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RESUMO

SPINDOLA, Bruno Ferreira. Biomarcadores de estresse oxidativo e do metabolismo
muscular na saliva de equinos. 2017. 66p. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria).
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

A andlise da saliva tem potencial para ser empregada como meio capaz de fornecer
biomarcadores de estresse oxidativo, metabdlico e eletrolitico para animais em atividade
atlética, podendo ser coletada de forma néo invasiva, reduzindo o desconforto dos animais. O
presente trabalho teve como objetivos avaliar o potencial da saliva como meio para
amostragem e determinacdo de biomarcadores de estresse oxidativo (malondealdeido e
capacidade antioxidante total) e do metabolismo (para creatino quinase, aspartato
aminotransferase, lactato desidrogenase, lactato, proteina total e &cido urico). Foram
utilizados equinos da raga Mangalarga Marchador com idade entre trés e 15 anos provenientes
do criatorio da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. A saliva foi coletada apds a
limpeza da cavidade bucal, sendo inserido um rolo de algodao hidrofilo com auxilio de uma
pinca hemostatica longa no interior da boca dos equinos e as amostras de sangue foram
obtidas por punc¢do venosa da jugular, logo ap6s a limpeza da boca. As médias dos resultados
obtidos na anélise da saliva foram: proteina total 0,9 g/dL, acido drico 1,2 mg/dL, aspartato
aminotransferase 528 UI/L, creatino quinase 72,1 UI/L, lactato desidrogenase 2268,2 UI/L,
lactato 3,9 mmol/L e a mediana do malondialdeido foi 1,6 nmol/mL. Conclui-se que valores
enzimaticos salivares colhidos apresentam correlacdo baixa ou nula com os valores séricos,
guando colhidos simultaneamente, assim o0 emprego da saliva como biomarcador depende do
desenvolvimento de pesquisas especificas e a saliva pode ser empregada em substituicdo ao
plasma ou soro sanguineos para analise de TBARS.

Palavras chave: antioxidante, enzimas musculares, malondialdeido e saliva
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ABSTRACT

SPINDOLA, B.F. Biomarkers of oxidative stress and muscle metabolism in equine saliva.
2017. 66p. Thesis (Doutorado em Medicina Veterinaria). Instituto de Veterindria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Saliva has the potential to be used as a sample capable of providing biomarkers of oxidative,
metabolic and electrolytic stress for animals in athletic activity, and it can be drawn non-
invasively, reducing the discomfort of the animals. The objective of this study was to evaluate
the potential of saliva as a biological sample for sampling and determining biomarkers of
oxidative stress (malondealdehyde and total antioxidant capacity) and metabolism (for
creatine kinase, aspartate aminotransferase, lactate dehydrogenase, lactate, total protein and
uric acid). Mangalarga Marchador horses aged between 3 and 15 years old were used from the
Federal Rural University of Rio de Janeiro’s farm. Saliva was draw after cleaning up the oral
cavity, after that a hydrophilic cotton roller helded by a long hemostatic tweezers was inserted
in the mouth of the horses, and blood samples were obtained by venipuncture of the jugular
vein immediately after cleaning the mouth. The mean of salivary results were: total protein
0.9 g/dL, uric acid 1.2 mg/dL, aspartate aminotransferase 528 IUI/L, creatine kinase 72.1
IUI/L, lactate dehydrogenase 2268.2 IUI/L, lactate 3.9 mmol/L and the median of
malondialdehyde was 1.6 nmol/ml. It is concluded that salivary enzyme values collected have
low or zero correlation with serum values when harvested simultaneously, so the use of saliva
as a biomarker depends on the development of specific researches and saliva can be used
instead of plasma or serum for analysis of TBARS.

Key words: antioxidant, muscle enzymes, malondialdehyde e saliva.
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1 INTRODUCAO

A equideocultura baseia-se principalmente nas habilidades atléticas do cavalo em
desempenhar as mais diferentes funcdes, desde o lazer até modalidades esportivas de alto
desempenho. A despeito do acréscimo de conhecimento relacionado a fisiologia do exercicio,
dos processos metabdlicos e patoldgicos decorrentes da atividade fisica desenvolvida pelos
cavalos durante o trabalho ou competicdo, muitos dos estudos produzidos até o momento
foram executados em outros paises, onde as condi¢Ges de criacdo, alimentagdo e clima séo
diferentes das condicdes brasileiras. Paralelamente a esta necessidade de producao de dados
adequados a realidade brasileira, a busca de novos métodos de monitoramento da atividade
atlética ou de processos patologicos se faz necessaria, visando principalmente a identificacao
de biomarcadores para diagnoéstico tanto do estado atlético destes animais como de problemas
associados ao exercicio.

Atualmente, o plasma sanguineo é o principal meio utilizado para medir respostas
induzidas pelo exercicio, contudo, a saliva poder ser empregada como um meio para avaliar
alteracbes metabolicas em diferentes condicbes visto que as glandulas salivares possuem
mecanismos de trocas transportando proteinas e ions diretamente para a saliva.

A andlise da saliva tem potencial para ser empregada como meio capaz de fornecer
biomarcadores de estresse oxidativo, de processos metabdlicos e do equilibrio eletrolitico para
animais em atividade atlética e enfermos. As técnicas de coleta de saliva sdo minimamente
invasivas e podem reduzir o desconforto dos animais, simplificar as coletas de amostras
repetidas e reduzir o risco de infeccBGes ou transmissdo de doencas. Para 0 seu emprego, é
necessario identificar os biomarcadores salivares de estresse oxidativo e do status metabdlico
capazes de representar as alteracGes decorrentes do exercicio agudo no cavalo e condi¢do
organica do mesmo. Dessa forma, este trabalho teve como objetivos avaliar o potencial da
saliva como meio para amostragem e determinacdo de biomarcadores de estresse oxidativo
(malondealdeido e capacidade antioxidante total) e do metabolismo (para creatino quinase,
aspartato aminotransferase, lactato desidrogenase, lactato, proteinas totais e acido urico) em
equinos da raga Mangalarga Marchador e determinar a correlagdo desses marcadores na saliva
€ No Soro.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Saliva
2.1.1 Glandulas salivares

As glandulas salivares de equinos compreendem trés pares de glandulas bem definidas
e glandulas menores (I6bulos dispersos de tecido salivar). As principais glandulas salivares
sdo a pardétida, a mandibular e a sublingual. As glandulas salivares menores incluem a labial, a
bucal, lingual e a palatina (FRANDSON; WILKE; FAILS, 2009).

A glandula salivar parétida localiza-se ventralmente a orelha em relacdo a borda
caudal da mandibula. O ducto salivar dessa glandula passa ventralmente e cranialmente na
face profunda da parte caudal da mandibula, e atravessa a face superficialmente ao masculo
masseter. O ducto passa entdo dorsalmente para penetrar a membrana mucosa da bochecha
perto do terceiro ou quarto dente pré-molar. A glandula salivar mandibular localiza-se
ventralmente & glandula pardétida, caudal para a mandibula. O ducto salivar mandibular passa
para frente ao longo do lado medial da mandibula desembocando ventralmente a lingua na
carincula sublingual, uma pequena membrana mucosa localizada no assoalho da boca. A
glandula sublingual esta localizada profundamente a membrana ao longo do lado ventral da
superficie lateral da lingua perto do assoalho da boca. Numerosos ductos partem diretamente
da glandula para abrir no assoalho da boca ventrolateral para a lingua. Com exce¢do do
cavalo, a glandula salivar sublingual tem também uma porcdo que se esvazia na caruncula
sublingual no assoalho da boca por meio de um dnico canal sublingual que corre paralelo ao
canal mandibular (FRANDSON; WILKE; FAILS, 2009).

2.1.2 Controle

Os nervos parassimpaticos constituem a inervacdo eferente dos reflexos neurais que
regulam a secrecdo salivar. Os fatores que estimulam a secrecédo salivar incluem a visdo e o
sabor do alimento, a presenca de alimento na cavidade oral e os reflexos condicionados
(FRANDSON; WILKE; FAILS, 2009).

O fluxo e a composicdo da saliva sdo regulados principalmente pela atividade do
sistema nervoso auténomo: as glandulas serosas sdo controladas pelo sistema nervoso
simpatico e as glandulas seromucosas pelos sistemas simpatico e parassimpatico. A
estimulagdo o ou [-adrenérgica (neural/farmacoldgica) pode modificar a quantidade,
viscosidade, proteina e as concentracbes ionicas da saliva (APS; MARTENS, 2005;
CHIAPPIN et al., 2007).

A estimulagdo a-adrenérgica causa influxo de célcio nas células secretoras, o que
resulta em liquido com alta concentracdo de proteina. Devido a baixa presenca de mucina,
este tipo de saliva apresenta baixo volume e viscosidade (APS; MARTENS, 2005). Por outro
lado, a estimulagdo B-adrenérgica resulta em fluidos com alto teor protéico, viscosidade,
baixo volume e aspecto espumoso (CHIAPPIN et al., 2007). As glandulas mucosas recebem
apenas estimulacao colinérgica (parassimpatico), que resulta em saliva com alto volume, rico
em eletrdlitos, baixa viscosidade e baixa concentragdo de proteina (APS; MARTENS, 2005).

Em humanos a contribuicdo das glandulas salivares na producéo de saliva quando
ndo ocorre estimulacdo é: submandibular 65%, parétida 20%, sublingual 5% e glandulas
menores 10%, em comparacdo com estimulacdo artificial, quando a glandula parétida
contribui com mais de 50% do total da secrecdo salivar (HUMPHREY; WILLIAMSON,
2001).



O sistema nervoso simpatico € o principal responsavel pelas alteracbes nos
componentes salivares durante o exercicio (CHICHARRO et al., 1998), ja que a atividade
simpatica é aumentada progressivamente com a atividade fisica (STAINSBY; BROOKS,
1990). A concentracdo idnica da saliva, principalmente dos ions Na+ e K+, pode ser alterada
variando de acordo com a duracdo e a intensidade do exercicio. A estimulacdo simpatica
induzida por exercicio fisico e a desidratagdo determinam mudancgas no fluxo salivar, na
reabsorcéo e secrecdo de eletrolitos nas células secretdrias, alterando assim a concentracdo de
eletrolitos na saliva (CHICHARRO et al., 1998).

2.1.3 Composicao

A saliva consiste de agua, eletrolitos, muco e enzimas. A agua e 0 muco suavizam e
lubrificam a ingesta para facilitar a mastigacéo e a degluticdo. A secrecdo salivar, assim como
outras secrecOes digestivas, contém varias enzimas hidroliticas destinadas a promoverem,
mediante sua atividade catalitica, a degradacdo dos componentes alimentares, tornando-0s
adequados a absorcdo intestinal. As enzimas mais abundantes da secrecdo salivar sdo a alfa-
amilase e a lisozima. A amilase atua digerindo o amido e esta presente na saliva de onivoros,
em grau limitado em cavalos, mas ausente em ruminantes e carnivoros. A lisozima é uma
enzima com acdo antibacteriana. (FRANDSON; WILKE; FAILS, 2009).

