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RESUMO

DESTERRO, Mariana Inacio € Souza. Efeitos do tratamento com N-acetilcisteina na
modulacio autonémica cardiaca e nos parimetros bioquimicos relacionados ao
metabolismo muscular apés o exercicio de salto em equinos. 2017. p.58. Tese
(Doutorado em Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos decorrentes da utilizagdo de N-
acetilcisteina (NAC) sobre o balango simpatovagal cardiaco (estudo da variabilidade da
frequéncia cardiaca, VFC), estresse oxidativo e a lesdo muscular, gerados pela atividade
fisica, apoOs exercicio de salto em equinos. Foram utilizados sete equinos de ambos os
sexos (dois machos e cinco fémeas) com idade média de 14,43+3,64 anos, pesando
557,14 + 44,99 kg. Todos treinados a realizarem provas equestres como as que serviram
para o presente estudo. Inicialmente foi realizada uma coleta basal (grupo BASAL) de
dados, em repouso, um dia antes de prova de salto contendo doze obstaculos
posicionados a um metro de altura. A segunda coleta (grupo EX) foi realizada apods
prova de salto, iniciada quinze minutos ap6s término da atividade fisica. Apds sete dias
desta primeira prova, iniciou-se o tratamento com NAC na dose de 10mg.kg™, por via
oral a cada doze horas, durante quatorze dias, sendo entdo realizada a terceira coleta
(grupo NAC) com os equinos em repouso. No dia seguinte foi realizada a quarta coleta
(grupo NAC+EX) quinze minutos apoOs exercicio de salto. Em todas as coletas foi
utilizado o monitor Polar Equine RS800 para a obten¢do de tragado eletrocardiografico
e da variabilidade da frequéncia cardiaca, pelo método de Transformada Rapida de
Fourrier, através de software especifico (Kubios HRV, versao 2.1, Finlandia). Em todos
os momentos foram obtidas amostras de sangue, centrifugadas imediatamente apods
coleta a vacuo para obtencdo de plasma e soro. Estas serviram para as avaliagdes séricas
de Aspartato Aminotransferase (AST), Fosfatase Alcalina (FA), Creatinina, Creatina
Fosfoquinase (CPK), Gama Glutamil Transferase (GGT), Uréia e Lactato
Desidrogenase (LDH) e plasmaticas de Lactato e Malondialdeido (MDA). O teste
estatistico utilizado foi o ANOVA One Way para medidas repetidas. Na analise da VFC
houve diferenca estatistica apos o exercicio com o uso de NAC observado claramente
pela retirada simpatica e aumento na entrada vagal, representadas por maiores valores
de espectro d alta frequéncia (AF) normalizada e menores valores de baixa frequéncia
(BF) normalizada e da razdo BF/AF normalizadas. Nos testes bioquimicos houve
aumento nos indices, em repouso, de FAL, GGT, LDH, AST, e ureia apos o uso de
NAC. Apo6s o exercicio, quando decorrido previamente o tratamento com NAC, houve
aumento significativo nas taxas de CK, FA, GGT, LDH e ureia. Para a creatinina foram
observados menores valores tanto em repouso quanto depois do exercicio apds o uso de
NAC, sugerindo possivel protecao renal induzida pelo medicamento. Considerando-se o
potencial preventivo de intercorréncias cardiacas que uma menor atividade simpatica e
uma entrada vagal mais acentuada apds o exercicio podem representar, podemos sugerir
que a NAC ¢ eficaz em melhorar a Variabilidade da frequéncia cardiaca diminuindo a
possibilidade de arritmias fatais e morte subita no critico momento de recuperacao pos
exercicio moderado e intenso bem como em repouso. Esse efeito parece ser
independente dos efeitos bioquimicos uma vez que a NAC nao diminuiu de maneira
significativa o estresse oxidativo e a lesdo tecidual causadas pela atividade de salto em
equinos.

Palavras-chave: equinos, N-Acetilcisteina, variabilidade da frequéncia cardiaca



ABSTRACT

DESTERRO, Mariana Inacio e Souza. Effects of treatment with N-acetilcysteine in
cardiac autonomic modulation and biochemical parameters related to muscular
metabolism after jumping exercise in horses. 2017. p.58. Thesis (Doctorate in
Veterinary Medicine). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2017

The aim of this study was to evaluate the effects of N-acetylcysteine (NAC) on cardiac
sympatovagal balance (heart rate variability analisis, HRV), oxidative stress and muscle
injury caused by physical activity after showjumping exercise in horses. Seven horses of
both sexes (two males and five females) were used, with a mean age of 14.43 + 3.64
years, weighing 557.14 + 44.99 kg. The animals were showjumpers and used to undergo
showjumping competitions. Initially, basal data samples (basal group) were taken at
rest, one day before a showjumping competition containing twelve obstacles positioned
one meter high. The second samples (EX group) were collected after a showjumping
competition, and started fifteen minutes after the end of the physical activity. After
seven days of this first test, the horses underwent treatment with NAC at the dose of
10mg.kg-1, orally every 12 hours for fourteen days, and then, the third samples (NAC
group) were then taken with the horses at rest. The next day the fourth data sample
(NAC + EX group) were obtained fifteen minutes after the jump exercise. From the
Polar Equine RS800 monitor all cardiac data was obtained. Heart rate variability
analysis was performed by the Fourrier Fast Transformation method using specific
software (Kubios HRV, version 2.1, Finland). At all times blood samples were obtained,
centrifuged immediately after vacuum collection to obtain plasma and serum. These
were used for evaluations of Aspartate Aminotransferase (AST), Alkaline Phosphatase
(FA), Creatinine, Creatine Phosphokinase (CPK), Glutamyl Transferase (GGT), Urea,
Lactate Dehydrogenase (LDH), Lactate and Malondialdehyde (MDA). The statistical
test used was One Way ANOVA for repeated measures. In the analysis of HRV, there
was a statistical difference after exercise with the use of NAC clearly observed by
sympathetic withdrawal and increase in vagal input, represented by higher values of
normalized high frequency (AF) spectrum and lower normalized low frequency (BF)
values and of the standard BF / AF ratio. In the biochemical tests there was an increase
in the resting index of FAL, GGT, LDH, AST, and urea after the use of NAC. After
exercise, when the NAC treatment had previously been performed, there was a
significant increase in the rates of CK, FA, GGT, LDH and urea. Creatinine lower
values were observed both at rest and post exercise after the use of NAC, suggesting
possible drug-induced renal protection. Considering the preventive potential of cardiac
intercurrences that a lower sympathetic activity and a more pronounced vagal entry after
exercise may represent, we may suggest that NAC is effective in improving heart rate
variability by decreasing the possibility of fatal arrhythmias and sudden death in the
Critical recovery moment after moderate and intense exercise as well as at rest. This
effect appears to be independent of biochemical effects since NAC did not significantly
decrease oxidative stress and tissue injury caused by jumping activity in horses.

Key-words: equine, N-Acetilcisteine, heart rate variability.



SUMARIO
1 INTRODUCAO

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos especificos

3 JUSTIFICATIVA

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Influéncia autondmica sobre o sistema cardiovascular
4.1.1 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

4.1.2 Ajustes cardiovasculares e regulacao autondmica
durante o exercicio fisico aerdbico

4.1.3 Recuperagao da frequéncia cardiaca apos exercicio
4.2 Avaliagdes laboratoriais do sangue

4.2.1 Enzimas Séricas

4.2.1.1 Aspartato Aminotransferase

4.2.1.2 Creatina quinase

4.2.1.3 Fosfatase Alcalina

4.2.1.4 Gama Glutamil Transferase

4.2.1.5 Lactato Desidrogenase

4.2.2 Outros produtos do metabolismo muscular, hepatico e renal

4.2.2.1 Creatinina
4.2.2.2 Lactato

4.2.2.3 Ureia

4.3 O Exercicio de salto

4.3.1 Exercicio fisico, formacao de espécies reativas de oxigénio

e estresse oxidativo
4.3.1.1 Estresse oxidativo e Malondialdeido
4.3.1.2 Determina¢ao do MDA

4.3.1.3 Exercicio, treinamento e suplementa¢ao com antioxidantes

4.4 N-acetilcisteina
4.4.1 N-acetilcisteina em equinos
4.4.2 N-acetilcisteina e estresse oxidativo

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

5.2 Protocolo Experimental

5.3 Avaliagdes bioquimicas

5.3.1 Coletas das amostras de sangue

5.4 Analise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca
5.5 Andlises estatisticas

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Avaliagdes Laboratoriais
6.1.1 Aspartato Aminotransferase

L W

13
13
14
16
16

17
18
19
20
23
25
25

26
27
27
28
28
29
30

30
30
30



6.1.2 Creatinina

6.1.3 Creatina Fosfoquinase

6.1.4 Fosfatase Alcalina

6.1.5 Gama Glutamil Transferase

6.1.6 Lactato

6.1.7 Lactato Desidrogenase

6.1.8 Ureia

6.1.9 Malondialdeido

6.2 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

6.2.1 Dominio da Frequéncia — Transformada Répida de Fourrier (TRF)
6.2.1.1 Baixa Frequéncia (BF)

6.2.1.2 Alta Frequéncia (AF)

6.2.1.3 BF Normalizada

6.2.1.4 AF Normalizada

6.2.1.5 BF/AF

6.2.1.6 BF/AF Normalizada

6.2.1.7 Poténcia Total

6.2.2 Dominio do Tempo — Analise autorregressiva
6.2.2.1 R-R Médio

6.2.2.2 Frequéncia Cardiaca Média

7 CONCLUSAO

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

31
31
32
32
32
33
33
34
34
34
34
34
35
35
35
35
36
37
37
37

37

47



1. INTRODUCAO

Em condigdes fisiologicas, existe uma complexa regulagdo autondmica
fundamental para a manutencdo da homeostase corporal. Apesar de o ritmo cardiaco
parecer constante, o coragdo sadio varia a sua frequéncia batimento a batimento. Isto ¢
consequéncia dos ajustes promovidos pelo sistema nervoso autdbnomo para a
manuten¢do do equilibrio cardiovascular. Durante a realizacdo de uma atividade fisica,
ocorre alteracdo do estado de repouso para o estado ativo, no qual alteracdes da
modulacdo autondmica sdo fundamentais para a execucao eficiente do exercicio fisico,
sem intercorréncias cardiovasculares.

Durante a execu¢do de atividades fisicas uma série de alteragdes autonomicas
ocorrem sobre o sistema cardiovascular envolvendo, notadamente, retirada da atividade
parassimpatica com alteragdes da variabilidade da frequéncia cardiaca (FC) com
consequente sobreposicdo da atividade simpdtica acarretando aumento da frequéncia
cardiaca. Findo o exercicio, ocorre de maneira reversa desaceleracdo cardiaca e
reativagdo vagal. Assim, o entendimento da complexa regulagdo autondmica durante o
exercicio ¢ fundamental para o sucesso do desenvolvimento de terapias ou de artificios
que visam a melhora da resposta autondmica cardiovascular de animais para a
realizacdo de atividades fisicas especificas.

Uma forma de avaliagdo da modulagao autondmica é o estudo da variabilidade
da frequéncia cardiaca (VFC). Essa medida representa a modulagdo simpatovagal sobre
o coragdo e ¢ considerada util para o progndstico e diagnostico de varias condigdes
clinicas. Por meio da VFC ¢ possivel obter, de forma ndo invasiva, dados quantitativos
sobre o balanco entre os sistemas autonomos simpatico e parassimpatico, no qual a
medida da VFC mensura a relagdo da modulacdo simpatica com ondas de baixa
frequéncia (BF) em relacdo a modulagdo parassimpatica com ondas de alta frequéncia
(AF).

Em modelos experimentais de exercicio é possivel observar uma sobreposi¢ao
da entrada simpdtica em relagdo a parassimpatica, sendo essa sobreposi¢ao fundamental
para a realizacdo da atividade fisica. Apesar de estar estabelecida a alteracdo da VFC
durante o exercicio, existem poucos relatos de agentes farmacoldgicos que possam
interferir de maneira benéfica sobre a VFC melhorando a modulagdo autonémica. Ao
mesmo tempo, ¢ crescente o nimero de estudos em que a N-acetilcisteina (NAC) figura

como um possivel modulador da atividade simpdtica, adicionando efeitos além da sua



utilizagdo clinica mais trivial como agente mucolitico, antioxidante indireto e
hepatoprotetor na intoxicagao por drogas, como o paracetamol por exemplo.

Como um dos exemplos de evidéncia que a N-acetilcisteina poderia ter uma
nova indicagdo para uso cardioldgico, (LEE ef al., 2009) observaram que o uso cronico
da NAC por via oral no modelo de ratos infartados pela oclusdo permanente da artéria
coronariana esquerda e, sem a associacdo de nenhum outro agente farmacoldgico,
apresentou como um dos principais efeitos, além de sua esperada agdo antioxidante,
diminui¢do da hiper-inerva¢do simpatica. Esse efeito reduziu as arritmias cardiacas
mesmo quando induzidas por estimulos elétricos. Extrapolando o paradigma de
mucolitico, em estudos realizados em humanos vem sendo notavel os efeitos da NAC
como atenuador da sensagdo de fadiga muscular e antioxidante. A exemplo disto,

LEELARUNGRAYUB et al. (2011); KERKSICK ¢ WILLOUGHBY (2005) citaram a

contribuicdo na manutencao da capacidade antioxidante total e diminui¢do da sensagao
de fadiga promovidas pela NAC.

Portanto, diante de poucos trabalhos na literatura sobre os reais efeitos da NAC
como moduladora do sistema nervoso autonomo, sobretudo em condig¢des fisiologicas,
como o exercicio fisico, a principal hipotese do presente estudo foi avaliar se a droga
em questdo seria capaz de modificar a VFC de cavalos atletas apds o salto.
Adicionalmente, levando-se em consideracdo as alteragdes fisioldgicas causadas pela
atividade fisica, outros pontos investigados foram as modificagdes em valores de
marcadores bioquimicos associados a lesdo da musculatura esquelética e o provavel

papel da NAC na atenuagao da lesdo deste tecido muscular.



2. OBJETIVOS

O objetivo principal do presente estudo foi avaliar o efeito, bem como as
consequéncias da utilizagdo da N-acetilcisteina como potencial modulador do balango
autondmico antes e ap6s a atividade fisica moderada e intensa em cavalos submetidos a

provas de saltos.

2.1 Objetivos especificos
Para realizar a investigagdo proposta no objetivo principal, o presente estudo
pdde ser subdividido nas possibilidades de avaliagdes experimentais descritas a seguir:
e Avaliar possiveis alteragdes no balanco simpatovagal cardiaco antes e apds a
atividade de salto;
e Avaliar se a N-Acetilcisteina poderia ter acdo antioxidante em cavalos antes e
apods o exercicio;
e Avaliar se a N-Acetilcisteina seria capaz de influenciar marcadores bioquimicos
que indicam o estado funcional da musculatura esquelética;
e Avaliar se a N-Acetilcisteina poderia ter acdo como agente atenuador dos

efeitos lesivos do exercicio infligidos a musculatura esquelética.



