumentassem os valores de VG, Hb e GSH, como observado
no experimento.

A GSH é abundante e altera¢des em seus niveis, normal-
mente, refletem modificagdes musculares recentes. Porém,
como é parte importante do sistema antioxidante celular,
responde prontamente ao treinamento, aumentando seus
niveis celulares e consequentemente manifestando poucas
alteracdes apo6s o exercicio (Williams et al. 2004).

A concentracdo de MDA seria um indicativo de maior
estresse oxidativo, o qual levaria a uma maior acido do
sistema antioxidante (GSH); dessa forma era esperado
que houvesse uma relacdo entre essas duas variaveis,
fato este ndo observado neste estudo, visto que a corre-
lagdo linear foi baixa (r=0,242) e sem diferenca signifi-
cante (p=0,109).

CONCLUSOES

0 exercicio fisico leva a um aumento na peroxidacao li-
pidica das membranas celulares, o que reflete em aumen-
to nas concentragdes sanguineas de MDA como produto
final de tal reacdo, como observado nos grupos 2 e 3, nos
quais houve maiores danos oxidativos causados pelo exer-
cicio.

O MDA, apesar das controvérsias quanto a técnica, es-
tabilidade da amostra, tipo e intensidade de exercicio, nes-
se trabalho mostrou-se um eficiente marcador de estresse
oxidativo em cavalos de trote.

O sistema antioxidante tem papel fundamental na ho-
meostasia em animais sob treinamento fisico, fato repre-
sentado pela concentragao eritrocitaria de GSH, a qual se
mostrou levemente alterada no grupo em que a exigéncia
de tal sistema foi mais acentuada (grupo 2), sendo que no
grupo 3 os animais estariam melhor adaptados as injarias
causadas pelas espécies reativas de oxigénio.
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