A saliva contém compostos que sao sintetizados principalmente em células acinares
e, em menor extensdo, em células de conduto. Isto quer dizer que alguns componentes da
saliva ndo estdo relacionados a concentragfes plasmaticas, mas estdo relacionadas com as
resposta glandular local. Além disso, a mudanca na concentracdo de numerosos eletrolitos
devido ao transporte ibnico ativo torna a saliva hipotbnica em relacdo ao sangue
(HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001; APS; MARTENS, 2005). As concentracBes dos
componentes variam, sendo encontradas concentracdes menores de sodio, magnésio e cloreto,
concentra¢fes maiores de potassio, célcio, bicarbonato, fosfato e concentragcbes semelhantes
de &cido urico (UA) e ureia (APS; MARTENS, 2005).

Aproximadamente 99% da saliva € 4gua e o0 outro 1% é um complexo de moléculas
organicas e inorganicas. A saliva de equinos é constituida por sédio (44,9 mmol/l), potassio
(38,5 mmol/l), cloreto (39,4 mmol/l), magnésio (1,3 mmol/l), célcio (3,8 mmol/l), fésforo (0,1
mmol/l), glicose (0,3 mmol/l), ureia (4,6 mmol/l) e proteina total (3,7 g/l (0,37 g/dL) (LEWIS,
2000).

A base da saliva é o fluido intersticial dos capilares sanguineos, que entra atraves
dos ductos das glandulas salivares, onde é modificado de isotbnico para hipotdnico
(TURNER, 1993; SCHIPPER; SILLETTI; VINGERHOEDS, 2007; PINK, SIMEK;
VONDRAKOVA, 2010).

As glandulas salivares compreendem células acinares, dutos celulares e células
mioepiteliais irrigadas por redes capilares, os varios acinos séo ligados por canais intercalados
e a saliva secretada é drenada para a cavidade oral por meio de canais estriados e excretérios.
Nas células acinares, a saliva primaria é secretada como um fluido isoténico em relagdo ao
plasma (APS; MARTENS, 2005).

As glandulas salivares séo classificadas como: serosas, mucosas e mistas. As
glandulas serosas secretam um fluido liquido aquoso, em comparacdo com as glandulas
mucosas, que secretam muco, um material viscoso que atua como um revestimento protetor
para a superficie da membrana mucosa, a glandula mista produz fluidos mucosos e serosos
(FRANDSON; WILKE; FAILS, 2009). Dependendo da glandula de origem, esta secrecéo
pode ser serosa (parétida), mucosa (glandulas menores) ou mista (sublingual e
submandibular) (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001).



A saliva tem trés funcBes principais: digestdo, protecdo e lubrificacdo, e também
atua na manutencdo da integridade dentaria (SCHIPPER; SILLETTI; VINGERHOEDS,
2007; LINGSTROM; MOYNIHAN, 2003; VOSS, 2010; DODDS; JOHNSON; YEH, 2005).

A saliva é produzida e misturada com o alimento somente durante a mastigacao. Por
isso, 0 tempo de ingestdo do alimento (que depende da estrutura e tamanho das particulas)
tem grande influéncia no fluxo de saliva. Cavalos produzem 40-90 ml de saliva por minuto,
poneis 20-60 ml. A producdo pode chegar a 100 litros por dia em um cavalo de porte médio
(LEWIS, 2000). A producdo varia também com o tipo de alimento. Por quilo de material
fibroso é produzida muito mais saliva que por quilo de concentrado. A saliva dos equinos néo
contém enzimas digestivas, sendo seus constituintes mais expressivos minerais e bicarbonato,
que provavelmente servem para uma neutralizacdo dos acidos formados na porcéo inicial do
estbmago. A saliva possibilita a degluticdo e umedece o alimento de maneira que 0S sucos
gastricos formados no estdmago possam penetrar no bolo alimentar (MEYER, 1995).

Em estudo de Denny et al. (2008), foi realizada anélise protedmica da saliva
humana, sendo identificadas mais de 1000 proteinas e peptideos. A maioria dos componentes
da saliva é encontrada no plasma e alguns sdo produzidos e secretados unicamente nas
glandulas salivares, sem correlacdo com 0s niveis sanguineos.

2.1.4 Aplicacéo clinica em humanos

Os horménios podem ser medidos na saliva de forma a permitir uma monitoracao,
inclusive observando-se as oscilages dos mesmos durante o dia, j& que o desconforto para o
paciente € reduzido (MOURA et al., 2007). A principal via de entrada dos hormonios
esteroides e outras moléculas pequenas e neutras na saliva € a difusdo passiva. As glandulas
salivares sdo densamente irrigadas por redes de capilares e muitos dos componentes
sanguineos lipossoltveis ultrapassam facilmente a parede dos capilares para o interior das
glandulas salivares (GROSCHL; KOHLER; TOPF, 2008). Hormdnios ligados a proteinas
séricas e globulinas formam grandes moléculas que ndo passam pelas membranas celulares
das glandulas salivares. Consequentemente, apenas os horménios ndo conjugados (fracao
livre) presentes no plasma, podem difundir em saliva. Assim, horménios esterdides nédo
conjugados (como cortisol, estriol, progesterona e testosterona) tém difusdo
predominantemente intracelular, ndo sendo influenciados pelo fluxo salivar e apresentam
concentragdes similares as do plasma (VINING; MCGINLEY; SYMONS, 1983).

O plasma ¢é a principal fonte de secre¢des salivares e qualquer mudanca no sangue de
creatinoquinase isoforma mb (CK-mb) reflete em uma modificagdo, embora em menor grau,
do contetdo salivar deste biomarcador de infarto do miocardio. A concentracdo salivar de
CK-mb é significativamente maior em pacientes com infarto agudo do miocéardio (72,41 +
14,15 UI/L) quando comparado a pacientes saudaveis (8,16 £ 0,54 UI/L). Usando o teste de
correlagdo de Pearson, o resultado da correlacdo da concentracdo de CK-mb na saliva e no
plasma foi de 0,92, sendo uma correlacdo forte (MIRZAII-DIZGAH et al., 2012).

Existe uma crescente tendéncia em estabelecer a saliva como meio de diagndstico. E
um método ndo invasivo, de baixo custo e facil de usar, tendo véarias vantagens sobre soro e
urina em termos de coleta, armazenamento, transporte, volume da amostra e menor risco de
contaminacgéo para o operador quanto ao manuseio da mesma. A manipulacdo do fluido oral
durante os procedimentos laboratoriais € muito mais facil do que o sangue, porque nao
coagula, reduzindo assim o numero de manipulacfes necessarias. A natureza ndo invasiva
para abordagem de coleta de saliva pode reduzir drasticamente a ansiedade e desconforto e,
assim, aumentar a disposicdo dos pacientes para fazer exames futuros (CHIAPPIN et al.,
2007; LEE; WONG, 2009; MOURA et al., 2007, AHMADI MOTAMAYEL et al., 2010).
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As concentracOes de marcadores bioldgicos na saliva sao inferiores quando comparados
ao plasma e o fato de ainda ndo haver valores de referéncia € um problema a ser superado
com o desenvolvimento de uma melhor metodologia para os exames (AHMANDI
MONTAMAYEL et al., 2010).

Para estabelecer a saliva como meio alternativo ao plasma para ensaios biologicos, deve
existir uma elevada correlagdo entre os parametros medidos do plasma e da saliva (HOWIE-
ESQUIVIEL; WHITE 2008). Os estudos comparando resultados dos testes salivares com
outros métodos de credibilidade cientifica comprovada, como dosagens sanguineas de
substancias, tém tornado o método confiavel, validando sua aplicabilidade (MOURA et al.,
2007).

Na saliva, o &cido drico é o antioxidante predominante, a albumina e o ascorbato,
contribuem em menores propor¢des e a atividade antioxidante total da saliva correlaciona-se
bem com a concentracdo salivar do &cido drico (MOORE; CALDER; MILLER, 1994,
MEUCCI et al.,1998). O &cido ascoOrbico e a vitamina E também constituem a defesa
antioxidante salivar (NAGLER et al., 2002, RAI et al., 2007).

Ocorre aumento nos valores salivares de acido Urico e capacidade antioxidante total
guando comparados aos valores basais no exercicio agudo seja ele resistido ou aerdébico
(GONZALEZ; MARQUINA; RONDON, 2008).

As concentracOes salivares de ureia (2,9 — 6,8 mmol/L) e acido urico (0,04 — 0,36
mmol/L) sdo similares as encontradas no sangue (REHAK; CECCO; CSAKO, 2000),
sofrendo alteracbes metabdlicas provenientes de enfermidades como disfuncdo renal
(CARDOSO; ARREGGER; TUMILASCI, 2009) e gota (SOURKUP et al., 2012) além de
sindorme metabodlica (OWEN-SMITH; QUINEY; READ, 1998). As concentracdes salivares
de ureia podem subir drasticamente (6,1 - 29,6 mmol/L), acompanhando os valores séricos em
individuos que apresentam comprometimento renal (CARDOSO et al., 2009).

Pequenas quantidades de bilirrubina, creatinina, glicose, colesterol e triacilgliceréis
podem ser encontrados na saliva de individuos saudaveis (REHAK et al., 2000).

A concentracdo total de proteina (PT) pode ser quantificada na saliva com
analisadores de bioquimica clinica sem qualquer modificagdo de método. A concentracdo de
proteina total salivar em humanos € de 0,41 + 0,012 g/L, e a de acido urico salivar é de 0,068
+ 0,001mmol/L. Contudo, a concentracdo de PT salivar é 10 a 15 vezes menor em relacdo ao
plasma e a correlacdo de proteina total e acido Urico na saliva e plasma é fraca (NUNES;
BRENZIKOFER; MACEDO, 2011).

A saliva desempenha um papel central na patogénese do carcinoma oral de células
escamosas. A analise de varios componentes oriundos da mucosa oral e orofaringea, bem
como de componentes oriundos do soro, permite a avaliacdo de alteracdes locais e sistémicas
no organismo. A analise salivar também pode ser utilizada para diagnosticar alteracdes
especificas relacionadas a doencas, tais como marcadores tumorais epiteliais, o que é um
indicador do carcinoma oral de células escamosas (DRENT et al., 1996).

A atividade de lactato desidrogenase (LDH) aumentada no soro pode ser utilizada
como um marcador de necrose. O intervalo de referéncia para LDH na saliva é maior do que
no plasma em individuos saudaveis. A atividade LDH aumenta na doenca periodontal em
relacdo aos individuos saudaveis (DE LA PENA; DIOS; SIERRA, 2007).

O estudo realizado por Haghgoo et al. (2016) evidenciou maior concentragdo salivar
de LDH em pacientes com periodontite (1072 + 731 UI/L) do que individuos com periodonto
normal (550,9 + 217 UI/L). Assim, o nivel salivar de LDH pode ser utilizado como marcador
de destruicdo periodontal para o diagnostico de doenca periodontal.