3. JUSTIFICATIVA

Considerando-se o agronegdcio do cavalo no Brasil de acordo com os dados da
“Revisdo do Estudo do Complexo do Agronegdcio do Cavalo”, de 2016, publicado pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, o PIB da equinocultura em 2015
era 16 Bilhdes de reais, totalizando um efetivo de 5.363.185 equinos em 2013, destes,
1.100.00 equinos estdo desempenhando fungdes relacionadas a esporte e lazer sendo
17,2% especificamente aplicados no hipismo. O equino atleta gera 125.700 vagas
diretas de emprego (MAPA, 2016), cabendo ressaltar, diante dos citados ntimeros, a
importdncia do presente estudo da variabilidade da frequéncia cardiaca como
determinante do estado da agdo autondmica exercida no cora¢do do cavalo atleta de
salto. Pesquisas neste tema ainda sdo escassas e a correlacdo entre VFC, NAC e
exercicio fisico poderiam contribuir sobremaneira para uma melhor compreensao das
respostas autondmica e da musculatura esquelética antes e apos a atividade fisica.
Notoéria contribuicdo também se faz presente na observacdo dos efeitos do farmaco
citado sobre a autonomia cardiaca, na atenuac¢do de efeitos lesivos do exercicio ao
tecido muscular esquelético bem como sobre o estresse oxidativo causado pelo

exercicio de salto em equinos



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Influéncia autonémica sobre o sistema cardiovascular
4.1.1 Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)

Mesmo um coragdo saudavel varia sua frequéncia batimento a batimento,
instante a instante sendo o papel do sistema nervoso autonomo (SNA) fundamental na
regulacao dos processos fisiologicos do organismo tanto em condigdes normais quanto
patologicas (figura 1). Dentre as técnicas utilizadas para sua avaliagdo, a VFC tem
emergido como uma medida simples e ndo-invasiva dos impulsos autonomicos,
representando um dos mais promissores marcadores quantitativos do balanco
autondmico. A VFC descreve as oscilagdes no intervalo entre batimentos cardiacos
consecutivos (intervalos R-R), assim como oscilagdes entre frequéncias cardiacas
instantaneas consecutivas. Trata-se de uma medida que pode ser utilizada para avaliar a
modulagdo do SNA sob condigdes fisioldgicas, tais como em situagdes de vigilia e
sono, diferentes posicdes do corpo, treinamento fisico, e também em condi¢des
patologicas. A variabilidade da frequéncia cardiaca tem um potencial consideravel para
avaliar o papel das flutuagdes do sistema nervoso autdnomo em individuos saudaveis
normais e em pacientes com varias doengas cardiovasculares e ndo cardiovasculares.
Estudos de VFC devem melhorar a nossa compreensao dos fendmenos fisiologicos, das
acoes de medicamentos e dos mecanismos da doenca. Sdo necessarios grandes estudos
longitudinais prospectivos para determinar a sensibilidade, especificidade e valor
preditivo da VFC na identificacdo de individuos em risco de eventos morbosos e

mortais subsequentes (TASK-FORCE, 1996).

Frequéncia

NN

Formagao da onda

e Parassimpatico da Variabilidade
* Respiracdo = Cardiaca

* Pressdoarterial =—=| Sistema

* Débito cardiaco —| Nervoso NERVOS /__\)

* Termorregulagio —=| Central SN)|—1

* Sistemarenina- —* . AFERENTES (\TJ

angiotensina-aldosterona Ei CORACAO
* Outras influéncias Simpético
Baixa
Frequéncia

Figura 1: Modelo simplificado para a formacdo da variabilidade da frequéncia cardiaca e a
estrutura do controle autonomico cardiovascular. Adaptado de (VON BORELL et al., 2007).



Mudangas nos padroes da VFC fornecem um indicador sensivel e antecipado de
comprometimentos na saude. Uma alta variabilidade na frequéncia cardiaca ¢ sinal de
boa adaptacdo, caracterizando um individuo saudavel, com mecanismos autondmicos
eficientes, enquanto que, baixa variabilidade ¢ frequentemente um indicador de
adaptagdo anormal e insuficiente do SNA, implicando a presenca de mau
funcionamento fisioldgico no individuo. Diante da sua importancia como um marcador
que reflete a atividade do SNA sobre o nédulo sinusal e como uma ferramenta clinica
para avaliar e identificar comprometimentos na saude (VANDERLEI e al., 2009).

Nas diversas modalidades de esportes equestres ¢ desejavel que o
coragdo desacelere e a frequéncia cardiaca do cavalo e retorne ao valor basal, dentro de
um determinado intervalo de tempo, para que o mesmo seja considerado apto a
continuar na prova. Sem um balango simpatovagal afinado e, consequentemente, uma
boa VFC, o animal atleta pode acabar ndo chegando a frequéncia cardiaca desejada e
com isso ser descartado da competi¢ao. Isso porque a diminui¢do da variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) ¢ um fator preditivo de risco para arritmia e morte subita
cardiaca (KLEIGER et al., 1987). Flutuagdes da frequéncia cardiaca sdo indicativos da
capacidade do sistema nervoso autdnomo de responder a perturbacdes fisiologicas e
estimulos ambientais que afetam o sistema cardiovascular (PARATI et al., 1995).

O estudo da VFC ¢ um método que nos permite analisar as flutuagdes que
ocorrem durante periodos curtos ou prolongados (24h) (MALIK ¢ CAMM, 1993);
(TASK-FORCE, 1996), estes periodos podem ser desde o repouso pré, trans e pos
exercicio tendo a vantagem de possibilitar uma avaliagdo nao invasiva e seletiva da
funcdo autonomica. As chamadas medidas no dominio do tempo sdo indices obtidos de
um registro continuo de eletrocardiograma, a partir do qual determina-se a dispersdao da
duracdo dos intervalos entre complexos QRS normais, isto ¢, resultantes de
despolarizagao sinusal (tabela 1). Os varios indices propostos para mensuracao da VFC
no dominio do tempo podem ser derivados de calculos aritméticos, estatisticos ou
geométricos (TASK-FORCE, 1996).

A VFC também pode ser avaliada através das medidas no dominio de frequéncia
(AKSELROD et al., 1985); (PAGANI et al.,, 1984; MALLIANI et al., 1991);
(MORAES e FERLIN, 1992). Estas medidas sdo derivadas da andlise da densidade do
espectro de poténcia que descreve a distribuicdo da densidade (varidncia) em fungdo da

frequéncia (TASK-FORCE, 1996). Em outras palavras, a analise espectral decompde a

6



variabilidade total da FC (poténcia total) em seus componentes causadores (frequéncia
ultra baixa, frequéncia muito baixa, baixa frequéncia e alta frequéncia), apresentando-os
segundo a frequéncia com que alteram a FC.

A andlise espectral geralmente ¢ realizada com gravagao de 200 a 500 intervalos
de RR consecutivos, por Transformada Rapida de Fourrier (TRF) ou algoritmos
autorregressivos (AR) (AKSELROD et al., 1981). O primeiro método ¢ facilmente
disponivel na maioria das bibliotecas matemadticas, mas requer uma edi¢ao adequada
dos dados antes da inser¢do em software para andlise espectral computadorizada
(CERUTTI, 1995). Algoritmos autorregressivos sdo baseados em uma abordagem
(AKSELROD et al., 1981; CERUTTI, 1995), que assume que cada série temporal de
intervalo RR ¢ uma saida de um determinado modelo matemadtico. Para facilitar a
correlagdo com outros estudos, convencionou-se utilizar preferencialmente a TRF
(PHYSICK-SHEARD, P. W. et al, 2000). Para célculo da densidade espectral,
delimitam-se normalmente, em humanos, quatro faixas de frequéncias distintas: 1) alta
frequéncia (AF: 0,15 a 0,40 Hz), modulada pelo sistema nervoso parassimpatico e
gerado pela respiragdo (FURLAN et al., 1990); 2) baixa frequéncia (BF: 0,04 a 0,15
Hz), modulada tanto pelo simpatico quanto pelo parassimpatico (CHESS et al., 1975;
SAUL et al, 1990). Tem sido correlacionada ao sistema barorreceptor e
termorregulador (KITNEY e ROMPELMAN, 1980), a atividade periférica vasomotora
e ao sistema renina-angiotensina (AKSELROD et al., 1985; MALIK e CAMM, 1993);
3) frequéncia muito baixa (FMB; 0,01 a 0,04 Hz) tem sido proposta como um marcador
da atividade simpatica (MALIK e CAMM, 1993), porém isto ainda ndo estd bem
definido; 4) frequéncia ultra baixa (FUB: 10” & 10 Hz sua correspondéncia fisiologica
ainda permanece obscura (MALIK e CAMM, 1993).

A poténcia de AF e BF podem ser calculados em absoluto (ms®) e unidades
normalizadas (nu), sendo este tltimo obtido multiplicando por 100 a razao entre o poder
de cada componente individual e a poténcia total menos o componente MBF (ex.:
LF/(Poténcia Total-MBF) (PAGANI et al., 1986). Ja foi comprovado que o
procedimento de normalizagdo facilita a avaliacao de alteragdes em BF e AF de forma
independente das variagdes concomitantes na poténcia total e reflete a interagdo
reciproca que caracteriza as atividades simpaticas € vagais na maioria dos processos
fisioldgicos e condicdes patoldgicas (AKSELROD et al., 1981; PAGANI et al., 1986;
MALLIANI et al., 1991; TASK-FORCE, 1996). Uma similar avaliagdo do equilibrio

simpatovagal ¢ fornecida pelo uso da relacio BF/AF.



Para aumentar a comparabilidade entre estudos da analise TRF da VFC, as seguintes
recomendacdes devem ser levadas em consideragdo: (1) usar conjuntos de dados de
aproximadamente 5 minutos de duragdo; (2) usar pelo menos 512 pontos das séries
temporais derivadas dos dados entre batimentos originais para calcular o espectro de
poténcia; usar bandas de frequéncia adequadas as espécies, como os intervalos de AF a
de 0,13 a 0,26 Hz (corresponde a uma taxa respiratoria de 8-16 m.r.p.m. para equinos;
(3) expressar também os dados em unidades normalizadas como porcentagem ou
proporcao da poténcia total (BF / poténcia total x 100 ou AF / poténcia totalx 100).
Conforme ja utilizado por PHYSICK-SHEARD. P. W. et al. (2000) e (VILLAS-BOAS,

2016) em estudo anterior em equinos, neste trabalho optou-se por utilizar como bandas

de frequéncia para BF 0.01-0.07 Hz e para AF 0.07-0.50 Hz.

4.1.2 Ajustes cardiovasculares e regulacio autondmica durante o
exercicio fisico aerdbico

Durante o exercicio, ocorre aumento da atividade simpatica e diminuicdo da
descarga vagal propiciando aumento da frequéncia cardiaca (FC), volume ejetado e
contratilidade miocardica para satisfazer as demandas energéticas dos musculos que
trabalham. A aceleracdo cardiaca no exercicio resulta da inibi¢do parassimpatica em
baixas intensidades de exercicio e da inibicdo parassimpatica e ativagdo simpdatica em
intensidades moderadas (SHEPHARD, 1987).

Sabe-se que a magnitude das respostas neural e hemodindmica ao exercicio esta
relacionada a intensidade do exercicio (FORJAZ et al., 1998). KANNANKERIL e
GOLDBERGER (2002) mostraram que o exercicio moderado estd associado a um
encurtamento do comprimento do ciclo sinusal do nodo sino atrial, comprimento do
ciclo de bloqueio atrioventricular, do intervalo atrioventricular e do periodo refratario
efetivo ventricular. Este estudo também fornece a primeira avaliagdo dos efeitos
parassimpaticos na eletrofisiologia cardiaca durante o exercicio e a sua recuperacao.
Embora o exercicio seja associado a retirada parassimpatica, ainda existem efeitos
parassimpaticos mensuraveis no ndédulo sinusal, no nodo atrioventricular e ventriculo
durante exercicio ¢ moderado e no periodo de recuperacao. Os efeitos parassimpaticos
durante o exercicio sdo inferiores aos observados em repouso (KANNANKERIL e
GOLDBERGER, 2002).

Visto que a adaptagdo ao exercicio adquirido por treinamento fisico pode

influenciar significativamente a resposta cardiovascular ao exercicio (HAGBERG et al.,
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1980), os indices de Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) e particularmente o
poder espectral das ondas de alta frequéncia (AF) correspondentes a atividade
parassimpatica sdao, em grande parte, influenciados pelo padrao de respiragdo sendo por
isso recomendado controlar a frequéncia respiratoria e o Volume corrente em estudos de
VFC (BROWN, T. E. et al., 1993). Sabe-se que podem haver interacdes simpaticas-
parassimpaticas significativas que podem resultar em efeitos parassimpaticos

acentuados (KOLMAN et al., 1975; MARTINS e ZIPES, 1980).

4.1.3 Recuperacio da frequéncia cardiaca apdés exercicio

Em estudos em humanos ja foi observado que, o efeito parassimpatico no
periodo inicial de recuperagdo pos-exercicio faz com que a FC tenda a atingir os valores
de repouso. A frequéncia cardiaca diminui rapidamente durante os primeiros 1-2
minutos apds a cessacdo do exercicio, ¢ gradualmente depois disso. Em humanos, na
recuperacao dos ritmos moderado e intenso, a frequéncia cardiaca permanece elevada
acima do nivel de pré-exercicio por um periodo de tempo relativamente longo (até 60
min) (BROWN, S. P. ef al, 1993; CARTER et al., 1999; NISHIME et al., 2000;
TAKAHASHI, T et al., 2000; TAKAHASHI, Tatsuhisa et al., 2000). Devido a
presumida origem parassimpatica da VFC e a taxa de diminui¢do da frequéncia cardiaca
apos o exercicio, postula-se que os indices de VFC antes e depois do exercicio poderiam
estar associados a taxa de recuperacdo da frequéncia cardiaca. Esses dados tém
implicacdes importantes na interagdo entre exercicio, atividade autondomico e risco de
morte subita. Do ponto de vista clinico, a quantificagdo da VFC durante varias
manobras (repouso, exercicio, pds exercicio) pode fornecer informagdes adicionais
sobre adaptabilidade e flexibilidade do sistema cardiovascular com potencial aplicacao
clinica progndstica.