Quando comparado o resultado de LDH entre pacientes com carcinoma oral de células
escamosas e pacientes saudaveis, o valor de LDH para pacientes com essa enfermidade oral



foi de 1225 + 222 UI/L e para pacientes normais foi de 497 + 51,8 UI/L (LOKESH;
KANNABIRAN; RAO, 2016).

Para a saliva poder ser utilizada como ferramenta de diagnostico para a maioria dos
horménios presentes no plasma, é necessaria uma correlacdo entre as concentragOes
plasmaticas e nas glandulas salivares (CHIAPPIN et al., 2007). Assim, € preciso distinguir
uma variedade de componentes salivares que sdo biomarcadores Uteis para detectar mudancas
da saude corporal, ja que existe um crescente interesse na utilizacdo de andlises salivares no
diagndstico de doencas sistémicas e na monitoracdo da saude geral (MOURA et al., 2007).
Deste modo muitos métodos estdo disponiveis hoje para o diagnostico de cancer, porém mais
énfase é dada a um método ndo invasivo e um teste preciso para o diagndstico. A saliva é um
potencial e importante meio diagnéstico podendo ser usado como uma etapa adjuvante para o
diagnostico de canceres orais e pré-canceres (MASSANO et al., 2006).

Em estudo realizado por Sayedda e Ahmed (2012), foi verificado que a atividade
antioxidante total no soro foi significativamente maior (p <0,0001) do que a da saliva. Esta
diminuicdo parece ser proporcional a gravidade da doenca e pode ser observada uma boa
correlacdo entre o0 processo da doenca e o nivel total de atividade antioxidante total. O nivel
total de atividade antioxidante do soro e da saliva pode ser usado para mapear a gravidade da
doenca e sua progressdo/regressao.

Youssef; Groussard; Machefer (2008) demonstraram que a capacidade antioxidante
salivar total de triatletas diminuiu significativamente no final do quando comparado com o
inicio do periodo de treinamento. Outro composto importante a ser aplicado em esportes é o
lactato. Alguns estudos analisaram a resposta do lactato salivar em uma tentativa de
determinar a intensidade da formacdo ou de correlacdo entre sangue e lactato salivar
(CHICHARRO et al., 1998; OHKUWA et al.,1995). Nenhuma mudanca foi observada no
lactato salivar durante o exercicio aerobio comparado com periodo de repouso (LINDNER et
al., 2000).

Para a coleta de saliva a boca deve estar limpa, sem presenca de alimentos e liquidos
(exceto agua) por pelo menos 30 minutos antes da coleta. A limpeza da boca com agua limpa
(de preferéncia destilada) ajuda a eliminar os residuos que podem dificultar a analise
(CHIAPPIN et al., 2007).

De acordo com Nunes e Macedo (2013) o uso de saliva em testes laboratoriais tem
grande potencial, embora ainda seja necessario padronizar alguns métodos como o sistema de
coleta, levando em conta a substdncia a ser quantificada, os horarios de coleta, volume,
recuperacdo de amostras e prevencdo de contaminacdo com sangue de lesbes da mucosa oral.
A falta de correlacdo entre algumas substancias presentes na saliva e sangue ndo exclui a
possibilidade de utilizar este fluido em laboratérios, embora seja necessario estabeler os
intervalos de referéncia especificos por meio de métodos com pequenas modificacdes nas
técnicas para maximizar sensibilidade.

As concentragdes salivares dos biomarcadores sdo geralmente muito baixas, por isso
hd uma demanda pelo desenvolvimento de métodos analiticos especificos e sensiveis
(NUNES et al., 2015).

2.1.5 Aplicacbes em equinos

Na avaliacdo do lactato salivar, Lindner et al. (2000) observaram que nédo ha relacao
entre a concentracdo de lactato no plasma e na saliva, o sangue continua a ser o substrato de
escolha para diagnostico de desempenho em equinos.

A avaliacdo de cortisol salivar € uma técnica valida e ndo invasiva para medicao,
podendo tornar-se o fluido corporal de escolha para monitorar o estresse em equinos



(PEETERS et al., 2011) e a concentracdo de cortisol salivar € um parametro sensivel para
indicar aumentos agudos em secrecdo de cortisol (SCHMIDT et al., 2010).

2.2 Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

Os equinos sd@o muito utilizados para atividades esportivas que requerem um bom
desempenho destes animais. Os cavalos atletas sdo constantemente submetidos a exercicios
fisicos intensos e técnicos, podendo levar ao desenvolvimento de lesGes de carater oxidativo
que ocorrem quando ha producdo excessiva de radicais livres e/ou quando os sistemas
antioxidantes celulares se tornam ineficientes no controle e eliminagdo dessas substancias
(SILVEIRA, 2005). O desequilibrio entre a producéo de radicais livres e a defesa antioxidante
do organismo € conhecido como estresse oxidativo (URSO; CLARKSON, 2003;
KIRSCHVINK; MOFFARTS; LEKEUX, 2008).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo atomos, ions ou moléculas que contém
oxigénio com um elétron ndo pareado em sua Orbita externa. Sdo caracterizadas por grande
instabilidade e por isso elevada reatividade, e tendem a ligar o elétrons ndo pareados com
outros presentes em estruturas proximas de sua formagdo, comportando-se como receptores
(oxidantes) ou como doadores (redutores) de elétrons (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).
A reatividade dos radicais livres promove alta toxicidade, sendo capaz de reagir com diversas
moléculas organicas como lipideos, proteinas e acidos nucléicos, provocando danos em nivel
celular e tecidual, levando a alteracBes estruturais (JIMENEZ et al., 2005). As ERO s&o
constantemente formadas no organismo, por exemplo, durante a fagocitose realizada pelos
neutrofilos, mondcitos e macréfagos, no combate a microrganismos invasores (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1989) (Quadro 1).

Quadro 1: Redugao do oxigénio a espécies reativas de oxigénio (ERO)

Reacéo Substéncia resultante
O,+e>0; " Radicalsuperoxido
O, + H,0>HO, - + OH Radical hidroperoxil
HO,- + e+ H>H,0, Perdxido de hidrogénio
H,0,+¢ > 0H + OH - Radical hidroxila

Existem ERO muito prejudiciais, tais como o radical hidroxila (OH), que reagem
indiscriminadamente com a maioria dos compostos organicos essenciais a integridade e
funcdo dos organismos vivos - as biomoléculas, exercendo efeitos biologicos prejudiciais
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

Na atividade fisica intensa ha um aumento de 10 a 20 vezes no consumo total de
oxigénio e um aumento de 100 a 200 vezes na captacdo de oxigénio pelo tecido muscular
(MILLS; SMITH; HARRIS, 1997), favorecendo o aumento da producdo de ERO. Um atleta
humano de elite consome oxigénio a uma taxa de 70 mL/kg/min., enquanto um cavalo pode
consumir oxigénio em uma taxa tdo alta como 200 mL/kg/min. Isto sugere que o cavalo tem
potencial significativo para o estresse oxidativo durante o exercicio e deve ter defesas
antioxidantes bem desenvolvidas para lidar com estes niveis elevados de ERO (KINNUNEN;
HYYPPA; LEHMUSKERO, 2005).

Embora o cavalo apresente grande capacidade de transporte de oxigénio, em situacoes
de grande esforco fisico como em atividades esportivas, estardo submetidos a situacdes de
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estresse oxidativo com potencial para o desenvolvimento de lesbes, que afetardo
principalmente os musculos do animal. O confinamento, 0 mau condicionamento e as
competicdes podem levar os cavalos a situagdes de estresse que ndo ocorreriam na vida
selvagem, favorecendo a ocorréncia de injdrias oxidativas (KINNUNEN et al., 2005).

Modalidades esportivas em que a obtencdo de energia é predominantemente
decorrente do metabolismo aerdbio apresentam, mais facilidade de promover a liberacéo
dessas substancias em comparacdo com aquelas em que a energia € obtida através do
metabolismo anaerobio. Com isso, 0s atletas humanos ligados a modalidades aerdbias sofrem
mais as consequéncias de ERO (GOLDFARD, 1999), isto parece ocorrer da mesma forma em
equinos atletas (SOFFLER, 2007). Estudos em cavalos de enduro evidenciaram a ocorréncia
de dano muscular associado a deplecdo de compostos antioxidantes como a vitamina C,
glutationa (GSH) e glutationa-peroxidase (GPx) (AVELLINI; CHIARADIA; GAITI, 1999;
HARGREAVES et al., 2002). Em cavalos de corrida observou-se diminuicdo de compostos
antioxidantes, mas ndo se observou evidéncias de dano muscular (CHIARADIA et al., 1998).

As ERO tem a habilidade de oxidar e danificar diretamente DNA, proteinas e lipideos.
Além do dano direto a macromoléculas, as ERO funcionam como moléculas de sinalizacéo,
ativando diversos mecanismos celulares sensiveis ao estresse, que levam a danos celulares
(EVANS et al., 2003).

Os é&cidos graxos poli-insaturados (AGPI) das membranas celulares sdo rapidamente
atacados por radicais oxidantes. A destruicdo oxidativa dos AGPI, conhecida como
peroxidacdo lipidica, é bastante lesiva por ser uma reacdo de autopropagac¢do na membrana
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

Para a homeostasia corporal e para o adequado funcionamento do sistema antioxidante
é importante o aumento na sintese de ERO. Assim, a resisténcia a novos estresses promovida
pela realizacdo de exercicios fisicos aerobios ou anaerdbios ocorre, pois existe uma elevacéao
gradativa na producéo de ERO, efeito conhecido como adaptacdo ao treinamento (CRUZAT
et al., 2007).

A lipoperoxidacdo é um dos mais significativos fendmenos causados pelas ERO,
embora os danos aos acidos nucleicos, carboidratos e as proteinas também tém grande
importancia biologica. O malondialdeido (MDA) é um dos mais importantes produtos finais
da lipoperoxidacdo e sua dosagem normalmente é aceita como um indice da intensidade de
lipoperoxidacdo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; CHIARADIA et al., 1998).
Adicionalmente, a mensuracdo da capacidade antioxidante total (TAS) nos fluidos biol6gicos
¢ considerada um quantificador total de antioxidantes presentes nos fluidos e verifica a
capacidade de proteger a membrana e outros componentes celulares contra dos danos
oxidativo (FICICILAR et al., 2003).

O MDA é o marcador de dano oxidativo relacionado & atividade fisica mais estudado,
ja que durante a pratica do exercicio o aumento de consumo de oxigénio favorece a
lipoperoxidagdo (DEATON; MARLIN, 2003).

Tem sido relatada uma grande variagdo nos valores de espécies reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) que incluem o MDA em cavalos, incluindo valores tdo baixos quanto
2 nmol/L (WHITE, et al. 2001) a 7000 nmol/L (MCMENIMAN; HINTZ, 1992). Em equinos,
a concentracdo de TBARS no plasma antes do exercicio apresentou grande variagdo 66 a
1048 nmol/L (MARLIN et al., 2002). White et al. (2001) observaram que em cavalos néo
treinados da raca PSI a concentragcdo de TBARS foi de 1,7 £0,1 nmol/L.

O MDA em cavalos representa mais de 90% da concentragdo de TBARS (MARLIN et
al., 2002), e os valores encontrados na literatura divergem. No estudo de Avellini et al. (1999)
a concentragdo media de MDA em cavalos ndo treinados foi de 120 nmol/L. A concentracdo
sérica de MDA em equinos da raca Puro Sangue Arabe sem treinamento e em repouso foi de
1,07+ 0,67 nmol/mL (YONEZAWA et al., 2010), em cavalos de polo em repouso a
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concentracdo de MDA foi de 0,15-0.89 nmol/L com mediana 0,30 (WEIGEL et al., 2013).
Bariani Junior (2015) observou concentragéo de 62,08 +7,30 nmol/g para MDA em cavalos
saudaveis sem raca definida. Fernandes et al. (2012) observaram em cavalos da raca
American Trotter em repouso valores de MDA variando de 0,56 a 1,06 pumol/L com média de
0,89 umol/L. Aranzales (2012) encontrou 117,84+108,57 pug/ml de concentracdo de MDA em
equinos sem raca definida.

Em cavalos infectados com Theileria equi e Babesia caballi foi observado por Deger
et al. (2009) uma concentragéo elevada de MDA (1,58+0,15 nmol/mL). Os autores sugeriram
que estes niveis aumentados se devem ao aumento na peroxidacdo lipidica podendo ser um
indicador de estresse oxidativo e de lesdo eritrocitaria causada pela babesiose.

2.3 Fisiologia e Bioguimica no Exercicio

No inicio do exercicio, catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) aumentam a quebra
de glicogénio nos musculos. No figado, catecolaminas, junto com o cortisol, aumentam a
glicemia ativando a quebra do glicogénio e gliconeogénese. Cortisol e catecolaminas também
aumentam a mobilizacédo de cidos graxos livres das reservas de gordura (HYYPPA, 2005).

A producdo de energia para a funcdo muscular se da através de dois mecanismos
diferentes: um aerdbico, que utiliza como substratos acidos graxos livres e glicose, e outro
anaerobico, que utiliza como substrato a desfosforilagdo da fosfocreatina, a glicélise
anaerdébica com formacdo de lactato e desaminacdo de purinas. No entanto, apesar de pouco
eficiente, a por¢do anaerobica da glicolise supre rapidamente a necessidade energética mesmo
em condic¢des de baixas concentracdes de oxigénio intracelular (VALBERG, 2008).

Uma forma de se avaliar o metabolismo muscular é a observacdo dos niveis de lactato
e das enzimas AST, CK (ANDERSON, 1975; HESS, 2000) e LDH (CAMARA E SILVA;
DIAS; SOTO-BLANCO, 2007). Com o exercicio ha o aumento das concentragdes das
enzimas de funcdo muscular e do lactato sanguineo. Esse método também foi utilizado para
avaliacdo de lesdes musculares (HESS, 2000). Essas alteracdes diminuem quando o animal é
submetido a repeti¢des do exercicio, principalmente em se tratando da CK que pode ser usada
como indice de avaliacdo da aptiddo ao exercicio (ANDERSON, 1975).

2.3.1 Creatinoquinase (CK)

A enzima CK é produzida no miocardio, no musculo esquelético e no cérebro. Esta
enzima converte o ATP e creatina em ADP e fosfocreatina. Sua anélise € comumente
realizada para deteccdo de rabdomidlise por esforco. Os cavalos com rabdomidlise por
esforco podem apresentar uma concentracdo de CK plasmatica entre 10 e 900 vezes maior
gue a concentracdo basal. Em alguns casos, 0 exercicio extenuante pode causar elevacdes de
CK sem evidenciar sintomas de dano muscular devido ao processo de acidose das células
musculares o que aumenta a permeabilidade das membranas (BAYLY; KLINE, 2007).

A fosfocreatina € um composto fosfatado de alta energia estocado na musculatura
esquelética. Apesar de suas concentragBes produzirem ATP em apenas alguns segundos
durante o exercicio, ela é importante tanto no inicio quanto no fim dos exercicios de cargas
méaximas (POSO et al., 2004). Essa fonte de energia é rapidamente esgotada, devido ao baixo
acumulo na fibra muscular (VOTION et al., 2008, VALBERG, 2008).

A enzima responsavel por esse mecanismo de obtencdo de energia é a CK, uma
enzima de meia-vida plasmatica curta de aproximadamente 108 minutos (VALBERG, 2008).
Ela tem seu pico de atividade entre 4 e 6 horas apds o esforgo muscular devido ao
extravasamento por aumento de permeabilidade celular e sua concentragdo plasmaética cai



rapidamente apds esse pico, devido a caracteristicas de meia-vida intrinsecas a enzima
(HESS, 2000; SANTOS, 2006).

Mesmo a CK sendo mais especifica como indicativo de lesdo muscular, quando
comparada a AST, a determinagdo simultanea de AST e CK em equinos tem potencial valor
diagnostico e prognostico, em funcdo das diferentes taxas de retorno aos valores basais de
atividade sérica ou plasmatica. Aumentos na atividade sérica de CK indicam que a lesdo
muscular é ativa ou recente.. A persisténcia dos valores elevados de CK demonstra que a
lesdo muscular continua ativa. A meia vida dessa enzima apresenta valores menores que 24
horas, enquanto os valores para a AST podem ser de sete a oito dias (SILVA; DIAS; SOTO-
BLANCO, 2007).

Apesar de serem encontradas altas atividades séricas de CK ap0s 0 exercicio, esses
ocorrem devido a mudanca na permeabilidade da membrana celular, possivelmente em funcéo
de hipoxia e podem ser considerados fisiolégicos (THOMASSIAN et al., 2007). Mesmo
exercicios leves podem gerar hipdxia muscular em animais mal condicionados, sendo entéo
esperada elevacdo de maior magnitude na atividade dessa enzima em relacdo a um animal
bem condicionado fisicamente. Com um programa de treinamento é possivel que o aumento
da atividade das enzimas musculares alcance valores menores (HARRIS; MAYHEW, 1998).

Os valores de referéncia para CK sdo de aproximadamente 147 Ul/I para equinos da
raca Puro Sangue Inglés e 18-217 Ul/I para equinos de trote (ROBINSON, 2003). Em cavalos
de enduro treinados para percurso de 140 km, os valores de CK tiveram mediana de 222 1UI/L
com intervalo de 157 — 538 IUI/L e os valores de AST mediana de 368 IUI/L com intervalo
de 284 — 563 IUI/L (MARLIN et al., 2002), cavalos da raca Crioula em treinamento
apresentam valores médios de 159 UI/L (FRANCISCATO et al., 2006), enquanto Pritchard et
al. (2009), descreveram valores oscilando entre 123 e 358 UI/L para equinos sadios e em
repouso.

Em estudo realizado com cavalos de enduro foi verificada atividade de CK de 1417,25
+ 790,93 UI/L em animais que apresentaram problemas metabdlicos no decorrer do percurso,
sendo eliminados. J& para os animais que concluiram a prova a atividade de CK foi de 187,33
+57.68 UI/L (ADAMU, et al., 2012 b).

2.3.2 Aspartato aminotransferase (AST)

A AST, assim como outras transferases, age no processo de desaminacdo, onde ha o
uso de aminoacidos como substrato para obtencdo de energia. As elevacdes dos niveis de AST
estdo relacionadas a necrose miofibrilar. Devido a sua meia-vida, ela se mantém com
concentragfes aumentadas no sangue durante semanas, enquanto a CK retorna ao normal em
poucos dias apds lesdes musculares (VALBERG, 2008).

A AST é uma enzima em altas concentracbes nas células hepaticas, no musculo
cardiaco e no musculo esquelético. Deve-se ter cuidado na interpretacdo do aumento da
atividade de AST para distinguir se a origem é muscular ou hepética. Os cavalos com dano
muscular apresentam uma atividade plasmatica de AST entre 5 e 100 vezes maior. Sua meia
vida é maior que da CK, sendo de 7 dias com um pico em torno de 24 horas. Assim como a
CK, a AST também pode apresentar aumentos normais logo apos o exercicio (BAYLY;
KLINE, 2007).

Em animais de enduro em repouso foi observada uma atividade de AST aumentada
(547,55 + 423,35 UI/L) em cavalos que apresentaram problemas metabolicos no decorrer do
percurso, sendo eliminados. J& para os cavalos que concluiram a prova a atividade de AST foi
de 283.37 £ 63.02 UI/L (ADAMU et al., 2012Db).

Em cavalos de enduro treinados para percurso de 140 km, os valores de AST
apresentam intervalo de 284 a 563 IUI/L (MARLIN et al., 2002) e de 189 a 456 Ul/I.
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(PRITCHARD et al., 2009). Em cavalos da raca Crioula em repouso a atividade média de
AST foi 209 Ul/I (FRANCISCATO et al., 2006).

2.3.3 Lactato desidrogenase (LDH)

O lactato muscular tem origem na glicolise anaerébica (NELSON; COX, 2008,
COTTA; FERREIRA, 1994). O lactato é gerado para evitar 0 acimulo de piruvato e gerar
NAD para facilitar a glicélise, e ainda serve como anion no tamponamento do hidrogénio
acumulado, sendo extremamente importante em exercicio de alta intensidade para
manutencdo do equilibrio &cido-base. O piruvato é transformado em lactato através da enzima
lactato desidrogenase (LDH) no citoplasma da célula (VALBERG, 2008).

A LDH é uma enzima ubiqua que catalisa a reacdo da producdo de lactato através da
reducdo do piruvato durante a glicdlise anaerébia. Dentro da célula, a glicose é usada
principalmente para a producdo de piruvato na via da glicélise. Em condicGes aerdbicas, o
piruvato entra na matriz mitocondrial, onde é oxidado pela a¢do da piruvato desidrogenase,
sendo transformado em acetil-CoA. LDH é uma enzima detectavel no citoplasma de quase
todas as células do corpo humano, que se torna extracelular apds a morte celular. Portanto,
sua presenca extracelular esta sempre relacionada a necrose celular e a ruptura do tecido
(LIAW et al., 1997). Sua atividade sérica aumenta em muitas condi¢Bes patoldgicas tais como
enfarte do miocardio, doenca hepatica (particularmente elevada em hepatite tdxica com
ictericia), anemia megaloblastica, doenca renal (especialmente em doentes com necrose
tubular ou pielonefrite), doencas malignas (doenca de Hodgkin, carcinoma do abdome e
pulmdo, teratoma, metastases hepaticas ou leucemia), distrofia muscular progressiva e
embolia pulmonar. Consequentemente, a concentracdo de LDH na saliva, como expresséo de
necrose celular, pode ser um indicador especifico para lesbes orais que afetam a integridade
da mucosa oral. Além disso, pode existir uma possivel correlacdo entre os niveis de LDH
salivar e a agressividade da lesdo oral de carcinoma oral de células escamosas, ja que a taxa
mitotica de lesdes mais agressivas € maior e, portanto, a LDH salivar também deve aumentar
(LIAW et al., 1997).