O periodo de recuperagdo apods o exercicio também estd associado a mudangas
autonomicas. A FC diminui e provavelmente reflete a retirada simpatica e a reativacao
parassimpatica (IMAI et al., 1994). No entanto, estudos sobre a VFC durante a
recuperagao proporcionam resultados conflitantes. Em comparagao com o exercicio, a
poténcia da AF na recuperacao foi notada por aumentar (ARAI ef al., 1989) ou diminuir
(PERINI et al., 1990), embora a variacdo da frequéncia cardiaca na recuperacdo tenha

sido consistentemente demonstrada como diminuida em comparagdo com avaliagdes
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basais (ARAI et al., 1989; AHMED et al., 1994 355). No estudo de (KANNANKERIL
e GOLDBERGER, 2002), os efeitos parassimpaticos foram claramente demonstrados
na recuperacdo ¢ foram intermediarios entre os observados em repouso e aqueles
observados durante o exercicio. A inervagdo parassimpatica do coracdo demonstra
diferengas regionais (RANDALL, 1994). As vias pré-ganglionares vagais para o nédulo
sinusal estdo situadas na almofada de gordura da veia pulmonar, enquanto que aqueles
que inervam o ndédulo AV estdo na camada de gordura que cobre a entrada do seio
coronariano no septo interatrial inferior. Comparado com os nodos hé poucos ganglios
encontrados nos tecidos ventriculares. Os nervos parassimpaticos sdo distribuidos para
regioes altamente restritas do coracdo em percursos anatdmicos discretos, que podem

ser alterados seletivamente (RANDALL et al., 1992).

4.2 Avaliacoes laboratoriais do sangue

4.2.1 Enzimas Séricas

As enzimas séricas foram analisadas no intuito de correlacionar a utilizacao da
N-acetilcisteina com lesdes musculares e metabdlicas que cursam com a pratica de
exercicio fisico moderado e intenso conforme o praticado pelos animais no presente

estudo.

4.2.1.1 Aspartato aminotransferase (AST)

As enzimas comumente utilizadas para indicar a lesdo muscular sdo a aspartato
aminotransferase (AST), Creatinoquinase (CK) e a lactato desidrogenase (LDH)
(VALBERG et al., 1993). A cinética da elevagdo sérica e da eliminagcdo de cada uma
dessas enzimas ¢ diferente e devem ser consideradas na interpretagcao dos resultados. As
transaminases AST e alanina aminotransferase (ALT) sdo exemplos de enzimas de
extravasamento. Considera-se que pequenos fragmentos de membrana contenham
enzima de inducdo sejam liberados, cheguem a corrente sanguinea e provoquem
aumento da atividade sérica dessa enzima. Exemplo o aumento de Fosfatase alcalina
(ALP) e gamma glutamil transferase (GGT) na colestase (LASSEN e WEISER, 2007).

A AST catalisa a transaminagdo da L-aspartato a 2-oxiglutarato em oxaloacetato
e glutamato. Sdo encontradas duas isoenzimas, uma citossélica e outra mitocondrial,
que podem ser encontradas no figado, musculos, coracdo, eritrocitos e células da
mucosa intestinal (HOFFMANN et al., 1989). Portanto, a AST aumenta em caso de

maior exercicio muscular, devendo ser estudada junto com a creatinoquinase. Valores
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elevados podem significar danos musculares. Foram encontrados maiores niveis de AST
em cavalos supertreinados comparados aos cavalos controlados (TYLER-MCGOWAN
et al., 1999). O exercicio determinou aumento dos valores de CK e AST em ambos os
grupos possivelmente pelo mecanismo de aumento da permeabilidade das paredes
celulares em funcao do exercicio (SICILIANO et al., 1995). As atividades séricas da AST,
CK e LDH elevam-se imediatamente e retornam a valores semelhantes ao de repouso 30
minutos ap6s o término do Teste Padrao de Exercicio Progressivo. O pico de atividade
enzimatica da AST foide 12ha24 h;daCK de3ha6hedalLDH 24 h apos o término
do Teste Padrao de Exercicio Progressivo (THOMASSIAN et al., 2007). O exercicio
induz mudangas reversiveis na ultraestrutura do musculo esquelético dos cavalos, como
a elevagdao da permeabilidade do sarcolema e das proteinas musculares, tais como a
mioglobina, CK e a AST que sdo liberadas na circulagdo. Discretos aumentos dessas
enzimas apds o exercicio ndo estdo associados com a lesdo da célula muscular, mas com
o aumento da permeabilidade da membrana. Porém, caso haja lesdo em nivel
ultraestrutural durante o exercicio, um aumento marcante na concentracao dessas
proteinas sera observado, de maneira que, a avaliagdo da magnitude e do tempo de curso

dessas alteracdes auxilia identificar o tipo da lesdo muscular (VALBERG, 1996).

4.2.1.2 Creatinoquinase (CK)

Também conhecida pelo nome de creatina quinase ou, ainda, creatina
fosfoquinase (CPK), a creatinoquinase catalisa a transferéncia reversivel do grupo
fosforilado de um trifosfato de adenosina (ATP) para a creatina, para produzir
Adenosina difosfato (ADP)+fosfocreatina (PCr). A principal funcdo da CK citosoélica,
além de sua agdo de amortecimento, ¢ o reabastecimento de ATP em locais de alta
demanda de energia (BESSMAN e GEIGER, 1981). O ATP sintetizado por fosforilacao
oxidativa nas mitocondrias ¢ alterado para fosfocreatina pela creatinoquinase
mitocondrial (mi-CK), que ¢ entdo transportado para citosol e reconvertido para ATP
pela CK da miofibrila, que esta ligada a miosina (WALLIMANN et al., 1984). A reacao
da miosina ATPase wusa preferencialmente ATP fornecida pela reagdo de
creatinoquinase miofibrilar do que a ATP citosélica (YAGI e MASE, 1962; SAVABI et
al., 1983).

A creatinoquinase possui quatro isoenzimas. A CK-MM esta presente nos
musculos esquelético e cardiaco, a CK-BB est4 presente no cérebro, e a CK-MB que ¢

uma isoenzima encontrada principalmente no coracao. A quarta isoenzima ¢ a CK-Mt
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que ¢ uma enzima mitocondrial que responde por até¢ 15% da atividade da CK cardiaca
(KRAMER e HOFFMANN, 1997). Em medicina veterindria, a determinacdo das
isoenzimas de CK ainda ndo tem utilidade pratica, embora seja comum na medicina
humana. A CK ¢ a enzima mais sensivel para indicar lesdo muscular. Pode ocorrer um
incremento na atividade plasmatica desta enzima por inje¢do intramuscular, decubito
prolongado , convulsdes, esforco prolongado e outras lesdes musculares (DACVECC e
DACVO, 2003).

WOLFFENBUTTEL et al. (2003), verificaram que cdes com leptospirose

apresentavam atividade sérica da CK aumentada. Em medicina humana, este ¢ um dos
primeiros testes a serem realizados quando existe suspeita desta enfermidade. Este
achado sugere uma extensa degeneragdo muscular, que explica as dores pelo corpo
relatadas em humanos e observados na clinica veterinaria. Incremento significativo de
CK pode ocorrer em bovinos transportados por longos periodos (TADICH et al., 2000),
devido ao esforgo fisico a que sdo submetidos os animais. O esfor¢o do parto também ¢
um fator de aumento da CK (MORAIS et al., 2000), assim como o exercicio de cavalos
de pentatlon (BALOGH et al., 2001). A liberagcdo de enzimas citoplasmaticas, incluindo
CK, AST e LDH, foi considerada um parametro de avaliacdo para a lesdo muscular
durante o exercicio (LINDSAY et al., 1980). Dentre estas, a atividade da CK foi
considerada por DUNCAN e PRASSE (1986) o indicador mais especifico e sensivel

para detectar e monitorar a lesdo muscular em equinos. No equino a CK ¢ encontrada no
musculo esquelético, miocardio e cérebro. Parece haver pouca ou nenhuma troca entre o
liquido cerebroespinhal e o plasma. Um aumento significativo na concentragdo da CK
plasmatica total deverd estar associada a lesdo muscular cardiaca ou esquelética.
Isoladamente a concentragdo plasmatica da CK ndo podera ser usada para diferenciar

lesdo cardiaca de lesdo muscular esquelética. Segundo HORTOBAGYI e DENAHAN

(1989) e BRUIN et al. (1994) a CK plasmatica ¢ um marcador de excesso de treino.

4.2.1.3 Fosfatase alcalina (ALP)
A fosfatase alcalina estd presente no intestino, nos rins, no figado e nos 0ssos.
Duas isoenzimas foram descritas, uma de origem intestinal e outra inespecifica
(KRAMER ¢ HOFFMANN, 1997). Além delas, existe uma isoenzima induzida por
corticosterdide. No soro de cdes podem ser encontradas isoenzimas de origem Ossea,

hepatica e induzida por corticosterdide (SYAKALIMA et al., 1997).
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Além dos corticosteroides, outras drogas induzem aumento da fosfatase alcalina,
tais como esteroides, barbituricos, cefalosporinas, fenobarbital, fenotiazinas,
fenilbutazona, tetraciclinas, tiabendazol e halotano. A fosfatase alcalina de origem 6ssea
pode estar aumentada em animais jovens, em consolidacio de fraturas,
hiperparatireoidismo, osteossarcoma, osteomaldcia ou na deficiéncia de vitamina D.
Nem toda hepatopatia significativa causa um aumento significativo da enzima. Necrose

hepatocelular geralmente cursa com aumento transitorio da fosfatase alcalina

(WILLARD et al., 1993).

4.2.1.4. Gama-glutamil transferase (GGT)

A y-glutamiltransferase (GGT) estd presente, principalmente, nas células
epiteliais dos ductos renais e biliares (KRAMER e HOFFMANN, 1997), apresentando
atividade sérica muito baixa em cdes e gatos, quando comparada & de ruminantes
(COLES, 1984). Também conhecida como gama-glutamil transpeptidase (GTP), ¢ uma
enzima de membrana, associada a numerosos tecidos (MEYER et al., 1995) com
exce¢cdo do musculo. Apresenta grande atividade nos rins e no figado, mas somente
aquela de origem hepética ¢ normalmente encontrada no plasma, pois a de origem renal
¢ excretada na urina. O aumento da atividade da enzima ocorre, em todas as espécies
examinadas, ap6s colestase. Em felinos, mas ndo em caes, pode ser utilizada no lugar da
fosfatase alcalina, com maior sensibilidade e especificidade para o figado. Em caes pode
ser induzida pelo tratamento com prednisolona, sem causar colestase. A elevagdo de sua
atividade sérica estd relacionada com doencas hepaticas, especialmente aquelas que
afetam o sistema de ductos biliares (THOMPSON e PAULI, 1981). A colestase provoca
aumento na atividade sérica desta enzima, em todas as espécies (MEYER ef al., 1995;
KRAMER ¢ HOFFMANN, 1997) com melhor atividade diagnostica que a fosfatase

alcalina.

4.2.1.5 Lactato desidrogenase (LDH)

E uma enzima presente em varios tecidos, em particular no musculo esquelético,
musculo cardiaco, figado e eritrocitos, mas também nos rins, ossos € pulmdes. Existem
cinco isoenzimas conhecidas, que nao sdo comumente analisadas nos laboratérios
veterinarios. Isoladamente a enzima ndo ¢ especifica para nenhum 6rgdo devendo ser
avaliada em conjunto com outras enzimas séricas a exemplo da AST e CK

(THOMASSIAN et al., 2007), conforme ja citado anteriormente. Qualquer intensidade
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de hemolise ¢ prejudicial, pois o extravasamento de enzimas eritrocitarias incrementa a
atividade total da LDH no plasma.
Segundo HOFFMANN et al. (1989) a LDH catalisa a reacdo reversivel de

oxidagdo do piruvato em L-lactato com o cofator NAD e ¢ encontrada no coragdo,
figado, musculatura esquelética, rins e globulos vermelhos. A LDH juntamente com a
AST e CK foram utilizadas por Garcia citado por SCHEFFER ¢ GONZALEZ (2003),
para monitorar a intensidade do exercicio em cavalos crioulos. Em estudo realizado por

SOUTTO et al. (2013) com cavalos de polo suplementados com vitamina E e Selénio,

houve pico na atividade sérica de LDH no grupo controle 24 h ap6s o jogo evidenciando
uma demora na remissao da atividade sérica de LDH nos animais ndo tratados com
antioxidantes.

Lesdes musculares de etiologias variadas podem estar relacionadas ao aumento
da LDH. A deficiéncia de vitamina E e selénio e a mioglobinuria s3o causas de aumento

de LDH (HARVEY et al., 1997, KANEKO et al., 2008). BALOGH et al. (2001)

demonstraram que, em cavalos de salto, a LDH aumentou imediatamente apds o
exercicio e se manteve elevada apos 24 horas, diferente da CK que teve um pico apos o
exercicio, mas voltou aos valores basais apds um dia. Por se apresentar como um bom

indicador de lesio muscular, GARCIA ez al. (1999) utilizaram a LDH em conjunto com

CK e AST para monitorar a intensidade de exercicio de cavalos crioulos.

A LDH pode também ser utilizada para avaliar cardiomiopatias diversas
(isquemia, endocardite bacteriana, dirofilariose, trombose aortica e infarto do
miocardio). Normalmente a LDH aumenta menos rapidamente que a CK, mas também
mantém os valores elevados por mais tempo. Apos o infarto agudo do miocardio, em
humanos, a LDH atinge valores acima da referéncia apds 16 horas, atingindo valores
maximos em 40 horas e mantendo a atividade elevada por at¢ 8 dias (CHAPELLE,

1994).

4.2.2. Outros produtos do metabolismo muscular, hepatico e renal.
4.2.2.1 Creatinina
A creatinina ¢ uma substancia nitrogenada nao-proteica (FINCO, 1997),
excretada pela filtragdo glomerular (COLES, 1984).A creatinina plasmatica ¢ derivada,
praticamente em sua totalidade, do catabolismo de creatina presente no tecido muscular.
A creatina ¢ um metabolito utilizado para armazenar energia no musculo, na forma de

fosfocreatina, e sua degradagdo para creatinina ocorre de maneira constante, ao redor de
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2% do total de creatina diariamente. A conversdo de fosfocreatina é uma reagdo nao
enzimatica e irreversivel, dependente de fatores estequiométricos. A excrecao de
creatinina s6 se realiza por via renal, uma vez que ela ndo ¢ reabsorvida nem
reaproveitada pelo organismo. Por isso, os niveis de creatinina plasmatica refletem a
taxa de filtracdo renal, de forma que niveis altos de creatinina indicam uma deficiéncia
na funcionalidade renal (GONZALEZ e SCHEFFER, 2002).

A producdo diaria de creatinina ¢ relativamente constante, nao sendo
influenciada por fatores extra-renais, como acontece com a uréia. Alguns pesquisadores
consideram que a producao de creatinina € proporcional & massa muscular do individuo;
entretanto, estudos em humanos mostram que a idade e o sexo influenciam sua
concentracdo sérica, € nao massa muscular corporal. Uma vez formada, a creatinina ¢
excretada do organismo quase completamente por via renal durante a filtracdo
glomerular e, qualquer anormalidade que diminua a velocidade do fluxo urinario resulta
na elevacdo da sua concentracdo sérica (COLES, 1984). Em fun¢do da espécie e do
sexo, pode haver secre¢dao de pequena quantidade de creatinina nos tubulos renais, como
em pacientes humanos do sexo masculino, porém, geralmente tal ocorréncia tem
importancia clinica. Fatores como as citocinas, que provocam aumento do catabolismo
muscular endégeno na caquexia causada por septicemia ou cancer, podem aumentar a

liberacao e a produgdo de creatinina (LASSEN e WEISER, 2007).