A LDH na saliva é predominantemente (75%) proveniente do fluido crevicular
gengival, das células epiteliais bucais, do refluxo gastrointestinal e da precipitacdo celular, e
em menor proporc¢do origina-se de glandulas salivares maiores e menores (8,2% da glandula
parétida e 14,7% das glandulas submandibular e sublingual) (NAGLER et al., 2001).

O perfil isoenzimatico de LDH ¢€ diferente entre a saliva e o plasma. As isoenzimas de
LDH 4 e 5 predominam na saliva enquanto que as isoenzimas 1 e 2 predominam no soro. Em
humanos as isoenzimas 4 e 5 na saliva correspondem respectivamente a 9,3 e 7,8 vezes 0
valor plasmético enquanto a LDH1 e a LDH2 sdo, respectivamente 3,2 e 1,3 vezes mais
concetradas no plasma. A LDH total na saliva € 2,8 vezes maior que no plasma. (NAGLER et
al., 2001).

Na literatura podem-se observar valores de referéncia desta enzima para equinos: 252
Ul/L (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 1997), 162 a 412 Ul/L (MEYER; COLES; RICH, 1997),
631 UI/L em cavalos da raca Crioula em treinamento (DA CAS et al., 2000), 421 UI/L
(FERNANDES, 1994). Em equinos treinados para concurso completo de equitagdo o valor médio
basal de LDH foi de 511,15 UI/L (SOUZA 2013).

2.3.4 Lactato

O lactato é utilizado na producdo de energia na por¢cdo aerdbica da glicolise, dando
origem a CO, e H,O. A porcéo nédo utilizada para a produgdo de energia passa para outros
tecidos através de difusdo e por transporte ativo através de transportadores monocarboxilados
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(HINCHCLIFF; GEOR, 2004). O lactato é um intermedidrio importante em diversos
processos metabolicos e € usado como combustivel para o metabolismo aerdbico em todo o
organismo, e talvez um mediador redox entre os diversos compartimentos intra ou
extracelulares (GLADDEN, 2004).

O lactato por si s6 € uma excelente fonte de energia, pois tem mais de 90% da energia
potencial da glicose. Em equinos, os principais tecidos que utilizam o lactato s&o o figado,
que converte lactato a glicose e 0 coracdo, onde ele é utilizado diretamente como fonte de
energia. Também ha utilizacdo do lactato como fonte energética pelas fibras musculares tipo |
durante o exercicio (POSO et al., 2004).

Em exercicio de carga méaxima, o metabolismo oxidativo de producdo de energia
chega ao maximo, necessitando da energia gerada pelo metabolismo anaerdbico e
desaminagdo do ADP. O glicogénio é utilizado como fonte de energia em exercicio intenso,
levando ao acumulo de lactato (VALBERG, 2008).

A concentracdo de lactato sanguineo é comumente utilizada como uma fonte adicional
para avaliacdo do condicionamento fisico do atleta. E uma variavel que pode ser avaliada com
facilidade em testes a campo devido a utilizacdo de lactimetros portateis (GOMIDE et al.,
2006).

Uma das formas de avaliacdo do desempenho equino é a mensuracdo do lactato
sanguineo. O parametro que apresenta melhor correlacdo com parametros de desempenho
como premiagdo, posicionamento de chegada e vitorias, é a velocidade em que se chega a
concentracdo de 4 mMol/L de lactato também chamada de VL4 (CASINI et al., 1996). O VL4
é utilizado para avaliar a capacidade aerobica muscular (D’ANGELIS et al., 2005; FERRAZ
et al., 2006; FERRAZ et al., 2008; FERRAZ et al., 2010).

Em cavalos da raca puro sangue inglés em repouso os valores de referéncia de lactato
sanguineo variam de 2,5 a 15,5 mmol/dL (ROBINSON, 2003).

Equinos de raga, sexo e idade variadas treinados para Concurso Completo de
Equitacdo, apresentaram valores basais médios de 1,50 mmol/l (GOMIDE et al., 2006). Em
cavalos da raca Puro Sangue Inglés, o valor médio basal de lactato plasmatico de animais
treinados é de 1,7 mmol/l e em animais sem treinamento 2,1 mmol/l (NOGUEIRA et al.,
2002). Equinos trotadores apresentam valores basais médios para o lactato plasmatico de 0,52
mmol/l (PINKOWSKI et al., 1998). Em cavalos de enduro que apresentaram problemas
metabolicos no decorrer do percurso, sendo eliminados foi verificada concentracdo de lactato
de 8,59 + 2,67 mmol/L. J& para 0os animais que concluiram a prova, a concentracdo de lactato
foi de 1,03 £ 0,21 mmol/L (ADAMU et al., 2012b).

2.3.5 Acido Urico

Nos mamiferos, o acido urico é produto secundario de excrecdo, derivado das bases
purinicas. Na maioria dos tecidos organicos encontra-se na forma de anion urato, sendo capaz
de proteger o DNA e lipidios da acdo de ERO (LARSON, 1997; NIETO et al., 2000).

A acdo antioxidante do urato pode ser resumida pela reagdo com a maioria dos agentes
oxidantes em velocidade superior a das outras purinas. Nessa reacéo, ha formacdo do radical
urato estabilizado. O urato reage rapidamente com o radical hidroxila (HO"), no entanto, o
urato € inerte as espécies superoxido (HOO"), radical anion superdoxido (O;"), peroxidos
(ROOH) e peréxido de hidrogénio (H,0,). N&o é capaz de desativar o oxigénio singleto *02
isoladamente, porém no meio bioldgico ele causa indiretamente sua desativacdo através da
desativacdo de outras especies excitadas. Sua reacdo mais importante € com os radicais
peroxila (ROO¢) e NO, (gerando NO,"). Essa grande atividade contra os radicais peroxila é a
base efeito antioxidante protetor do DNA e de lipidios (NIETO et al., 2000).
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O aumento de acido urico é uma possivel causa de desclassificacdo, baixa
performance e problemas de salide em cavalos de enduro (ADAMU et al., 2012a).

Em cavalos da raga Mangalarga Marchador a pasto, a concentracdo de &cido Urico para
animais em repouso foi de 0,48 mg/dL (ABRANTES, 2013), cavalos treinados para enduro de
140 Km, a concentracdo de acido Urico antes do exercicio em foi de 7,3 a 17,4 pumol/L
(MARLIN et al., 2002).

Cavalos de enduro que concluiram a prova a concentracdo de acido Urico foi de 7,67 £
6,47 umol/l, animais que apresentaram problemas metabolicos no decorrer do percurso, sendo
eliminados a concentracdo de &cido urico em repouso foi de 78,11 + 52,94 umol/l. Na
competicdo de enduro o animal precisa manter o sistema gastrointestinal, respiratorio,
cardiaco e mdusculo-esquelético funcionando adequadamente, além disso, esses cavalos
precisam manter a freqiiéncia cardiaca igual ou abaixo de 64 batimentos/minuto nos pontos de
avaliacdo veterinaria e apresentar excelente grau de hidratagdo apds 20-30 minutos do periodo
de recuperacdo (ADAMU et al., 2012b).

Cavalos Puro Sangue Inglés treinados para a prova de 2000 metros, em repouso,
apresentaram concentracdo de acido urico de 0,30+0,00 mg/L, j& para a provas de 1000 e
2000 metros ocorreu um aumento de 1,1% e 2,18% (YOO et al., 2007).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Comité de Etica

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais em
pesquisa — CEUA/UFRRJ, sob o protocolo 013/2015, de acordo com a Lei 11794 08 de
outubro de 2008.

3.2 Local

A coleta de material foi realizada no setor de equideocultura da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), as analises hematoldgicas e bioquimicas no Laboratorio de
Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV) do Departamento de
Parasitologia Veterinaria e no Laboratério de Pesquisas Clinicas (LPC) do Instituto de
Veterinaria da UFRRJ.

3.3 Valores de Referéncia para Biomarcadores Salivares
3.3.1 Animais

Foram utilizados equinos da raca Mangalarga Marchador provenientes do criatdrio da
UFRRJ com idade entre 3 e 15 anos e escore corporal entre 4 e 5 segundo critérios
estabelecidos por Henneck et al. (1983). Os animais foram separados por idade: sendo jovens
animais com idade de 3 a 4 anos e adulto com idade de 5 a 18 anos (PRICE et al., 1995).

Inicialmente os animais foram submetidos a exame fisico conforme Feitosa (2014),
sendo incluidos apenas animais sem evidéncias de enfermidades infecciosas, parasitarias e
metabolicas, considerados saudaveis.

3.3.2 Amostragem

Para determinagdo do nimero de individuos necessarios para estabelecer intervalos de
referéncia, com nivel de seguranca, sem qualquer condicionante foi estabelecido o nimero de
120 individuos. Porém, uma amostragem maior que 40 animais pode ser empregada, quando
uma distribuicdo gaussiana € observada (FRIEDRICHS et al., 2005). Neste estudo foi
avaliado um total de 60 animais.

3.4 Coleta das Amostras de Saliva
Para a coleta da amostra de saliva, o animal foi contido por cabresto, sendo sua

cavidade bucal lavada com &gua corrente, mantendo-se o fluxo de agua até que ndo se
observasse presenca de substancias sélidas, como capim e ragdo (Figura 1).
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Figura 1. Equino contido com cabresto para lavagem da
cavidade bucal com 4agua corrente para remogdo de
substancias solidas da boca e saliva.

Apds 10 minutos de realizada a limpeza da cavidade bucal, um rolo de algodédo
hidréfilo, fixado de forma asséptica em uma das extremidades por fio cirirgico em forma de
cruz, mantendo-se duas pontas de 2,5 cm, foi inserido, com auxilio de uma pin¢a hemostatica
longa (Figura 2) junto & mucosa jugal no espaco interdental (regido da barra) e na regido
sublingual (préximo ao frénulo lingual), onde desemboca o ducto mandibular e mantido por
um minuto (Figura 3).

Figura 2. Algodéo hidrofilo fixado de forma asséptica em uma
das extremidades por fio cirurgico em forma de cruz (A). Pinga
hemostéatica longa para auxiliar na coleta de saliva através do
algodao hidrofilo (B).
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Figura 3. Pinga com algod&o posicionado na egiéo sublingual
do cavalo.

Apds um minuto, com auxilio da pin¢a, o algoddo foi removido e acondicionado em
um tubo de fundo cénico de polipropileno (Figura 4) e este armazenado em caixa isotérmica
contendo gelo durante o transporte até o Laboratério de Pesquisa Clinica, no Instituto de

Veterinaria da UFRRJ.

Figura 4. Algod&o hidrofilo em tubo de plastico de fundo conico, capacidade
de 10 mL, mantido posicionado por fios de linha fixados externamente na

tampa rosqueada.
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No Laboratorio, o frasco contendo o algoddo foi centrifugado, a 2000g, por cinco
minutos, utilizando-se centrifuga clinica. Para centrifugar as pontas dos fios de algod&do
ficaram para fora do tubo e apds a tampa ser rosqueada o algod&o ficou fixo na parte superior
do tubo (Figura 5).

Figura 5. Saliva de equino em frasco conico de 10 mL apoés
centrifugacao

Ap0s a centrifugacdo, o algoddo foi removido com auxilio de uma pinca e a saliva
colhida com pipeta automatica de 1 mL, foi acondicionada em tubos tipo eppendorfs e
armazenada a -20 °C para posterior analise.

3.5 Amostras de Sangue

Amostras de sangue foram colhidas em trés frascos a vacuo de 4 mL, contendo 0s
anticoagulantes EDTA (4cido etilenodiaminotetracético)* e EDTA/fluoreto de sédio?, e em
frascos sem anticoagulante®, por puncdo venosa da jugular, utilizando-se agulha calibre 30 x
0,7mm imediatamente apds a limpeza da boca.

O sangue foi mantido em temperatura de refrigeracéo e transportado até o LPC, onde o
material foi processado. No laboratério os frascos de contendo anticoagulante foram
centrifugados a 2000g e o plasma sobrenadante foi acondicionado em tubos estéreis do tipo

! Vacuum 11®, Labnew, S&o Paulo, Brasil.
2 BD Vacutainer® Systems, Becton Dickinson, England
® Hemogard® K3 Vacutainer Systems, Becton Dickinson, England.
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eppendorf em aliquotas de 2,0 mL, e em seguida armazenado em temperatura de 20 °C
negativos para analises posteriores.

Os frascos contendo sangue colhido sem anticoagulante foram mantidos inclinados até
a completa retracdo do codgulo e em seguida centrifugados a 2000g. O soro resultante foi
armazenado em aliquotas de 2,0 mL, armazenado a 20 °C negativos.

3.6 Analises Laboratoriais
3.6.1 Hematologia

Os hemogramas foram realizados com a finalidade de confirmar a condicéo clinica dos
animais, considerados saudaveis ao exame clinico.

Amostras de sangue com EDTA foram encaminhadas em temperatura de refrigeracao
para realizagdo de hemograma, no LQEPV, utilizando-se contador automatico de celulas.

A contagem global de hemacias ou hematimetria (células x 10%uL), o volume
globular (%), a concentracio de hemoglobina (g/dL), a leucometria global (células x 10/uL)
e a contagem total de plaquetas (células/uL) foram determinadas em contador eletrénico de
células®. Os indices hematimétricos Volume Corpuscular Médio (VCM — fL), Concentracio
de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM - %) e Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)
foram calculados pelo préprio aparelho considerando as contagens de hemacias, o
hematocrito e a taxa de hemoglobina.

A morfologia eritrocitaria e a leucometria especifica (percentual de neutréfilos,
linfdcitos, eosinofilos, mondcitos e basofilos) foram avaliadas em esfregaco sanguineo corado
com Panoptico Rapido, com auxilio de microscépio 6ptico, objetiva de 100x conforme Jain
(1993).

A determinacdo de proteina plasméatica total (PPT) foi realizada utilizando
refratdbmetro manual. A determinagédo do fibrinogénio foi realizada subtraindo-se o valor de
leitura em refratdbmetro manual apds a desnaturagdo do fibrinogénio em banho-maria a 37°C
do valor obtido da PPT.

3.6.2 Anaélise bioquimica e metabolismo oxidativo

Aliquotas de soro e saliva foram descongeladas em temperatura ambiente e analisadas
em espectrofotdmetro digital semi-automatico® (Figura 6), utilizando-se kits comerciais,
segundo especificacdo do fabricante. Foram determinadas as concentragdes de a atividade das
enzimas lactato desidrogenase®, aspartato aminotransferase’ e creatinoquinase® por ensaio
cinético, a concentracdo de 4cido Urico por método enzimatico® e a concentragdo de proteina
total por método colorimétrico™®.

* Poch100/Roche

® Thermo Scientific Multiskan GO, Uniscience, S&o Paulo, Brasil
® Biosystems - MAK 066

’ Biosystems - MAK 055

®Biosystems - MAK 116

° Biosystems — A12521

19 Biosystems — 11800
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Figura 6. Analisador automatizado de acesso randémico para ealizagéo de
dosagens bioquimicas e turbidimétricas, por leitura fotométrica (A15, Biosystems,
Barcelona, Espanha).

O lactato plasmatico e salivar foi determinado por método enzimatico, utilizando-se
kit comercial'! no LQEPV da UFRRJ.

A concentracdo de malondealdeido (MDA) foi mensurada por meio da determinacao
da concentracdo de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) no plasma de acordo
com o método proposto por Rey et al. (2013), porém com adaptacdo onde ao invés de acido
perclérico como desproteinizante foi usado acido tricloracético. Sendo assim adicionou-se
300 microlitros de acido tricloracético a 10% (diluido em agua destilada) em 700 microlitros
de amostra, seguindo-se de agitagdo no vdrtex por um minuto e logo apdés submetido a
centrifugacdo a 2000g por 5 minutos. O sobrenadante isento de proteina foi recolhido e
misturado numa propor¢do 1:2 com reagente de &cido tiobarbitarico (TBA) (TBA 0,026 M e
acido tricloroacético 0,92 M em 250 mL de agua com 62,5 mL de HCI 1 M). Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 600g durante 10 min a 4 °C, apds a centrifugacdo as amostras
foram colocadas em placa de 96 pocos com o fundo chato e a concentracdo determinada em
espectrofotdmetro semiautomético'® com absorvancia 532 nm. As concentragdes de TBARS
foram calculadas utilizando 1,56 x 105 M-1 x cm-1 como coeficiente de absor¢do molar. Os
resultados foram expressos como micromoles de MDA por mililitro de plasma e saliva.

A capacidade antioxidante total foi mensurada por ensaio colorimétrico™® utilizando-se
kit comercial.

3.7 Analises Estatisticas
3.7.1 Calculo dos intervalos de referéncia

Para estabelecer os intervalos de referéncia para acido Urico, concentracdo de proteinas
totais, e lactato foram utilizadas 60 amostras de saliva de animais fisicamente sadios. Foram

seguidos os critérios da Sociedade International de Patologia Clinica Animal. Para deteccédo
de outliers foi aplicado o algoritmo de Horn (SOLBERG, 1987; HORN et al., 2001).

1 | actato Bioclin-K084
12 Multiskan Go; ThermoFisher Scientific, Vantaa, Finland
3 Antioxidant Assay Kit - Sigma-Aldrich® — referéncia CS0790
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Este método utiliza limites interquartis de Tukey para identificar outliers localizados
nas extremidades superior ou inferior (HORN; PESCE, 2003, 2005). Como critério de
rejeicdo os valores externos aos limites interquartis (IG) foram Q1 — 1,5 * IQR e Q3 + 1,5
IQR (IQR= intervalo interquartil = 1Q3 — 1Q1, onde 1Q1 e 1Q3 s&o os percentis 25 e 75,
respectivamente).

ApoGs a exclusdo dos outliers, os dados foram analisados pelo Software Reference
Value Advisor Freeware (GEFFRE et al., 2011), recomendado pela Sociedade Americana de
Patologia Clinica Veterinaria (FRIEDRICHS et al., 2005).

3.7.2 Célculo de MDA

Para analise estatistica referente ao MDA foi utilizado o programa Reference Value
Advisor V2.1 onde o método de transformacédo de dados utilizado foi 0 Cox Box quando os
dados eram ndo normais e 0 método de Kernel para dados que ndo puderam ser normalizados.
A correlacdo foi feita através do teste de Spearman para os dados ndo normais. Foram
definidas equagdes de regressao linear para estimar niveis plasmaticos e séricos de MDA a
partir dos niveis salivares. As analises foram realizadas com nivel de significancia estatistica
fixado em p <0,05.
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4 RESULTADOS

Os valores de PT, &cido urico e lactato, bem como a atividade das enzimas AST, CK e
LDH, no soro e na saliva de equinos apresentaram grande variacéo, e em todas as substancias
houve valores “discrepantes” ou atipicos (outliers), que s&o valores muito afastados de grande
parte dos dados, os quais foram identificados por método estatistico e eliminados. Dessa
forma, apds a exclusdo dos outliers, que podem apontar anormalidades do conjunto de dados
ou erros na medicdo realizada foram apresentados os dados trabalhados, sem os outliers.

Apos a separacdo por idade segundo Price et al. (1995) ndo foi verificado diferenca
estatistica entre as faixas etarias para as variaveis MDA no plasma (p=0,29), no soro (p=0,67)
e na saliva (p=0,08); CK no soro (p=0,46) e saliva (p=0,96); LDH no soro (p=0,67) e saliva
(p=0,97); AST no soro (p=0,81) e saliva (p=0,59); PT no soro (p=0,78) e saliva (p=0,66);
acido drico no soro (p=0,35) e saliva (p=0,25); lactato no plasma (p=0,11) e saliva (p=0,15).

4.1 Proteina Total

Como demonstrado na Figura 7, na maioria das amostras de saliva, a concentragao
total de proteinas ficou entre 0 e 2,6 g/dL (média 0,9 + 0,4 g/dL), com dispersdo ampla dos
dados representada pela assimetria da distribuicdo e valores atipicos. Ap6s serem eliminados
0s outliers, obtiveram-se valores mais representativos da concentracdo de PT na saliva com a
maioria dos dados no intervalo entre 0,5 e 1,0 g/dL conforme a Figura 8. Assim, os valores
obtidos para PT na saliva variaram entre 0,3 e 1,8 g/dL com média de 0,9 g/dL (Tabela 1).

Tabela 1. Média, desvio padrdo, mediana, valores minimos e maximos e correlagcdo da concentracdo
de proteina (g/dL) no soro e saliva de equinos.

Média DP  Mediana Minimo Maximo Correlacao

Dados Saliva 0,9 0,4 0,8 0 2,6 0,041
brutos Soro 6,4 0,8 6,5 3,2 8,4
Semde Saliva 0,9 0,3 0,8 0,3 1,8 -0,031
outliers  Soro 6,4 0,8 6,5 5,1 7.4

No soro as concentracdes de PT variaram de 3,2 a 8,4 g/dL com média de 6,4 + 0,8
g/dL, sendo evidenciados valores de 3,2 e 8,4 g/dL, abaixo e acima da grande maioria dos
dados, portanto atipicos (Figura 9). Apés a eliminacdo destes dados manteve-se a média em
6,4 + 0,8 g/dL (Figura 10) com variagdo entre 5,1 e 7,4 g/dL (Tabela 1). Observa-se que a
concentracdo de PT no soro foi 7,1 vezes maior que na saliva. A correlacdo entre os valores
de PT no soro e na saliva foi negativa fraca (-0,031).
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Figura 7. Box-Plot dos valores de proteina total na saliva de equinos com representacdo da
mediana e dispersdo dos dados brutos, evidenciando em vermelho a direita um valor atipico
(outlier).
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Figura 8. Box-Plot dos valores de proteina total na saliva de equinos com representacdo da mediana
e dispersdo dos dados apds a eliminacdo de outliers (n=55).