KANEKO et al. (1997) citam que valores de referéncia para creatinina em
equinos estdo compreendidos na faixa de 106 a 168 umol/l ou 1 a 2mg/dL. Valores
elevados de creatinina podem significar problemas agudos ou crdénicos, e valores muito

baixos podem significar distrofia muscular.

4.2.2.2 Lactato

Durante o exercicio a energia ndo provem apenas de reacdes oxidativas. Reacdes
como a glicolise anaerobia consiste numa outra via de produgao de ATP onde nao se
utiliza O, podendo, entretanto, ocorrer na presenca de oxigénio, ndo sendo a
anaerobiose uma condi¢do para sua ocorréncia. Envolve dez reagdes quimicas, onde a
quebra parcial de glicose ou do glicogénio muscular proporciona a formacao de ATP de
forma rapida, produzindo também o lactato (BOTTEON, 2012).

Dessa maneira, esta via fornece ATP rapidamente com baixa energia (2 mmol de
ATP por mmol de unidade glicosil). O sistema lactato, no entanto, continua muito mais

rapido do que a producdo de energia aerdbica e compensa o menor rendimento de
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energia molar sendo a principal fonte de energia em provas de salto, modalidade
desportiva de alta intensidade e curta duragdo de atividade. O sistema lactato também
produz piruvato e consome nicotinamida adenina (NADH). Realimentando o sistema de
producdo aerobia de energia para que possa continuar, a célula dispde de piruvato em
excesso ¢ regenera NAD" pela conversdo de piruvato a lactato (ROBERGS et al., 2004).

O lactato ¢ produzido no citosol pelo ramo fermentativo da via glicolitica,
através da redugdo de piruvato com a oxidagdo concomitante de NADH para NAD",
uma reagdo catalisada pela enzima lactato desidrogenase (LDH). O lactato ¢
transportado através da membrana com o auxilio de transportadores monocarboxilatos,
que funcionam como symporters (transportador unidirecional) que move quantidades
equimolares de monocarboxilatos, como piruvato, lactato ¢ butirato, e H’
(HALESTRAP ¢ MEREDITH, 2004). Diversas células e tecidos, como células do
figado, células germinativas e neurdnios, metabolizam lactato convertendo-o para
piruvato através de LDH e depois convertendo o piruvato em glicogénio (no figado) ou
CO: (outros tecidos) (GLADDEN, 2004).

O lactato formado em fibras musculares ativas pode atingir fibras adjacentes
altamente oxidativas, onde sera utilizado como combustivel e pode ser oxidado em CO..
Por outro lado, o lactato que provém de fibras ativas pode ser transportado para os
capilares e em seguida, entrar na circulagdo e ser reconvertido a glicogénio no figado
(STANLEY et al., 1985). A principal desvantagem da produg¢do de lactato ¢ a produgao
indireta de ions H na célula. Lactato ¢ transportado para outros tecidos onde serad
reconvertido a piruvato, com consumo de H, e oxidado através do ciclo do acido citrico
ou utilizado para gliconeogénese no figado e nos rins. A acidez gerada inicialmente sera
neutralizada pelo consumo do lactato em outros tecidos (CONNETT et al., 1984;
BROOKS, 1986). Diversos fatores podem promover a elevagdo dos niveis de lactato no
sangue, por exemplo, os niveis de lactato no sangue sobem com a alimentagdo, porém
ha um aumento muito maior durante um treinamento extenuante. Com o inicio do
exercicio, ha uma enorme aceleracdo na velocidade de quebra do glicogénio do musculo
(glicogendlise), na absorcao de glicose e na quebra de glicose (glicolise) (BROOKS,
1986). Inicialmente o acumulo intracelular de lactato ¢ removido por transporte
facilitado para a circulagdo sanguinea porém, a saturacao deste mecanismo, resulta em
um subito aumento exponencial no acimulo de lactato intracelular conhecido como
limiar anaerdbico que geralmente ocorre quando a concentracdo plasmatica de lactato

atinge a concentragio de 4 mmol/L (HYYPPA e POSO, 1998).
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O aumento da glicolise muscular gera um acumulo de lactato, que por sua vez
serd liberado para o sangue. Embora o nivel de lactato durante o exercicio dependa de
varios fatores, a duracao e a intensidade do exercicio sdo as determinantes principais.
Grande parte da demanda do aumento de energia no inicio do exercicio sera suprida por
fontes de energia ndo oxidativas, basicamente glicogenolise e glicolise. O lactato,
contrastando com a glicose e outras substancias organicas combustiveis ¢ um substrato
menor € mais prontamente substituivel, locomovendo-se através da membrana celular
por transporte facilitado e seu movimento ndo exige a presenca de cofatores, tais como a
insulina. Além disso, o lactato pode ser formado rapidamente no musculo em grandes
quantidades e liberado na circulacdao geral. Por outro lado, as células musculares com
grandes reservas de glicogénio ndo podem liberar quantidades significativas dessa fonte
potencial de energia em forma de glicose, j4 que o musculo ndo contém uma enzima
importante necessaria para a producdo de glicose livre que pode ser liberada no sangue
(GLADDEN, 2004). Medicina Veterinaria, a concentracdo de lactato tem sido
empregada com um indicador da gravidade de doengas. Foi inversamente
correlacionada com a sobrevivéncia de equinos com célica (MOORE et al., 1976) e
posteriormente utilizada como um indicador de gravidade da coélica para cavalos (FURR

et al., 1995).

4.2.2.3 Ureia

A ureia ¢ sintetizada no figado a partir da amonia proveniente do catabolismo de
aminodcidos. Os niveis de ureia sdo analisados em relacdao ao nivel de proteina na dieta
e ao funcionamento renal. A ureia ¢ excretada principalmente pela urina e, em menor
grau, pelo intestino. Na maioria dos animais, o nivel de ureia ¢ indicador de
funcionamento renal (GONZALEZ ¢ SCHEFFER, 2002).

A ureia no seu ciclo incorpora duas moléculas de amdnia, cuja principal fonte
provém do catabolismo proteico (FINCO, 1997). Sua dosagem deve ser realizada
sempre que houver suspeita de reducdo do funcionamento renal (COLES, 1984). As
mudangas nas concentragdes da ureia no sangue podem ocorrer devido a dieta do
animal, as alteracdes no figado e nas funcgdes renais € a mudanga na taxa do catabolismo
da proteina (FINCO, 1997).

O aumento plasmatico da ureia pode ser por causas pré-renais, que antecede a
filtracdo ou por causas poOs-renais, como na obstru¢do urindria. A concentra¢do de ureia

estd aumentada na falha cardiaca, no choque hipovolémico, na hipotensdo, na
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desidratacdo ¢ nas doencas renais (GONZALEZ; SCHEFFER, 2002). A diminuigdo
plasmatica da ureia ocorre em insuficiéncia hepatica (com aumento de amonia), na
sindrome da mé absor¢ao, na sobreidratagao e em dietas com nivel baixo de proteinas

(GONZALEZ; SCHEFFER, 2002).

4.3 O Exercicio de salto

Apesar de a velocidade e a duragdo da atividade durante provas de salto serem
baixas, a contribui¢do energética ¢ derivada de processos oxidativos (respiracdo
aerdbica) e do metabolismo anaerdbico. A competi¢do de saltos inclui um aquecimento
de 30 minutos de exercicio brando ou moderado com reagdes aerdbicas para produgao
de energia, seguidos de 2 minutos ou menos de exercicio de alta intensidade,
predominantemente anaerdbio havendo mais de uma fonte de obtengdo de ATP
(LEKEUX et al., 1991).

A atividade de salto ¢ um exercicio bem exigente para o animal que demanda véarios
anos de treinamento para desenvolver todo o potencial de um cavalo (CLAYTON,
1991). O treino de saltadores envolve a utilizagdo de exercicios periddicos que causam

\

modificagdes estruturais, funcionais e comportamentais deixando os animais aptos a

O~

participar de competi¢des (FERRAZ et al., 2010). A performance do atleta
determinada por diferentes e interdenpendentes processos hematoldgicos, bioquimicos e
fisiolégicos (BERTONE et al., 2004). Em cavalos de salto muitos estudos tem sido
desenvolvidos com o propésito de identificar um padrio de algumas alteragdes
fisiologicas, bioquimcas e hematologicas durante o treinamento e a atividade fisica
(LEKEUX et al., 1991, BARREY e VALETTE, 1993) mostrando significativas

variagOes em alguns desses parametros ap0Os treino ou prova.

4.3.1 Exercicio fisico, formacdo de espécies reativas de oxigénio e

estresse oxidativo

O interesse acerca dos mecanismos de geragdo e adaptagdo de radicais livres de
oxigénio (RLO) ou espécies reativas de oxigénio (EROS) ao exercicio aumentou
significativamente a partir da demonstracdo de sua relacdo com o consumo de oxigénio.
Esta correlagdo do exercicio com a producao de EROS vem ganhando crescente espago

no estudo da fisiologia do exercicio, especialmente na medicina esportiva equina.
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As EROS sao formadas pela reducao incompleta do oxigénio, gerando espécies
que apresentam alta reatividade para outras biomoléculas, principalmente lipidios e
proteinas das membranas celulares e, at¢ mesmo, o DNA. O exercicio fisico agudo, em
funcdo do incremento do consumo de oxigénio, promove o aumento da formacdo de
EROS (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004). Estresse oxidativo ocorre quando a
producao de EROS ¢ maior que sua degradacao resultando em dano tecidual ou na
producao de compostos toxicos ou danosos aos tecidos. Desta forma, o estresse
oxidativo (EO) ocorre quando ha um desequilibrio entre os sistemas pro-oxidantes e
antioxidantes, de maneira que os primeiros sejam predominantes (SIES, 1986).
Entretanto, o treinamento fisico ¢ capaz de gerar adaptacdes capazes de mitigar os
efeitos deletérios provocados pelos EROS. Estas adaptacdes estdo relacionadas a uma
série de sistemas, dos quais os mais importantes sdo o0s sistemas enzimaticos
antioxidantes, compostos pela superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase

(SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004)).

4.3.1.1 Estresse oxidativo e Malondialdeido

Durante o exercicio fisico o aporte € o consumo de oxigénio nos musculos
esqueléticos e tecidos aumentam levando a um incremento na produgdo de EROS. O
exercicio fisico extenuante pode induzir ao estresse oxidativo (KINNUNEN et al.,
2005). O cavalo tem a habilidade inica de aumentar em até sessenta vezes sua captacao
de oxigénio durante exercicio intenso (ART e LEKEUX, 2005), o que resulta em maior
produgdo mitocondrial de EROS (JI, 1999; ART e LEKEUX, 2005), consequentemente
induzindo a peroxidagao lipidica (DEKKERS et al., 1996; CHIARADIA et al., 1998) e
expondo o equino ao estresse oxidativo induzido pelo exercicio (BALOGH et al.,
2001). A musculatura esquelética pode estar sujeita a um grau de estresse oxidativo
durante o exercicio maior que o figado ou o corag¢do devido a produgcdo de EROS (J1,
1999).

Os principais substratos alvos para os EROS sdo os 4cidos graxos poli-
insaturados da membrana fosfolipidica. A modificagdo desta membrana resulta em
desorganizacdao do esqueleto celular e de sua fungdo. Um dos produtos finais mais
conhecidos da peroxidagao lipidica ¢ o malondialdeido (MDA), que serve como um
confidvel e mais comumente utilizado marcador do nivel geral de peroxidagao lipidica e

da presenca de estresse oxidativo (DEL RIO et al., 2005; GROTTO et al., 2009). A

19



produgdo aumentada de EROS pode favorecer a lipoperoxidagdo da membrana celular
diminuindo, entretanto, a integridade da membrana das células musculares (DEKKERS
et al., 1996; KIRSCHVINK et al., 2008), o que pode incorrer em danos teciduais (ART
e LEKEUX, 2005) e fadiga muscular (MARLIN et al., 2002). Diversos relatos mostram
a relacdo entre estresse oxidativo e danos a musculatura esquelética em equinos atletas
(CHIARADIA et al., 1998; FRANKIEWICZ-JOZKO e SZARSKA, 2000; WHITE et
al.,2001; HARGREAVES et al., 2002; WILLIAMS et al., 2003).

Outro estudo de suplementagdo de vitamina E investigou o efeito de trés dietas
que proporcionaram diferentes niveis, deficiente, baixo e alto, de vitamina E ao longo
de noventa dias em dezenove cavalos regularmente exercitados (SICILIANO et al.,
1997). Embora as concentragdes sé€ricas e musculares de vitamina E aumentassem em
cavalos recebendo o regime de vitamina E baixo ou alto, as concentragdes de
substancias reagentes com acido tiobarbitiricos (TBARS) musculares permaneceram

inalteradas, bem como as atividades de CK e de AST.

4.3.1.2 Determinacao do MDA

O MDA ¢ um dialdeido formado como um produto secundério durante a
oxidacdo de 4acidos graxos poli-insaturados (AGPI) por cisdao beta dos AGPI
peroxidados, principalmente o acido araquidénico. E volatil, possui baixo peso
molecular, tem uma cadeia curta (1,3-dicarbonil) e ¢ um acido moderadamente fraco
(pKa = 4,46). Em condigdes apropriadas de incubagdo (meio acido e aquecimento),
reage eficientemente com uma variedade de agentes nucleofilicos, a exemplo do acido
tiobarbiturico (TBA), para produzir cromoégenos com alta absortividade molar no
espectro visivel (JANERO, 1990; BENZIE, 1996). A sua condensacdo com o TBA
forma produtos, usualmente em uma reagdo com pH baixo e temperaturas elevadas (80-
100 °C), que podem ser determinados por absorbancia. A reacdo ndo especifica do
MDA com grupos amino primarios ocorre em varias biomoléculas (proteinas, acidos
nucléicos, aminas e fosfolipides) produzindo complexos 1:1, que sdo bases de Schiff
conjugadas (JANERO, 1990).

O teste padrao, introduzido por Kohn e Liversedge, em 1944 (LIMA ADBALLA,
2001) ¢ bastante popular porque ¢ simples e rapido, porém inespecifico. Consiste na
medida de um cromogeno réseo formado pela reagdo do MDA com duas moléculas de
acido tiobarbitlrico, em meio acido e alta temperatura. Essa reagdo, chamada de “teste

das substancias reativas com acido tiobarbitirico (TBARS)”, representa multiplos
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métodos que utilizam o TBA, formando o complexo MDA:TBA (1:2),
CiiHsN4S:04.H20 (P.M.=342,35), que tem absor¢ao méaxima em 532nm. Neste teste
utiliza-se como padrao o MDA obtido pela hidrélise do tetrametoxipropano ou
tetraetoxipropano (YU et al., 1986). A avaliagdo do MDA pelo teste com TBA ndo ¢
especifica, pois muitas outras substancias que ocorrem em materiais bioldgicos também
reagem com o TBA. Esta inespecificidade ¢ particularmente importante em lipideos
contendo AGPI auto oxidados como produtos de decomposi¢ao secunddria, incluindo
complexa mistura de compostos saturados de cadeia curta (alcanos), insaturados
(alcenos e alcadienos) e aldeidos monofuncionais, além de MDA. Alguns aldeidos
monofuncionais também sdo reativos ao TBA, em meio acido e a temperatura elevada
utilizada no teste das TBARS, formando produtos derivados do TBA com um espectro
no visivel similar ao do complexo MDA: TBA (1:2). Portanto, o teste
espectrofotométrico com o TBA pode medir variedades de espécies que absorvem em
532 nm. Outra possivel interferéncia neste método deve-se a presenca de metais de
transi¢do, o que possibilita uma geragio de MDA durante a analise. E essencial incluir-
se quantidade suficiente de antioxidante para prevenir a auto-oxidagdo dos lipides e a
subsequente formacdo de MDA, durante a fase de aquecimento do ensaio.
Adicionalmente, ¢ aconselhdvel também tratar os reagentes com quelantes de metais de
transi¢do para impedir a interferéncia destes. Outra desvantagem do teste das TBARS ¢
a instabilidade do cromodgeno, que absorve em 532 nm (FUKUNAGA ef al., 1995).
Portanto, as condigdes do teste das TBARS influenciam na anélise da lipoperoxidagdo.
Quatro fatores importantes devem ser considerados neste teste: a influéncia das
condi¢des da reagdo e dos reagentes na resposta ao TBARS; a ndo especificidade do
TBA para a reagdo com o MDA; a ndo exclusividade do MDA como produto final da
lipoperoxidacdo e, finalmente, a impossibilidade de se distinguir o complexo
MDA:TBA dos outros produtos reativos ao TBA por espectrofotometria (JANERO,
1990; BENZIE, 1996).

4.3.1.3 Exercicio, treinamento e suplementa¢io com antioxidantes

Desde que Davies e colegas de trabalho demonstraram em 1982 que o exercicio
fisico gera radicais livres, o impacto do exercicio fisico e o treinamento sobre o
equilibrio oxidante/antioxidante tem sido amplamente investigado em roedores

laboratoriais (LEEUWENBURGH e HEINECKE, 2001) ¢ em humanos (SEN ¢
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PACKER, 2000) As mudangas induzidas pelo exercicio do equilibrio
oxidante/antioxidante sdo essencialmente decorrentes do aumento do transporte de
elétrons mitocondriais nas células musculares (DI MEO e VENDITTI, 2001). Uma
geracdo aumentada de ROS pode favorecer a peroxidacdo da membrana das células
musculares e assim diminuir a integridade da membrana. As correlagdes positivas que
foram detectadas entre o vazamento das enzimas musculares e os peroxidos lipidicos
plasmaticos sdo compativeis com esta hipotese (WILLIAMS et al., 2004a).

Numerosos estudos mostraram que as alteragdes oxidantes/antioxidantes
induzidas pelo exercicio no exercicio de cavalos variam em relagdo ao tipo de exercicio
(corrida, exercicio de esteira padronizado, exercicio de corrida padronizado, resisténcia)
e os marcadores avaliados no sangue, embora geralmente seja acordado que o exercicio
induz alteracdes significativas do equilibrio circulante oxidante-antioxidante. No
entanto, existe controvérsia em termos de resultados pouco reproduziveis e até
contraditorios que sugerem que o design experimental, a aptiddo dos cavalos, a
abordagem analitica e os fatores ambientais influenciam fortemente os resultados dos
estudos.

Outra descoberta interessante ¢ o fato de que as alteragdes de antioxidantes
(AOX) induzidas pelo exercicio ndo aparecem necessariamente durante ou
imediatamente apoOs o exercicio, mas que podem ser detectaveis de dezesseis a vinte e
quatro horas depois da atividade (BALOGH et al., 2001; MARLIN et al., 2002; DE
MOFFARTS et al., 2004). Ainda ndo foi abordado se essas perturbagdes prolongadas
do equilibrio oxidante/antioxidante influenciam os episddios consecutivos do exercicio,
a exemplo da rotina de treinamento em dias consecutivos. No entanto, o treinamento
pode influenciar positivamente a capacidade antioxidante do organismo. Na verdade,
um aumento nos diferentes AOX, como vitamina C, acido urico, GPx (glutationa
peroxidase) e SOD (superoxido dismutase), foi observado em cavalos mesticos apds um
periodo de doze semanas de treinamento aerdbico e anaerdbico, enquanto o aumento no
consumo de oxigénio (medido como mudangca de VO, méx.) foi positivamente
correlacionado com o aumento da atividade da SOD de eritrocitos (DE MOFFARTS et
al., 2004). Embora o treinamento aumente o sistema de defesa antioxidante do
organismo, periodos prolongados de treinamento e competi¢des de corrida podem
induzir distirbios do equilibrio oxidante/antioxidante (AVELLINI et al., 1995; DE
MOFFARTS et al., 2005), que poderiam estar relacionados a inapropriado fornecimento

nutricional de AOX. Na medicina esportiva humana, foi estabelecido que a necessidade
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de vestigios e vitaminas ¢ aumentada nos atletas (CLARKSON ¢ THOMPSON, 2000;
JENKINS, 2000). Os ratos que foram esgotados da glutationa reduzida (GSH)
mostraram ser menos tolerantes ao exercicio do que os ratos nao esgotados ou
suplementados, sugerindo que uma deficiéncia antioxidante diminui o desempenho,
enquanto a suplementacdo antioxidante em individuos ndo deficientes ndo melhora o
desempenho (SEN et al., 1994).

Consequentemente, os suplementos AOX parecem ser de interesse na prevencao
de uma deficiéncia induzida por exercicio (ou induzida por doenga) entretanto,
conforme ja proposto e comprovado por diversas pesquisas, a suplementagdo nao parece
melhorar o desempenho. Os ensaios de suplementacdo de AOX em cavalos esportivos
fornecem evidéncias de que distirbios ou deficiéncias induzidas pelo exercicio podem
ser impedidas pelo menos parcialmente. Objetivando elucidar os efeitos ja amplamente
descritos e avaliados da suplementagdo, cabe citar uma série de ensaios significativos
com as principais substancias utilizadas como AOX na medicina esportiva equina.

A primeira delas ¢ a vitamina E. o primeiro relatorio sobre o efeito do estado da
vitamina E sobre a peroxidagao lipidica em cavalos exercitados foi publicado em 1992
(MCMENIMAN e HINTZ, 1992). Foi realizada suplementacdo oral de vitamina E de
poneis de polo submetidos a testes de exercicios de esteira e avaliada a relagdo entre a
concentracao de vitamina E no sangue e a peroxidacao lipidica (avaliada por substancias
reativas ao acido tiobarbiturico, TBARS). A suplementacdo sob a forma de 6leo de
milho aumentou a concentragdo plasmatica de vitamina E e uma correlagdo negativa
entre os niveis plasmaticos de vitamina E ¢ TBARS foi encontrada pré e pds-exercicio.
Curiosamente, o aumento da atividade de GPx e SOD de sangue total ¢ um aumento da
vitamina C plasmatica foram registrados apds a suplementagdo de vitamina E, o que
sugeriu aos autores que os acidos graxos poliinsaturados fornecidos pelo 6leo de milho
aumentavam o peso pro-oxidativo, independentemente da suplementagdo de vitamina E.
Alternativamente, pode-se hipotetizar que a suplementacdo de vitamina E aumentou a

reciclagem de AOX e a melhoria dos efeitos AOX sinérgicos.

Em outro estudo, AVELLINI ez al. (1999) investigaram o efeito da vitamina E
em combinag¢do com Selénio em onze cavalos de corrida submetidos a um periodo de
treinamento e suplementagdo de setenta dias. Neste, o treinamento combinado com
suplementagdo levou a uma geracao significativamente menor de MDA sérico induzida
por exercicio e, a capacidade de captura total de radicais de perdxido do plasma foi

significativamente aumentada. Os niveis de vitamina E e MDA foram, como com a
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vitamina E ¢ TBARS no estudo de MCMENIMAN e HINTZ (1992), significativamente

e negativamente correlacionados. Embora este estudo ndo tenha permitido a dissociagdao
entre os efeitos de treinamento e suplementagcdo, demonstrou uma clara modulagdo do

equilibrio oxidante/antioxidante, que estd de acordo com o estudo de DE MOFFARTS

et al. (2004), que investigou o efeito da intensidade do exercicio e do treinamento em
cavalos de raca padrdo. Ja no trabalho de WILLIAMS e CARLUCCI (2006)

suplementagdo intensa de vitamina E dos cavalos ndo conseguiu melhorar a modulacao
das alteragdes oxidativas induzidas pelo exercicio em comparagdo com a suplementagao
basal. Além disso, a concentracdo plasmatica de vitamina A (f3-caroteno) diminuiu,
possivelmente devido a um efeito inibitorio da vitamina E no metabolismo da vitamina
A.

O efeito da suplementacdo de vitamina C também foi investigado em cavalos de
corrida (WHITE et al., 2001) e cavalos de resisténcia (WILLIAMS et al., 2004a). No
primeiro estudo, 5g de vitamina C foram injetados por via intravenosa em 14 cavalos
puro sangue antes de uma corrida e 30 cavalos correram a corrida sem nenhum
tratamento. A vitamina C aumentou os niveis plasmaticos de vitamina C, impediu o
aumento induzido pelo exercicio de TBARS no plasma e manteve a capacidade
antioxidante plasmadtica e a reatividade antioxidante total. A atividade sérica de CK
aumentou em cavalos tratados e ndo tratados. No segundo estudo, 46 cavalos de
resisténcia foram suplementados por 3 semanas antes de uma corrida de resisténcia de
80 km com vitamina E (n = 23 animais) ou uma combinag¢ao de vitamina E ¢ vitamina C
(n =23 animais) (WILLIAMS et al., 2004a). Considerando que os niveis de vitamina C
permaneceram maiores em cavalos que receberam apenas vitamina E, ndo foram
relatadas diferencas relacionadas ao tratamento com relacdo aos peroxidos lipidicos,
GSH de globulos vermelhos, atividade de GPx de gloébulos vermelhos e de gldbulos
brancos e a atividade de CK e AST no soro. No entanto, correlagdes positivas entre
peroxidos lipidicos plasmaticos, CK e AST, sugerindo associagdo entre vazamento
muscular e peroxidagao lipidica induzida pelo exercicio.

Em estudo comparativo entre a suplementacdo de acido lipdico versus a de
vitamina E, utilizou-se cavalos de enduro subdivididos em trés grupos, controle,
vitamina E e acido lipdico, com quatro animais cada. Globulos vermelhos e brancos,
atividade da GPx, apoptose de células brancas, GSH de sangue total, CK plasmatico,
AST, acido lactico, vitamina C e E foram avaliados ap6s 2 semanas de suplementa¢do

oral imediatamente antes, durante e depois de uma corrida de resisténcia de 55 km
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(WILLIAMS et al., 2004b). Cavalos suplementados com acido lipdico e vitamina E
tiveram niveis mais elevados de vitamina E e vitamina C do que cavalos do grupo
controle, bem como concentragdes superiores de GSH no sangue total e atividade de
GPx nos globulos brancos, enquanto que toda atividade da GPx no sangue total foi
menor. Esses resultados ilustram o efeito de reciclagem e eliminagdo do acido lipodico
(BAST e HAENEN, 2003) e forneceu evidéncias de que a modulacdo do sistema de
glutationa, que ¢ um sistema antioxidante de primordial importancia de eritrocitos e
células musculares (JI, 1999), podem ser encontrados em cavalos. Além disso, isso, o
estudo mostrou que o aumento de CK e de 4cido lactico induzido pelo exercicio foi
menor em cavalos suplementados, enquanto que a atividade de AST foi menor apenas
no grupo suplementado com acido lipdico. No entanto, a apoptose de globulos brancos

induzida pelo exercicio diminuiu em ambos os grupos suplementados.

4.4 N-acetilcisteina

A N-acetilcisteina, um precursor da glutationa reduzida, esteve em uso clinico por
mais de 30 anos principalmente como um mucolitico. Além da acdo mucolitica, a NAC
¢ estudada e utilizada em condigdes caracterizadas por diminuicdo da GSH ou em
situagdes em que hd aumentado grau de estresse oxidativo tais como infec¢do pelo virus
da imunodeficiéncia viral humana, cancer ¢ doenca cardiaca. Devido a sua atividade
hepatoprotetora, administragdo oral e intravenosa de NAC tem sido amplamente
utilizada no tratamento do envenenamento por paracetamol (KELLY, 1998).

A NAC ¢ um tiol que possui a formula quimica CsHoNOsS (ZIMENT, 1987). Em
humanos ¢ rapidamente absorvida ap6és uma dose oral, no entanto, o extenso
metabolismo da primeira passagem pelas células do intestino delgado e do figado
resulta na incorporacdo de NAC em cadeias de peptideos de proteinas e na formagdo de
uma variedade de metabdlitos da NAC. Apenas uma pequena porcentagem da molécula

chega intacta ao plasma e consequentemente aos tecidos (DE CARO et al., 1989).
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Figura 2: Formula quimica da N-acetilcisteina.

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/image/fl.html?cid=12035).

O grupo sulfidrila é responsavel por grande parte da atividade metabolica da NAC ja
que o grupo amino acetil-substituido torna a molécula mais estavel contra oxidagdo. Os
resultados experimentais indicam que no fluido gastrico a maioria dos compostos
contendo tiol sdo relativamente instdveis, no entanto, no fluido intestinal apenas
dezesseis por cento do NAC ¢ oxidado, enquanto a oxidagdo de outros compostos que
contém moléculas de tiol ¢ entre 75 e 100 por cento (BONANOMI e GAZZANIGA,
1979).

Apenas trés por cento da NAC marcada radioativamente ¢ excretada nas fezes apos
a administracdo oral, indicando uma absor¢do quase completa de NAC e seus
metabolitos (BORGSTROM et al., 1986). O pico de concentragio plasmatica de NAC é
atingido em menos de uma hora apés a administragio oral (BORGSTROM et al., 1986;
DE CARO et al., 1989). Em humanos, a meia vida plasmdtica da NAC livre ¢ estimada
em cerca de 2,15 horas e a NAC praticamente ndo ¢ detectavel de dez a doze horas apos
administracao (DE CARO et al., 1989). Entre treze e trinta e oito por cento de uma dose
oral de NAC marcada radioativamente ¢ recuperada na urina dentro de 24 horas
(BORGSTROM et al., 1986).