Figura 9. Box-Plot dos valores de proteina total no soro de equinos com representacdo da
mediana e dispersdo dos dados brutos. Observa-se & direita e esquerda valores atipicos
(outleiers).
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Figura 10. Box-Plot dos valores de proteina total no soro de equinos com representacao da
mediana e dispersao dos dados ap6s exclusdo dos outliers n=55.

4.2 Acido Urico

A distribuicdo dos dados referentes ao acido Udrico (Figura 11) indica uma
concentracdo dos valores préximos a zero, porém tendo dados muito acima de 19,6 e abaixo
(0,0 mg/dL) da maioria dos valores. Eliminados os dados atipicos (Figura 12) os valores
encontrados para o acido Urico na saliva variaram entre 0,6 e 2,1 mg/dL com média de 1,2 +
0,4 mg/dL.

No soro a média do &cido drico foi de 0,8 + 0,2 mg/dL (Tabela 2), sendo observada a
presenca de apenas um dado discrepante proximo de 2,0 mg/dL (Figura 13), que apds
eliminado, resultou em valores entre 0,5 e 1,2 mg/dL com média de 0,78 + 0,16 mg/dL
(Figura 14) para melhor compreensdo os dados encontram-se na Tabela 2, sendo a
concentracdo média na saliva quase o dobro da concentracdo obtida no soro, ainda que 0s
valores minimos tenham sido proximos.

Da mesma forma que para a PT, a correlacdo entre a concentracdo de acido Urico na
saliva e no soro foi negativa e fraca (-0,057).

Tabela 2. Média, desvio padrdo, mediana, valores minimos e maximos e correlacdo de acido Urico
(mg/dL) entre saliva e soro.

Média DP Mediana ~ Minimo  Méaximo  Correlagdo

Dados brutos ~ Saliva 1,8 3,4 11 0 19,6 .0.321
Soro 0,8 0,2 0,8 0,4 1,7 '
Sem outliers Saliva 1,2 0,4 1,1 0,6 2,1
Soro 0,78 0,16 0,8 0,5 1,2 -0,057
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Figura 11. Box-Plot dos valores de &cido Urico na saliva de equinos com representacdo da
mediana e dispersdo dos dados brutos. Observa-se a direita e a esquerda a presenca de valores
atipicos (outlier).
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Figura 12. Box-plot dos dados de acido Urico na saliva de equinos, apés eliminagdo de
outliers n=55.
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Figura 13. Box-Plot distribuicdo dos valores de acido Urico no soro de equinos com
representacdo da mediana e dispersdo dos dados brutos. Observa-se a direita valor atipico
(outlier).
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Figura 14. Box-Plot distribuicdo dos valores de &cido drico no soro de equinos apds a excluséo
de outliers n=55.

4.3 Aspartato Aminotransferase (AST)

Os valores obtidos para a AST na saliva variaram entre zero e 1600 UI/L com média
de 550 + 320 UI/L e mediana em 522 UI/L obtendo-se, contudo uma ampla dispersdo e
valores muito acima e abaixo da média e mediana (Figura 14). Ap6s a eliminacdo dos
outliers, obteve-se uma média de 528 + 259 UI/L e mediana de 520 UI/L para esta enzima na
saliva, com a maioria dos dados entre 400 e 600 UI/L (Figura 16).

No soro a atividade da AST foi de 368 + 100 UI/L com mediana de 358 UI/L antes da
eliminacdo dos dados atipicos (Figura 17) e média de 385 + 74 UI/L (mediana de 375 UI/L)
apos a eliminacdo dos valores atipicos (Tabela 3).

Para a atividade da AST, obtiveram-se valores médios entre saliva (528 UI/L) e soro
(385 UI/L) relativamente préximos (Tabela 3). Na saliva a atividade dessa enzima variou
entre 111 e 1270 UI/L, e no soro entre 74 a 545 UI/L podendo ser observada na Figura 18 a
dispersdo dos dados na saliva. Ainda que proximas, as concentracdes da AST no soro e na
saliva apresentaram correlacédo fraca, e diferentemente da PT e do &cido Urico a correlacdo foi
positiva (0,066).

Tabela 3. Valores de média, desvio padrdo, mediana, valores minimos e méaximos e correlagdo da
atividade da enzima AST (UI/L).

Média DP Mediana Minimo Maximo Correlagéo
Dados brutos Saliva 5496  320,3 522,5 0 1600 0.065
Soro 367,7 99,9 358,0 74 545 ’
sem outliers Saliva 528 259 520 111 1270 0,066
Soro 385 74,8 375 74 545
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Figura 15. Box-Plot dos valores de aspartato aminotransferase (AST) na saliva de equinos
com representacdo da mediana e dispersdo dos dados brutos evidenciando a direita valores
atipicos (outleirs).
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Figura 16. Box-plot dos valores de aspartato aminotransferase (AST) na saliva de
equinos, apos eliminacao de outleirs (n=54).
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Figura 17. Box-Plot dos valores de aspartato aminotrasnferase (AST) no soro de equinos com
representacdo da mediana e dispersdo dos dados. Observa-se & esquerda valores atipicos
(outleirs).
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Figura 18. Box-Plot dos valores de AST no soro de equinos com representacdo da mediana e
dispersdo dos dados ap6s a exclusao de outleirs (n=54).

4.4 Creatina Quinase (CK)

Na avaliacéo dos dados brutos referentes & atividade da enzima CK foram observados
valores discrepantes tanto na saliva (Figura 19) quanto no soro (Figura 20), sendo excluidos
esses dados.

Observa-se que atividade da CK foi 7,9 vezes maior no soro (492 + 163 UI/L) que
saliva (63 + 22 UI/L), com valores maximos de 110 UI/L e 838 UI/L e minimos de 29,2 e 155
UI/L (Tabela 4), respectivamente para saliva (Figura 21) e soro (Figura 22).

Como na maioria dos parametros uma correlacdo negativa fraca (-0,253) foi observada
para a concentracdo dessa enzima entre soro e saliva.

0 5 100 150 200 250

Figura 19. Box-plot dos dados da enzima creatino quinase (CK) na saliva de equinos, com
representacdo da mediana e dispersdo dos dados. Observa-se a direita valores atipicos
(outleirs).
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Figura 20. Box-Plot dos valores de aspartato aminotransferase (AST) no soro de equinos com
representacdo da mediana e dispersdo dos dados. Observa-se a direita valor atipico (outleirs).
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Figura 21. Box-plot dos dados da creatino quinase (CK) na saliva de equinos, apos eliminagéo de
outliers (n=56).
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Figura 22. Box-plot dos dados da da creatino quinase (CK) no soro de equinos, ap6s eliminagao
de valores atipicos (n=56).
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Tabela 4. Valores de média, desvio padrdo, mediana, valores minimos e méaximos e correlagdo da
atividade da emzima CK (UI/L).

Meédia DP Mediana ~ Minimo  Maximo  Correlagdo
Dados brutos  Saliva 63 22 57 29 110 0953
Soro 491,7  162,9 478 155 838 ’
Sem outliers Saliva 72,1 42,7 58 17 234 -0,209
Soro 492,2 1758 476,5 155 1006

4.5 Lactato Desidrogenase (LDH)

Os valores encontrados para a LDH na saliva variaram entre zero e 5.570 UI/L com
média de 2195 + 1259 UI/L (Tabela 5). No soro o menor valor obtido foi 150 UI/L e o
méaximo foi igual ao da saliva (5570 UI/L) com média de 1236 + 1081 e mediana de 943
UI/L. A dispersdo dos dados de LDH na saliva (Figura 23) e no soro (Figura 24) revela
valores distantes da maioria dos dados.

No soro apos a exclusdo dos outliers os dados se concentraram entre 800 e 1000 UI/L
(Figura 25) como média em 934 + 192 UI/L e na saliva (Figura 26) a concentracdo ficou entre
1000 e 3000 UI/L com média de 2268 + 1218 UI/L, sendo a atividade da LDH, portanto bem
maior na saliva que no soro.

Para os valores de LDH entre saliva e soro obteve-se uma correlagdo negativa fraca (-
0,058).

Tabela 5. Valores de média, desvio padrdo, mediana, valores minimos e méaximos e correlagdo da
atividade da enzima LHD (UI/L).

Média DP Mediana  Minimo  Méaximo  Correlagdo
Dados brutos ~ Saliva  2195,1  1259,1 2260 0 5570 0194
Soro 12358 1080,5 942,5 150 5570 ’
Semoutliers  Saliva 2268,2 1218,2 2310 294 5570 -0,058
Soro 934,0 192,0 917,0 568 1505
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Figura 23. BoxPlot dos valores da enzima lactato desidrogenase (LDH) na saliva de equinos
antes da retirada dos valores atipicos.
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Figura 24. Box-Plot dos valores de lactato desidrogenase (LDH) no soro de equinos com
representacdo da mediana e dispersdao dos dados. Observa-se a presenca de dados atipicos
(outliers).
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Figura 25. Box-Plot dos valores de lactato desidrogenase (LDH) na saliva de equinos com
representacdo da mediana e dispersao dos dados ap6s exclusdo de outlier (n=56).
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Figura 26. Box-Plot dos valores de lactato desidrogenase (LDH) no soro de equinos com
representacdo da mediana e dispersao dos dados ap6s da excluséo de outliers (n=56).
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4.6 Lactato

O lactato, derivado do &cido latico, produzido no metabolismo de queima da glicose
(glicdlise), para o fornecimento de energia na auséncia de oxigénio, apresentou valores
médios (4,1 mmol/L) e mediana iguais (2,6 mmol/L) na saliva e no soro, com varia¢@es entre
0 e 22,4 mmol/L na saliva eentre 0 e 27,4 mmol/L no soro (Tabela 6).

Na saliva, antes e apds a eliminacdo dos outliers os valores médios foram proximos
(4,1 e 3,9 mmol/L, respectivamente antes e apds), enquanto que no soro, com a eliminagédo
dos valores atipicos houve um decréscimo da concentragdo média desse metabdlito (de 4,1 +
5 mmol/L para 2,4 + 1,2 mmol/L), bem como da mediana (2,2 mmol/L).

Tabela 6. Valores de média, desvio padrdo, mediana, valores minimos e méaximos e correlagdo da
atividade do lactato (mmol/L).