Conforme estudo realizado por LEELARUNGRAYUB et al. (2011) em estudo que

teve por objetivo investigar em humanos os efeitos da ingestdo de curto prazo (7 dias)
de 1.200mg/dia de NAC sobre a fadiga muscular, e sua capacidade de controlar a CK e
lactato em homens sedentérios, foi verificado que esta droga ajuda a proteger da fadiga
muscular e pode manter a capacidade antioxidante apds exercicio fisico intenso, no

entanto, ndo influencia nos valores de CK.
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Evidéncias prévias t€ém demonstrado que o lactato ndo afeta a fadiga muscular mas
que o fosfato inorganico do fosfato de creatina € sua principal causa (WESTERBLAD
et al., 2002). Além disso, a fadiga muscular pode estar relacionada a incremento de
radicais livres nas fibras musculares esqueléticas. Estudos recentes tém demonstrado
que o removedor de radicais livres, NAC, pode postergar a fadiga muscular (SHINDOH
et al., 1990).

4.4.1 N-acetilcisteina em equinos

Para diversas espécies, bem como para equinos, a NAC possui uma grande
possibilidade de aplicagdes clinicas. Como agente mucolitico interrompe as ligacdes
dissulfeto entre os polimeros de mucina, reduzindo assim a viscosidade do muco.
Ainda, multiplos estudos apoiam suas propriedades benéficas antioxidativas,
especialmente em doengas inflamatdrias cronicas (KASIELSKI e NOWAK, 2001;
ZUIN et al., 2005; ESTANY et al., 2007; DURU et al., 2008). Além disso, a NAC
possui algumas propriedades antimicrobianas (MARDH e CEDERLUND, 1993),
cabendo ressaltar que o NAC tem sido usado para tratar doengas respiratdrias, como
pneumonia, pneumonia por aspiracdo de meconio em neonatos equinos (MORRESEY,
2008) e fibrose cistica pulmonar em humanos. A NAC também diminui a formacao de
biofilmes e o crescimento de Staphylococcus epidermidis (PEREZ-GIRALDO et al.,
1997). Ha ainda relatos de uso da NAC na manuten¢do da viabilidade uterina em éguas

reprodutoras (GORES-LINDHOLM et al., 2013).

4.4.2 N-acetilcisteina e estresse oxidativo

O grupo tiol desempenha importante no sistema bioldgico. Este grupo estd
presente em uma série de proteinas e ndo proteinas como a GSH, que ¢ submetida a
interacdes tiol-dissulfidio para controlar o estresse induzido por oxidagdo. A
peroxidacao de lipidios insaturados da membrana ¢ causada por superéxido, H202 e HO
levando a danos irreversiveis inativando proteinas chave e enzimas presentes no reticulo
sarcoplasmatico e na cadeia respiratoria na mitocondria (SHI et al., 2009). Foi proposto
ha tempos que biotiois tais como GSH, glutamil-cisteina, homocisteina, cisteina e NAC
podem ser tuteis, por exemplo, na diminui¢do do estresse oxidativo agudo causado por
agentes quimioterapicos (SHI et al., 2009).

Apesar de a NAC ser capaz de remover diretamente radicais livres as taxas de

sua reacao direta com EROS ¢ muitas ordens de grandeza inferiores as taxas de enzimas
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antioxidantes tais como superdxido dismutase e catalase (JOHNES, 2003). A NAC ¢
prontamente hidrolisada a cisteina, precursora do biotiol glutationa, esta, por sua vez, ¢
hidrolisada em uma reagdo de dois passos envolvendo as enzimas y-glutamilcisteina
ligase e a y-glutamilcisteina sintetase (MEISTER, 1995). A NAC ¢ um removedor
indireto de radicais livres uma vez que aumenta os niveis de glutationa que, por sua vez,
elimina diretamente radicais livres através da enzima glutationa peroxidase

(UNVERFERTH et al., 1985).

L-Glutamato + L- cisteina + ATP == L- y -glutamil-L- cisteina+ ADP + Pi

L- y -Glutamil-L-cisteina + glicina + ATP <——— GSH + ADP + Pi

Figura 3: Reagdes através das quais a cisteina constituird a glutationa.

5. MATERIAL E METODOS

Inicialmente o Protocolo Experimental deste projeto de pesquisa foi submetido
ao Comité de Etica na Pesquisa da UFRRJ (COMEP-UFRRYJ) protocolado 1180260517.

Neste estudo foram realizadas coletas de amostras de sangue e andlise da
Variabilidade da Frequéncia Cardiaca. A coleta de sangue foi feita com o proposito de
serem dosadas enzimas, proteinas e produtos do metabolismo muscular, renal e hepatico
a fim de correlacionar os valores obtidos a possiveis lesdes hepdticas, renais e/ou
musculares advindas do tratamento com a NAC e do esfor¢o aos quais os animais foram
submetidos. A avaliacdo da VFC foi realizada para identificar quais foram as alteragdes
no equilibrio autondémico do coragdo antes e apds exercicio fisico, com e sem a

utilizagao de NAC.

5.1 Animais

Foram utilizados neste estudo sete equinos atletas adultos, pertencentes ao
Exército Brasileiro de ambos os sexos, pesando 557,144+44,99 kg com idade média de
14,43+3,64 anos, sendo dois machos e cinco fémeas, praticantes de “Hipismo Classico—
Modalidade Salto”. Estes cavalos eram mantidos em baias individuais, bem ventiladas,
com agua no cocho ad libidum e eram alimentados com feno, alfafa, capim fresco e
ragdo distribuidos em seis diferentes horarios de alimentacao, levados em consideragao

para que as aferigdes de dados cardiacos ndo coincidissem com os horarios de refei¢ao.
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Os animais eram treinados e habitualmente realizavam treinos e provas de salto, que

serviram para a coleta de dados. Esta modalidade do hipismo foi escolhida pois consiste

de uma pista com 12 obstaculos variados de moderado a alto grau de dificuldade,

dispostos na altura de 1 metro, recrutando assim vias metabolicas aerdbicas e

anaerobicas de obtencdo de energia.

5.2 Protocolo Experimental

O grupo de animais foi submetido a apenas um tratamento com N-Acetilcisteina

sendo os equinos avaliados em diferentes momentos com o decorrer do tempo. A cada

novo momento de avaliagdo o mesmo grupo de sete animais recebera um diferente

nome, a saber:

1.

Grupo Basal (BASAL) — Coleta de dados (sangue e monitorizagdo cardiaca)

basais realizada com os animais dentro de suas respectivas baias, sem tratamento
com a NAC.

Grupo Exercicio (EX) — Coleta de dados (sangue e monitorizacdo cardiaca)

realizada logo apos término de atividade fisica (prova hipica de saltos) sem
tratamento com a NAC.

Grupo N-Acetilcisteina (NAC) — Uma semana apds a coleta Exercicio, os

animais iniciaram tratamento com N-Acetilcisteina por via oral, duas vezes ao
dia, durante 14 dias. A coleta de dados (sangue e monitorizagdo cardiaca) basais
sob influéncia de NAC foi realizada com os animais em repouso dentro de suas
respectivas baias apos terem sido tratados com NAC,

Grupo N-Acetilcisteina+Exercicio (NAC+EX) - Coleta de dados (sangue e

monitorizagdo cardiaca) realizada logo apds término de atividade fisica

decorrida no dia seguinte a Coleta NAC.

5.2.1 Tratamento com N-acetilcisteina

Os cavalos dos grupos NAC e NAC+EX receberam, por via oral, a dose de

10mg.Kg™" através de solugdo contendo NAC na concentragdo 200mg.mL™".

5.2.2 Exercicios

Os animais dos grupos exercicio (EX e NAC+EX), ap6s 25 minutos de

aquecimento, saltaram em pistas com percursos de mesmo tracado e com obstaculos

dispostos todos a altura de 1,00 metro.
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5.2.2 Delineamento experimental

1\(4)1 M2 INac M3 M4

O )
1 7 dias 14 dias 1
dia dia

Coleta de Dados (Sangue e Monitorizacao cardiaca):

M1 - Coleta 1: Basal em repouso

M2 — Coleta 2: Quinze minutos ap6s exercicio de salto

INac — Inicio do tratamento com NAC.

M3 — Coleta 3: Realizada com os animais em repouso ap6s 14 dias de administracdo
de NAC por via oral duas vezes ao dia

M4 — Coleta 4: Realizada quinze minutos ap0s o exercicio, ao fim do tratamento com
NAC.

5.3 Avaliacdes bioquimicas
Com as amostras de sangue foi possivel avaliarmos as alteragdes induzidas pelo

exercicio nos seguintes parametros:

5.3.1. Coleta das amostras de sangue

As coletas de sangue foram realizadas em quatro momentos (M1 a M4). As
amostras foram classificadas em 4 diferentes grupos: Grupo Basal, Grupo EX, Grupo
NAC e Grupo NAC+EX. As amostras foram obtidas através de puncdo da veia jugular
com agulha para coleta a vacuo calibre 21G. Em cada momento o sangue era recolhido
a vacuo diretamente em trés diferentes tubos. Para obten¢do de plasma utilizou-se dois
diferentes tubos contendo anticoagulante, Fluoreto de s6dio + EDTA e Heparina. Para
obten¢do de soro foram utilizados tubos contendo acelerador de coagulacdo. As
amostras foram em seguida centrifugadas a 4000 r.p.m. durante 20 minutos para
obten¢do de plasma e soro, sendo estes produtos titulados e acondicionados em
eppendorfs em aliquotas de ImL para entdao serem resfriadas e armazenadas em freezer
a -20°C para posteriormente serem armazenadas em freezer a -80°C.

Nas amostras de soro, foram realizadas as determinacdes das concentragdes de
creatinina, atividade sérica das enzimas aspartato aminotransferase, creatinina,

creatinoquinase, fosfatase alcalina, gama glutamil transferase, lactato desidrogenase e
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uréia. As amostras de sangue colhidas com Fluoreto de sédio+EDTA, foram
empregadas na determinacao das concentragdes plasmaticas de lactato.

Para a obten¢do dos resultados bioquimicos, as amostras de soro ¢ de plasma
com lactato foram submetidas a avaliagdo automatica no equipamento Labmax 240. Na
Tabela 2 estdo correlacionadas as metodologias aplicadas a cada pardmetro avaliado.

Para obteng¢ao de plasma utilizado na avaliagao de Malondialdeido, utilizou-se as
amostras derivadas do sangue coletado com o tubo contendo anticoagulante heparina.

Nesta andlise utilizou-se metodologia descrita por FELDMAN (2004).

METODOLOGIA PARAMETRO AVALIADO

Aspartato Aminotransferase (AST);

Creatina Fosfoquinase (CK);
Ensaio Cinético Ultravioleta )
Lactato Desidrogenase (LDH);

Uréia
Ensaio Cinético De Dois Pontos Creatinina
Fosfatase alcalina (FA);

Gama Glutamil Transferase (GGT)
Ensaio De Ponto Final Lactato
Teste das Substiancias Reativas com o

Ensaio Cinético Colorimétrico

. . L Malondialdeido
Acido Tiobarbiturico

Tabela 2: Metodologias utilizadas para as andlises e respectivos parametros analisados.

5.4 Analise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

A andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca foi feita com o monitor
cardiaco “Polar Equine RS800”, wutilizado para a obtencdo de tracado
eletrocardiografico e, a variabilidade da frequéncia cardiaca, pelo método de
Transformada Répida de Fourrier, através de software especifico (Kubios HRV, versdo
2.1, Finlandia). A coleta de dados do Grupo Basal foi realizada quatorze dias antes de
prova de salto. J& a coleta do grupo Exercicio (EX) foi realizada instantes apds término
de prova de salto de obstaculos. Quatorze dias apos o inicio da administragao de NAC,
com o animal em repouso obtivemos dados da VFC de cada animal apos o tratamento
com NAC. Finalmente, a coleta de dados do Grupo NAC+EX foi realizada no dia
seguinte ao dia final da administracio de NAC com o animal em repouso ja apds

realizagao de atividade fisica, para ser aferida a VFC de cada animal apos exercicio
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realizado. Nao houve motivos para que a VFC fosse aferida durante exercicio maximo
pois de acordo com estudos ja realizados, a VFC s6 prové informagdes sobre o controle
autondmico do coragdo durante exercicio moderado (PHYSICK-SHEARD, P. W. et al.,
2000; COTTIN et al., 2005).

Apds a obtencao de dados com o monitor Polar, do mesmo foram extraidos dado
com auxilio do programa Polar Equine Pro Trainer 5 Equine Edition. Os dados oriundos
deste sistema foram entdo detalhadamente analisados com o software finlandés Kubios
HRYV, versdo 2.1. As recomendagdes utilizadas para realizar a analise de variabilidade
da frequéncia através da Transformada Répida de Fourrier (TRF) incluiram o uso de
trechos de 5 minutos do tacograma. O numero de pontos usado para o TRF influencia a
poténcia da frequéncia mais alta bem como a poténcia observada em diferentes bandas
de frequéncia (VON BORELL et al., 2007). No software Kubios foram definidas as
faixas de frequéncia para analise de muito baixa frequéncia (MBF 0 - 0.01 Hz), baixa
frequéncia (BF 0.01 - 0.07 Hz) e alta frequéncia AF 0.07 - 0.5 Hz, com 256 pontos/Hz
no dominio de frequéncia e 4Hz de taxa de interpolacao conforme ja utilizado em outros

estudos (VILLAS-BOAS, 2016), (PHYSICK-SHEARD, P. et al., 2000)

5.5 Analises Estatisticas
As avaliagdes estatisticas foram realizadas em dois diferentes softwares: Graph
Pad Prism e Stat. O teste estatistico utilizado foi o Anova One Way para medidas

repetidas.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

O achado mais importante do presente estudo foi a observacdo de que a N-
acetilcisteina (NAC) interfere na modulagdo autondmica cardiaca alterando a
variabilidade da frequéncia cardiaca no periodo de recuperagao de exercicio de salto em
equinos. Este efeito caracterizou-se pelo aumento do espectro de alta frequéncia (AF) e
diminui¢do do espectro de baixa frequéncia (BF) que caracterizam respectivamente a
modulagdo parassimpatica e simpatica sobre o coracdo. Como esperado, o balanco
autondmico nesse periodo, analisado aqui em termos da relacio BF/AF normalizada,
diminuiu, o que sugere um balango autondmico maior em direcdo ao parassimpatico até
mesmo maior do que aquele observado no estado de repouso dos animais, uma vez que
esses valores foram significativamente menores do que os do controle (animais em
repouso na baia, seja com ou sem tratamento com NAC).

Uma limitacdo importante desse estudo foi a impossibilidade do registro
eletrocardiografico durante o exercicio de saltos por questdes técnicas, como a falta de
contato dos eletrodos, interferéncias e a alta frequéncia de transientes no registro
eletrocardiografico inviabilizando qualquer tipo de andlise. Dessa forma, ndo se pode
avaliar o papel da NAC na modulagao autondmica trans-exercicio. Estudos futuros
melhorando a técnica de registro nessa circunstdncia serdo necessarios para melhor
compreensao do efeito da NAC no exercicio.

De qualquer forma, o objetivo principal desse estudo foi investigar a
participacdo da NAC na modulagdo autondmica cardiaca no periodo de recuperagao
(pos-exercicio) uma vez que a capacidade de retomada dos pardmetros cardiovasculares
ao estado basal em curto espago de tempo pode ser considerada um bom indicio de
adaptagao ao exercicio (YU ef al., 2013). Nesse contexto, e de forma interessante, os
animais quando tratados com NAC apresentaram aumento da modulagdo vagal em
relacdo a eles mesmos quando ndo tratados com NAC no periodo de recuperagdao do
exercicio, sem alterar de forma significativa a frequéncia cardiaca, pois,
independentemente do tratamento com a NAC, em ambas as situacdes experimentais
(periodo de recuperagao com ou sem NAC) as frequéncias cardiacas se mantiveram
elevadas em relacdo aos controles (animais em repouso com ou sem NAC). O fato de a
VFC no dominio da frequéncia ter sido alterada sem modificagdo da frequéncia

cardiaca, aumenta a importancia da utiliza¢do da analise espectral nessas situagdes pois
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revela informacdo adicional importante que a simples analise da frequéncia cardiaca nao
revelaria.

Considerando que este estudo foi realizado “a campo” em situagdo cotidiana dos
animais, isto ¢, exercicio de salto em equinos atletas do exército brasileiro, fica clara a
impossibilidade de realizacdo de estudos invasivos com eutandsia para coleta e obtencao
de tecidos para andlises mais profundas acerca dos possiveis mecanismos que
fundamentem os efeitos da NAC na modulacdo da VFC. Portanto, estudos futuros em
animais de laboratorio em condi¢do de exercicio fisico poderdo ser importantes para
maior compreensao do mecanismo de acdo da NAC na modula¢do autondmica.

No entanto, dados do nosso laboratorio mostram que o tratamento de ratos
submetidos ao infarto do miocardio por meio da oclusdo permanente da artéria
corondria esquerda com NAC, alterou a modulac¢do simpato-vagal em direcdo ao vago e
melhorou os indices de contractilidade miocardica analisados por meio de
ecodopplercardiografia. Embora sejam dois modelos completamente distintos (equinos
submetidos ao exercicio fisico vs. ratos submetidos ao infarto do miocardio), possuem
em comum a hiperatividade simpatica e o mesmo efeito modulador da NAC atuando
nessas duas condi¢des distintas.

Procurando fundamentagdo bioquimica/molecular para o efeito da NAC, foi
observado em nosso estudo com ratos infartados aumento da atividade da Glutationa
peroxidase (principal enzima antioxidante) e reducdo de produtos pro-oxidantes como o
perdxido de hidrogénio em coragdes de ratos infartados tratados com NAC durante 28
dias pos-infarto (Costa CRM et al.,, dados nao publicados). Embora seja dificil
relacionar o efeito local da NAC no coragcdo com a modulagdo autondmica, mesmo em
nivel experimental, ¢ possivel especular sobre o efeito da NAC no sistema nervoso
central, considerando seu poder de ultrapassar a barreira hematoencefalica. YU et al
(2013), utilizando o mesmo modelo de infarto do miocardio em ratos, demonstraram
que o aumento da atividade simpatica pos-infarto foi induzido por estresse oxidativo
gerado no nucleo paraventricular hipotalamico e mediado por angiotensina II e pela via
NF-kB. Portanto, ¢ inevitavel supor que a diminuicao do estresse oxidativo, ndo s6 no
coragdo como provavelmente no SNC, pode ter sido responsavel pelo aumento da
modulacdo vagal/diminui¢do da modulagdo simpatica e consequentemente melhora nos
indices de performance cardiaca dos ratos infartados. Se isso pode ser extrapolado para

0s equinos atletas, futuros estudos serdo necessarios.
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Nesse estudo em equinos atletas ndo avaliamos quaisquer pardmetros de
performance, portanto nada se pode inferir sobre a relacdo entre o aumento da
modulagdo parassimpatica/diminui¢ao da simpatica na recuperagdo pos-exercicio com
melhora adaptativa ou aumento de rendimento ao exercicio induzido pela NAC. Se as
alteragdes autondmicas induzidas pela NAC nesse estudo sdo duradouras, e mais, se
essas alteragdes em periodos mais prolongados poderdo interferir com parametros
relativos, por exemplo, a maior adaptagdo ou aceleragdo da adaptagdo ao exercicio,
outros protocolos experimentais deverdo ser utilizados em futuros estudos para testar

essa(s) hipotese(s).

6.1.1 Dominio da Frequéncia - Transformada Rapida de Fourrier (TRF)
6.1.1.1 Baixa Frequéncia (BF) e Alta Frequéncia (AF)

Para BF, ndo houve diferenca significativa entre os grupos testados.
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Para AF, também nao houve diferenca significativa entre os grupos testados.
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A medicdo dos componentes de poténcia BF e AF geralmente ¢ feita em valores
absolutos de poténcia (ms?). BF e AF também podem ser medidos em unidades
normalizadas (u.n.) que, representam o valor relativo de cada componente de poténcia

em propor¢ao a poténcia total menos o componente MBF. A representacdo de BF e AF
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em u.n. enfatiza o comportamento controlado e equilibrado dos dois ramos do sistema
nervoso autonomo. A normaliza¢do tende a minimizar o efeito das mudancas no poder
total nos valores dos componentes BF ¢ AF, motivo pelo qual também avaliamos a
razdo entre BF u.n. e AF u.n.. (BF/AF u.n.). e, curiosamente, obtivemos grafico muito
similar ao obtido para a Poténcia Total. No entanto, na analise BF/AF normalizada,
houve diferenga significativa entre os grupos NAC+EX vs. BASAL e, cabe ressaltar
veementemente, entre os grupos NAC+EX e EX. Chama a atencao esta diferencga ter
sido significativa entre os grupos em que os animais foram submetidos a exercicio e ndo
ter sido estatistica entre os grupos em repouso (BASAL e NAC). Isto da espaco para
deduzirmos que, somando-se ao fato de ter havido uma diminui¢do na entrada simpatica
e aumento na parassimpatica apds o exercicio, estas foram ainda mais acentuadas
devido ao uso da NAC. Tal fato corrobora a teoria de que a NAC ¢ realmente capaz de

alterar a inervagdo simpatica nao apenas, como ja proposto por LEE et al. (2009), apds

infarto em ratos, como também, pelo observado neste estudo, em equinos sadios apds
exercicio. Isto ¢ de grande importancia pois ha relatos de que a atividade parassimpatica
deprimida durante o exercicio ou uma deficiente recuperagdo parassimpatica apos o
exercicio pode resultar em aumento do risco de morte subita cardiaca. Por outro lado, a
atividade parasimpatica aumentada pode ser protetora contra a morte subita (VANOLI
etal., 1991 369).

Neste estudo também foram observados os valores médios e respectivos desvios
padrdo de BF/AF em comparagdo a outros estudos e foi constatado que os animais deste
trabalho apresentaram para a relagdo BF/AF (1,73+1,38) valores similares aos de outros
estudos em humanos, ratos ¢ em cavalos (PAGANI et al., 1986; KUWAHARA et al.,
1996; TASK-FORCE, 1996).

6.1.1.2 BF Normalizada e AF Normalizada
Houve diferenga significativa entre os grupos EX e NAC+EX (P=0,003),
BASAL e NAC+EX (P<0,001) e NAC ¢ NAC+EX (P<0,001).
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Para AF também houve diferenca significativa entre os grupos NAC+EX e EX
(P=0,002), NAC+EX e BASAL (P<0,001) e NAC+EX e NAC (P<0,001).
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A representacdo de BF e AF em unidades normalizadas enfatiza o
comportamento controlado e equilibrado dos dois ramos do sistema nervoso auténomo.
A normalizagao tende a minimizar o efeito das mudangas no poder total nos valores dos
componentes BF e AF e, por este motivo realizamos a avaliagdo destes componentes
normalizados tendo sido marcante o aumento da atividade parassimpatica (AF n.u.) no
grupo tratado com NAC apos o exercicio (NAC+EX) em relagdo ao grupo apenas
exercitado (EX). Tal achado se mostra sobremodo interessante pois conforme ja citado

por VANOLI et al. (1991), uma atividade parassimpdtica aumentada pode ser

preventiva de morte subita.

6.1.1.3 BF/AF

Para BF/AF, ndo houve diferenga significativa entre os grupos testados.

37



I BASAL
Bl EX

BF/AF (ms?)

-NAC + NAC

O fato de a relacdo BF/AF ndo ter variado significativamente nao define os
resultados desta pesquisa como ausentes de importancia pois, o valor de BF em ms?,
conforme ja mencionado, sofrem outras influéncias. Afirmar que a razdo entre estes dois
valores poderia estar isenta destas interferéncias ou, ainda, ir além e acreditar que

BF/AF representa o balango simpato-vagal ¢ simplificar demais algo que tem muita

complexidade conforme ja foi colocado em pauta por BILLMAN (2013). A hip6tese de
que a razdo BF/AF reflete com precisdo o equilibrio simpato-vagal repousa sobre varios
pressupostos inter-relacionados da seguinte forma (modificado de (ECKBERG, 1997):
(1) A modulagdo simpatica cardiaca ¢ um fator principal, se ndo o exclusivo,
responsavel pelo pico de BF do espectro de poténcia da frequéncia cardiaca; (2) a
modulagdo parassimpdtica cardiaca ¢ exclusivamente responséavel pelo pico de AF do
espectro de poténcia da frequéncia cardiaca; (3) doenca ou desafios fisiologicos
provocam mudancgas reciprocas nas modulacdes simpatica e parassimpatica cardiacas
(ou seja, o aumento da modulagdo parassimpatica cardiaca ¢ sempre acompanhada de
reducdes correspondentes na atividade do nervo simpatico cardiaco e vice-versa); e (4)
ha uma interagdo linear simples entre os efeitos da atividade da inervagdo cardiaca
simpatica e da parassimpatico na variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC).

Com base nestas premissas, Pagani e colaboradores propuseram que a relagao
entre BF e AF (BF / AF) pudesse ser utilizada para quantificar a mudanca de relagdo
entre as modulagdes simpatica e parassimpatica (isto é, o equilibrio simpato-vagal)
(PAGANI et al., 1984; PAGANI et al., 1986; MALLIANI et al., 1991) em saude e na
doenga. No entanto, este conceito ja foi desafiado (KINGWELL et al., 1994; KOH et
al., 1994); HOPF ET AL., 1995; ECKBERG, 1997; HOULE E BILLMAN, 1999;
(BILLMAN, 2011). Apesar das limitagdes sérias e amplamente subestimadas, a relacao
BF/AF ganhou ampla aceitacdo como uma ferramenta para avaliar a regulagdo

autondmica cardiovascular, onde os aumentos no BF/AF assumem que refletem uma
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mudanga para "dominancia simpdtica" e as diminui¢des nesse indice correspondem a
uma "dominancia parassimpatica".

Portanto, ¢ vital avaliar de maneira critica os pressupostos sobre os quais este
conceito se baseia. Conforme observado anteriormente, a andlise de VFC geralmente
revela dois ou mais picos, menor frequéncia (BF) e um pico de frequéncia mais alta
(AF), que frequentemente se supde que correspondem a modulagdo neuronal simpatica
e parassimpatica cardiacas, respectivamente (PAGANI et al., 1984; PAGANI et al.,
1986; MALLIANI et al., 1991). No entanto, evidéncias demonstram claramente que
essa suposicao ¢ ingénua e simplifica bastante as complexas interagdes ndo-lineares
entre as divisdes simpdtica e parassimpatica do sistema nervoso auténomo
(BERNTSON et al., 1997; ECKBERG, 1997; PARATI et al., 2006; BILLMAN, 2009;
2011). Isto € particularmente verdadeiro no tangente a relagdo entre o poder de BF e a
regulacdo simpatica cardiaca (RANDALL et al, 1991; AHMED et al., 1994,
KINGWELL et al., 1994; HOPF et al., 1995; ECKBERG, 1997; HOULE e BILLMAN,
1999; PARATI et al., 2006; BILLMAN, 2009; 2011). Por exemplo, uma duplicagdo da
atividade parassimpatica contra a manutengdo da ativa¢do do nervo simpatico produz o
valor BF/AF idéntico como redugdo de 50% na atividade do nervo simpatico em relacao
a uma regulacdo parassimpdtica de fundo constante. Com base na literatura, pode-se
concluir que a ativacdo parassimpatica contribui para pelo menos 50% da variabilidade
da BF, enquanto a atividade simpatica, na melhor das hipdteses, apenas contribui com
25% dessa variabilidade (RANDALL et al.,, 1991). Uma parte substancial da
variabilidade na banda BF também resulta de outros fatores ndo identificados como
atividade vasomotora e barorreflexo e frequéncia respiratoria que podem influenciar BF
e AF. De forma semelhante, a atividade simpética pode contribuir com talvez até¢ 10%
da variabilidade da AF (TAYLOR et al., 2001; COHEN e TAYLOR, 2002). Conforme
ja suposto por (REYES DEL PASO et al., 2013) a idoneidade do componente BF da
VFC como indice de controle simpatico cardiaco e a relagdo BF/AF como indice de
equilibrio simpatovagal pode ser critico.

Consequentemente, os efeitos da mudanca da atividade simpdtica e
parassimpatica no BF/AF sdo bastante varidveis e ndo sdo intuitivamente Obvios
(RANDALL et al., 1991; TAYLOR et al, 2001; COHEN e TAYLOR, 2002). A
exemplo disto, neste estudo podemos observar um significativo aumento da entrada

vagal e da retirada simpatica no grupo NAC+EX quando comparado ao grupo EX
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porém, a relacdo BF/AF do grupo EX teve média e desvio médio de 2,22 + 1,30

enquanto que a os valores do grupo NAC+EX foi inegavelmente menor (0,66 + 0,32).

6.1.1.4 BF/AF Normalizada
Para a razdo entre BF normalizada e AF normalizada houve diferenga
significativa entre os grupos EX e NAC+EX (P=0,041) ¢ BASAL e NAC+EX
(P=0,039).
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Ao avaliarmos a razao entre BF u.n. e AF u.n.. (BF/AF u.n.), curiosamente,
obtivemos grafico muito similar ao obtido para a Poténcia Total (discutido a seguir). No
entanto, na analise BF/AF normalizada, houve diferencga significativa entre os grupos
NAC+EX vs. BASAL e, cabe ressaltar veementemente, entre os grupos NAC+EX e
EX. Chama a atencdo esta diferenga ter sido significativa entre os grupos em que 0s
animais foram submetidos a exercicio e ndo ter sido estatistica entre os grupos em
repouso (BASAL e NAC). Isto da espago para deduzirmos que, somando-se ao fato de
ter havido uma diminui¢do na entrada simpatica € aumento na parassimpatica apos o
exercicio, estas foram ainda mais acentuadas devido ao uso da NAC. Tal fato corrobora
a teoria de que a NAC ¢ realmente capaz de alterar a inervacdo simpatica ndo apenas,

como ja proposto por LEE et al. (2009), apos infarto em ratos, como também, pelo

observado neste estudo, em equinos sadios apds exercicio. Isto ¢ de grande importancia
pois ha relatos de que a atividade parassimpatica deprimida durante o exercicio ou uma
deficiente recuperacdo parassimpatica apos o exercicio pode resultar em aumento do
risco de morte subita cardiaca. Por outro lado, a atividade parassimpatica aumentada

pode ser protetora contra a morte subita (VANOLI et al., 1991 369).

6.1.1.5 Poténcia Total
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Para a Poténcia Total ndo houve diferenca significativa entre os grupos testados.

10000

8000+

6000

T

4000

Poténcia Total

2000+

[ BASAL
El EX

|

-NAC

"+ NAC

6.1.2 Dominio do Tempo — Analise Auto Regressiva (AR)
6.1.2.1 R-R Médio

Houve diferenca significativa nas comparagdes entre os grupos BASAL e EX
(P<0,001), BASAL e NAC (P=0,011) e BASAL e NAC+EX (P<0,001), NAC e EX
(P=0,003) e NAC e NAC+EX (P=0,005).
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6.1.2.2 Frequéncia Cardiaca Média

Houve diferenga significativa nas comparacdes entre os grupos EX e BASAL
(P<0,001), NAC+EX e BASAL (P<0,001), EX e NAC (P=0,002), NAC+EX e NAC
(P=0,005) e NAC e BASAL (P=0,035).
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Conforme ja demonstrado em outros estudos, a frequéncia cardiaca média pode
ndo sofrer modificagdes, a despeito de alteracdes significativas observadas na

variabilidade da frequéncia cardiaca comprovada pela andlise da relagio BF/AF

normalizada.

6.2 Avaliacoes Laboratoriais

Ainda que o principal objetivo deste estudo tenha sido os efeitos
advindos do tratamento com NAC sobre a atividade autonomica cardiaca, em conjunto
foram avaliados parametros bioquimicos indicativos de estresse oxidativos e lesdo
muscular causados pela atividade fisica. Nao foram constatadas redug¢des nos

parametros relativos a lesdo muscular pelo menos aqueles avaliados aqui como CK,

AST e LDH.

6.2.1 Aspartato Aminotransferase

A atividade de Aspartato Aminotransferase (AST) variou significativamente

entre os grupos Basal e NAC+EX (P<0,001), NAC ¢ BASAL (P=0,003) ¢ EX e
BASAL (P=0,003).
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6.2.2 Creatinina
A atividade de Creatinina variou significativamente entre os grupos BASAL e
NAC (p=0,0124), BASAL e¢ NAC+EX (p=0,0401), EX e NAC (p= 0,0006) e,
finalmente, entre EX e NAC+EX. (p= 0,0020).
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As menores concentragdes séricas de Creatinina observadas nos equinos deste
estudo apos a administragdo de NAC corroboram pesquisas anteriores onde o mesmo foi

inferido acerca da NAC. SAVLUK et al. (2017) concluiram que o uso profilatico de

NAC intravenoso teve efeito protetor sobre a funcdo renal em pacientes humanos
nefropatas (portadores de insuficiéncia renal moderada) submetidos a cirurgias
cardiovasculares.

Anteriormente foi observado por BURNS ez al. (2005) que a lesdo de isquemia

de reperfusdo, o estresse oxidativo e a inflamagdo sistémica sdo fatores que
desempenham um papel significativo no desenvolvimento da insuficiéncia renal aguda
(IRA) apos cirurgia cardiaca. Baseado nesta afirmacdo, podemos extrapolar que o
estresse oxidativo oriundo do exercicio fisico, bem como eventuais processos
inflamatérios oriundos de exercicio fisico extenuante poderiam causar agravos a saude
renal que poderiam ser mitigados ou minimizados em decorréncia da utilizagdao prévia
de NAC. As diminui¢oes nos valores séricos de Creatinina corroboram resultados de
outros estudos ja realizados em humanos onde também, face ao também uso da NAC,
houve diminui¢ao deste metabdlito no soro apds exposicao a radiocontrastes em pessoas
submetidas a exames de imagem (TEPEL et al., 2000; DIAZ-SANDOVAL et al., 2002;
SHYU et al., 2002). Cabe lembrar que alteragdes na manipulagao renal, por exemplo, na
secrecdo tubular e no metabolismo da creatinina, bem como interferéncia metodologica
na dosagem de creatinina podem afetar as concentragdes séricas de creatinina. Ainda,
por causa da ingestdo de creatinina na dieta, da secrecdo tubular de creatinina e de

variagdes na massa muscular dos pacientes pode haver uma estimativa incorreta da taxa
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de filtracdo glomerular, se for tomada por referéncia apenas os niveis séricos de
creatinina para se avaliar a fun¢do renal (SHEMESH et al., 1985; LEVEY et al., 1988;
PERRONE et al., 1992).

6.2.3 Creatina Fosfoquinase

A atividade de CK variou significativamente entre os grupos BASAL e

NAC+EX (P=0,0402).

250+
3 BASAL

200- * Em EX

150 —I—

100

CK: U/L

50

0 T

-NAC o NAC

O aumento nos valores da CK estdo em consonancia com o resultado obtido no

estudo de WHITE et al. (2001) no qual apesar da utilizagdo de vitamina E a atividade

sérica de CK aumentou em cavalos tratados e nao tratados sendo provavelmente o
exercicio o responsavel pela elevacdo sérica desta enzima. Portanto, a vitamina E ndo
deve ter influenciado na prevengdo do aumento do valor de CK. Devido semelhanga
com este estudo que utilizou NAC, esta observagdo pode ser extrapolada para justificar
a também elevagao dos valores de CK.

A partir dos nossos resultados, a maior porcentagem de eleva¢do das enzimas
CK e LDH em relagdo a AST pode ser explicada pela localizagdo das enzimas nas
células da musculatura esquelética. Como as enzimas CK e LDH estdo presentes no
citossol celular, o aumento da permeabilidade da membrana fez com que maior
quantidade dessas enzimas fosse transportada para a circulagdo. Ja a concentragdo sérica
da AST foi interpretada levando-se em consideracdo a sua localizagdo também nas
mitocondrias, e como se considerou a elevagao das enzimas decorrente do aumento da
permeabilidade da membrana celular. Alteragdes patologicas estdo relacionadas com
elevagdes superiores a 100% da AST apoés o exercicio, independentemente da
intensidade de exercicio ou do nivel de condicionamento do animal. Para exercicio
submaximo ¢ esperado incremento de até 50% nos valores de AST em comparacao ao

aferido anteriormente a atividade (basal) (REED et al., 2005).
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Segundo STOCKHAM (1995), o exercicio pode liberar quantidades de enzimas

suficientes para aumentar os valores séricos das enzimas aspartato aminotransferase

(AST) e desidrogenase latica (LDH). ROSE e HODGSON (1993) e HARVEY et al.

(1997) descrevem que eventuais lesdes musculares podem ser verificadas através da
afericdo da atividade de aspartato aminotransferase (AST), creatina fosfoquinase (CK) e
desidrogenase latica (LDH), embora esta tltima seja menos especifica. A elevagdo da
atividade destas enzimas, no caso do corrente estudo, indica que os animais foram
submetidos a exercicio intenso, porém, ainda que tenha sido observada elevagdo sérica
das citadas enzimas, tal incremento nas taxas seguiu os valores compreendidos dentro

do esperado para animais submetidos a exercicio submaximo (REED et al., 2005).

6.2.4 Fosfatase Alcalina

A atividade de Fosfatase Alcalina (FA) variou significativamente entre os
grupos BASAL e NAC+EX. (P<0,001), EX e NAC+EX (P<0,001), NAC ¢ BASAL
(P<0,001) e entre NAC e EX (P<0,001).
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6.2.5 Gama Glutamil Transferase

A atividade de GGT variou significativamente entre os grupos BASAL e
NAC+HEX. (P<0,001), EX ¢ NAC+EX (P<0,001), NAC ¢ BASAL (P<0,001) e entre
NAC e EX (P<0,001).

45



254 *
# 3 BASAL

20+ El EX

—|=ﬂ:>(-

154

GGT: U/L

0 T T
-NAC + NAC

Neste estudo foi observado aumento nas taxas de GGT, similarmente a outros
estudos onde, a expressao aumentada de GGT por oxidantes foi demonstrada em ambos
os niveis de proteina, atividade e mRNA. A GGT tem sido usada como um marcador
clinico porque sua atividade estd elevada em muitas doengas (ARKKILA et al., 2001)
(WANNAMETHEE et al., 1995; WHITFIELD, 2001), incluindo doengas hepaticas,
doencas cardiovasculares, diabetes mellitus e Cancer (VANDERLAAN e PHARES,
1981; HANIGAN, 1998), embora a implicacdo biologica ainda ndo esteja clara. Muitas
substancias, incluindo drogas, substancias cancerigenas e alcool, também s3o capazes
de aumentar a expressao do gene de GGT em varias cé€lulas e tecidos (GRIFFITHS et
al., 1995; BROWN et al., 1998). A expressdo aumentada de GGT durante o estresse
oxidativo facilita o turnover da GSH, sintese de novo de GSH e metabolismo e
desintoxicagdo de conjugados de GSH que aumentam a resisténcia das células ao
estresse subsequente. Portanto, a regulagdo da expressio do gene GGT ¢ uma
importante resposta adaptativa e ajuda a proteger células e tecidos de lesdes oxidativas.
Correlacionando estes fatos ao observado neste trabalho, podemos inferir serem dois os
principais motivos para a elevagdo sérica de GGT: (1) O uso de certos medicamentos
podem levar ao aumento da liberacdo hepatica de GGT e, dado o aumento no grupo
NAC em relacdo ao grupo BASAL, isso pode ter sido induzido pelo uso de NAC
durante 14 dias e; (2) o estresse oxidativo provocado pelo exercicio aumentou mais
ainda a taxa sérica de GGT, visto a diferenca significativa observada entre os grupos

NAC+EX e EX e NAC+EX e BASAL.

6.2.6 Lactato
Houve diferenga significativa entre os grupos BASAL e EX, BASAL e
NAC+EX, EX e NAC e, finalmente, entre NAC e NAC+EX. O valor de P entre estes

confrontos foi <0,0001.
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6.2.7 Lactato Desidrogenase

A atividade de Lactato Desidrogenase (LDH) variou significativamente entre os
grupos BASAL e NAC (P=0,001), BASAL e NAC+EX (P<0,001), EX e NAC (P=
0,041) e entre os grupos EX e NAC+EX. (p=0,013).
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A desidrogenase latica (LDH) ¢ uma enzima com atividade nos hepatdcitos e nas
fibras musculares e tem sido utilizada associada a creatino fosfoquinase (CK) para
avaliagdo das lesdes musculares, entre elas as provocadas pelo exercicio (HARVEY et
al., 1997).

6.2.8 Uréia

A atividade de Uréia variou significativamente entre os grupos BASAL e
NAC+EX. (P<0,001), EX e NAC+EX (P<0,001), NAC e BASAL (P<0,001) e entre
NAC e EX (P<0,001).
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6.2.9 Malondialdeido

Para Malondialdeido, ndo houve diferenca significativa entre os grupos testados.
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Ao ser avaliado o MDA, constatou-se que para os grupos BASAL e NAC,
grupos estes em que Os animais estavam em repouso € consequentemente nao
submetidos a estresse oxidativo excessivo, apresentaram médias iguais em cada grupo
(1,97umol MDA) (p = 0,9999). Porém, quando a producdo de radicais livres foi maior,
claramente as médias dos grupos aumentaram tanto em EX quanto em NAC+EX. Ainda
que ndo tenha havido diferenca significativa entre estes dois grupos, foi observada uma
tendéncia clara de menor produgdo de MDA no grupo NAC+EX (p = 0,368). E possivel
que, o aumento do nimero de animais de ambos os grupos possa tornar esses dados
significativos e, ou seja, diminuir a produ¢gdo de MDA no exercicio em animais
previamente tratados com NAC. Cabe lembrar que o estresse oxidativo exacerbado leva
realmente a lesdo celular porém, apesar de todas as pesquisas realizadas no intuito de
investigar efeitos antioxidantes de diversas substancias, o0 EO ndo pode ser considerado
de todo ruim pois, uma das adaptacdes criadas com o exercicio de rotina € a resposta

antioxidante durante atividade extenuante (PITTALUGA ef al., 2006).
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A avaliagdo do MDA pelo teste com ATB nao ¢ especifica, pois muitas outras
substancias que ocorrem em materiais bioldgicos também reagem com o TBA. Esta
inespecificidade ¢ particularmente importante em lipideos contendo AGPI auto
oxidados como produtos de decomposi¢do secundaria, incluindo complexa mistura de
compostos saturados de cadeia curta (alcanos), insaturados (alcenos e alcadienos) e
aldeidos monofuncionais, além de MDA. Alguns aldeidos monofuncionais também sao
reativos ao TBA, em meio acido e a temperatura elevada utilizada no teste das TBARS,
formando produtos derivados do TBA com um espectro no visivel similar ao do
complexo MDA: TBA (1:2). Portanto, o teste espectrofotométrico com o TBA pode
medir variedades de espécies que absorvem em 532 nm. Outra possivel interferéncia
neste método deve-se a presenca de metais de transi¢do, o que possibilita uma geragcao
de MDA durante a analise. E essencial incluir-se quantidade suficiente de antioxidante
para prevenir a auto-oxidagao dos lipides e a subsequente formagdo de MDA, durante a
fase de aquecimento do ensaio. Adicionalmente, ¢ aconselhdvel também tratar os
reagentes com quelantes de metais de transicdo para impedir a interferéncia destes.
Outra desvantagem do teste das TBARS ¢ a instabilidade do cromégeno, que absorve
em 532 nm (FUKUNAGA et al., 1995). Portanto, as condi¢des do teste das TBARS
influenciam na analise da lipoperoxidagdao. Quatro fatores importantes devem ser
considerados neste teste: a influéncia das condigdes da reacao e dos reagentes na
resposta ao TBA; a ndo especificidade do TBA para a reacdo com o MDA; a ndo
exclusividade do MDA como produto final da lipoperoxidacdo e, finalmente, a
impossibilidade de se distinguir o complexo MDA:TBA dos outros produtos reativos ao
TBA por espectrofotometria (JANERO, 1990; BENZIE, 1996). E possivel que, devido a

todas estas influéncias, ndo tenhamos obtido resultados significativos.

7. CONCLUSAO

Diante do constatado em todas as andlises realizadas podemos concluir que o
uso da N-acetilcisteina por 14 dias pode influenciar a variabilidade da frequéncia
cardiaca, diminuindo a entrada simpatica e aumentando a modulagdo vagal apds
atividade fisica. Outrossim, diante das alteragdes bioquimicas observadas, podemos
sugerir uma aparente nefroprote¢do ao avaliarmos a creatinina como marcador de lesdao

renal. Por fim, a auséncia na demonstracao a da diminui¢do do estresse oxidativo nos
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animais tratados com NAC pode sugerir outros efeitos menos explorados na literatura
para a NAC na condi¢ao de exercicio fisico e abrir novos e promissores mecanismos de

acdo para esse farmaco.
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