Média DP  Mediana Minimo Méximo Correlagéo
Dados brutos  Saliva 4,1 4,6 2,6 0 22,4 0.094
Soro 41 5 2,6 0 27,4 !
Sem outliers  Saliva 3,9 3,9 2,6 01 14,8 0.07
Soro 2,4 1,2 2,2 0,5 51 ’

Os dados de lactato na saliva representados na Figura 26 revelam valores dispersos
entre 0,0 e 22 mmol/L e a maioria dos dados entre 1,0 e 4,0 mmol/L. No plasma a disperséo
ocorreu entre 0 e 27 mmol/L (Figura 27). As variacdes observadas ap6s eliminacdo dos dados
atipicos ocorreram entre 0,1 e 14,8 mml/L na saliva (Figura 28) e 0,5 mmol/L e 5,1 mmol/L
no plasma (Figura 29).

0 5 10 15 20 25

Figura 27. Box-Plot dos valores de lactato na saliva de equinos com representacdo da mediana e
disperséo dos dados. Observa-se a direita dados discrepantes (outliers).
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Figura 28. Box-Plot dos valores de lactato no plasma de equinos com representacdo da mediana e
dispersdo dos dados. Observa-se dados discrepantes (outliers).
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Figura 29. Box-plot dos valores de lactato na saliva de equinos, apos eliminagdo de outliers
(n=50).

0 1 2 3 4 5 6

Figura 30. Box-plot dos valores de lactato no plasma de equinos, ap6s eliminagdo de valores
atipicos (n=50).

Com valores médios ndo muito discrepantes, a correlagdo desse metabolito entre soro
e saliva foi negativa fraca (-0,07), como na maioria das demais substancias avaliadas no
presente estudo.
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4.7 Malondialdeido (MDA) - Capacidade Antioxidante (Estresse Oxidativo)

Para o MDA, um biomarcador de estresse oxidativo no plasma, obteve-se mediana de
2,5 umol/mL e valores minimo e maximo de 1,15 umol/mL e 6,2 umol/mL, respectivamente.
Os valores no soro foram inferiores aos plasmaticos, com mediana de 1,5 umol/mL,valores

minimo 1,06 umol/mL e méximo de 5,67 umol/mL. Na saliva a mediana foi menor que no

plasma e maior que no soro (1,8 umol/mL), com variacdes entre 1,11 umol/mL e 3,5
pumol/mL. Os niveis de MDA na saliva ndo diferiram significativamente dos niveis séricos

(P=0,1089).

O intervalo de referéncia estabelecido para o MDA foi de 1,2 a 6,2 pmol/mL para o
plasma, de 1,06 a 5,6 umol/mL para o soro e de 1,1 a 3,5 umol/mL para a saliva (Tabela 7).
As dispersdes dos dados do MDA no plasma, soro e saliva estdo representadas nas Figuras 31,

32 e 33, respectivamente.

Tabela 7. Concentracdao de malondialdeido em amostras de plasma, soro e saliva de equinos.

Amostra Mediana Minimo Méaximo Intervalo de Referéncia
Plasma (umol/mL) 2,5 1,15 6,2 12a6,2
Soro (umol/mL) 15 1,06 5,67 1,0a5,6
Saliva (umol/mL) 1,8 1,11 3,57 11a35
Kruskal Wallis (Valor de p=0,1089)
0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 31. Dispersdo dos niveis de malondialdeido (MDA) em

equinos (n=55).

pumol/mL no plasma de
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Figura 32. Dispersao dos niveis de malondialdeido (MDA) em pmol/mL no soro de equinos,

n=55.
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Figura 33. Dispersdo dos niveis de malondialdeido (MDA) umol/mL na saliva de equinos,
n=55.

A correlacdo entre a concentracdo do MDA no plasma e saliva e no soro e saliva foi
muito forte (Tabela 8). A correlagdo entre plasma e soro foi positiva muito forte,
evidenciando correlacdo do MDA no sangue colhido com anticoagulante (plasma) e sem
anticoagulante (soro).

Tabela 8. Valores de correlacdo e regressdo de malondialdeido (MDA) entre amostras de plasma, soro e
saliva.

Pareamento Correlagéo (r) Valor-P Regresséo (R?) Valor -P
Plasma x Soro 0,9994 <0,001 0,881124298 < 0,001
Plasma X Saliva 0,9993 < 0,001 0,982035828 <0,001
Soro x Saliva 0,9993 < 0,001 0,899007753 < 0,001

Os dados da capacidade antioxidante total ndo puderam ser usados, pois ficaram fora
da curva padréo do teste.
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5 DISCUSSAO
5.1 Proteina Total

A concentragdo média de PT (0,9 £ 0,3 g/dL) foi menor que no soro (6,4+0,8 g/dL)
com uma correlacdo entre as variaveis saliva e soro muito baixa.

A diferenca de PT entre soro e saliva foi de sete vezes, portanto abaixo do que foi
indicado por Nunes et al. (2011) que relataram uma concentracdo de PT na saliva de equinos
de 10 a 15 vezes menor que a do soro.

No presente estudo, a diferenca menos significativa entre saliva e soro pode estar
relacionada ao estresse a que os animais foram submetidos durante a coleta, visto que a
estimulacdo simpatica (o-adrenérgica) conforme Aps e Martens (2005) reduz o volume e
aumenta a concentracao de proteina na saliva.

Em equinos, o volume de saliva produzido diariamente pode chegar a 100 litros
(LEWIS, 2000), enquanto que em humanos a producgdo situa-se entre 0,5 a 1,5 litros
(JENSEN et al., 2003). Esse volume ¢é justificado pelo habito alimentar dos equinos que em
vida livre se alimentam por cerca de 14 horas por dia (MCGREEVY, 2004) e a mastigacdo €
acompanhada por uma producdo abundante de saliva (40-90ml/min) que possibilita a
degluticdo, umedecendo o alimento com quantidades de minerais e bicarbonato que servem
para neutralizar os acidos formados na porc¢do inicial do estbmago (LEWIS, 2000). Desse
modo a producdo de saliva em equinos é muito maior e em relacdo a PT mais concentrada.

Quanto a correlacdo entre saliva e soro, os resultados aqui encontrados sao
semelhantes aos obtidos por Nunes et al. (2011), sendo evidenciada uma correlacdo fraca
entre soro e fluido oral para PT.

Estudos protedmicos demonstraram que aproximadamente 29% das proteinas
plasmaticas sdo encontradas na saliva humana (DENNY et al., 2008) sugerindo que a maioria
das proteinas contidas nos fluidos orais sao sintetizadas nas glandulas salivares, o que pode
justificar o maior teor de proteinas no soro do equino em relacdo saliva. Além disso, proteinas
plasmaticas abundantes, como a albumina, representam apenas 6% das proteinas salivares
(SCARANO et al., 2010).

As imunoglobulinas (lg), que sdo moléculas de glicoproteinas produzidas em resposta
a um imunogeno e estdo incluidas nas PT, sdo também menos abundantes na saliva que no
soro. IgA é o principal isotipo de Ig encontrado em secrecbes externas, incluindo saliva e
lagrimas (WEHMEYER et al., 1991; TAPPUNI; CHALLACOMBE, 1994).

No cavalo, as concentragdes de IgA e IgG salivar variam de <0,5 ng/ml a 351 pg/ml e
de 0,6 a 128 pg/ml, respectivamente e quando comparado com outras espécies, a quantidade
de IgA na saliva de cavalo, mais baixa que a relatada para a saliva de humanos (PALM et al.,
2016). A concentracdo sérica de IgG varia de 1.000 a 1.500 mg/dL e a de IgA varia de 60 a
350 mg/dL (TIZARD, 2002), o que demonstra uma diminui¢cdo muito grande na concentracédo
salivar destas globulinas, contribuindo assim para a concentracdo de proteina salivar baixa.

Neste estudo a concentracdo de PT na saliva foi mais alta do que a descrita por Lewis
(2000) que encontrou o valor de 0,37 g/dL. Este valor mais alto pode ser justificado pelo
estresse no momento da coleta o que contribui para uma maior concentragdo proteica na
saliva.

Estudos conduzidos por Sistig et al. (2002) demonstraram que as subclasses de
imunoglobulinas salivares variam em diferentes condi¢Ges da mucosa bucal e podem ter um
papel nas doencas inflamatdrias da mucosa bucal e/ou refletir alteragdes clinicas nessas
condig@es. Desta forma, as concentragdes variam de acordo com a saude bucal.

35



5.2 Malondialdeido (MDA) — Espécies Reativas ao Acido Tiobrabittrico (TBARS)

Por meio da avaliacdo das espécies reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS),
obteve-se uma estimativa da concentracdo de malondialdeido (MDA), um dos mais
importantes produtos finais da lipoperoxidacdo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
CHIARADIA et al., 1998) nas amostras de saliva e soro.

Os ensaios de TBRAS medem diferentes substancias, incluindo o MDA presente na
amostra, e segundo Marlin et al. (2002), em cavalos o0 MDA representa mais de 90% da
concentracdo de TBARS.

Obteve-se média e mediana de MDA menor na saliva e valores similares no soro e
plasma, porém com grande variacdo individual entre os animais amostrados (diferenca maior
que 7,5 vezes), corroborando com observagdes de White et al. (2001) e Mcmeniman e Hintz
(1992) sobre uma grande variacdo dos TBARS em cavalos, incluindo concentragdes menores
que 2 nmol/L (WHITE et al., 2001) e tdo elevadas quanto 7000 nmol/L (MCMENIMAN;
HINTZ, 1992). Valores tdo divergentes sugerem diferencas metabdlicas individuais quanto
aos mecanismos oxidativos e capacidade antioxidante.

A concentracdo de TBARS e consequentemente de MDA no plasma pode variar,
dentre outros fatores com a atividade fisica e com a atividade metabdlica do individuo. Os
valores de MDA obtidos (1,06 a 5,67 e 1,15 a 6,2 pmol/mL, para o soro e plasma,
respectivamente) foram inferiores aos encontrados por Marlin et al. (2002) em cavalos antes
do exercicio (66 a 1048 nmol/L), por Avellini et al. (1999) em cavalos nao treinados (120
nmol/L) e por Bariani Junior (2015) em cavalos saudaveis sem raca definida (62,08 + 7,30
nmol/g), porém proximos dos valores minimos obtidos por Yonezawa et al. (2010) em
equinos da raca Puro Sangue Arabe sem treinamento e em repouso (1,07+ 0,67 nmol/mL), e
maior que os referenciados por Weigel et al. (2013) em cavalos de polo em repouso (0,15 a
0,89 nmol/L) e por Fernandes et al. (2012) em cavalos da raga American Trotter em repouso
(0,56 a 1,06 pmol/L, média de 0,89 umol/L).

McMeniman e Hintz (1992) avaliando podneis submetidos a exercicio em esteira e
suplementados com vitamina E, observaram uma correlagdo negativa entre a vitamina E
plasmatica e os indices de lipoperoxidacdo, demonstrando a prevencdo do estresse oxidativo
ocasionado pelo exercicio fisico por esse composto.

Em cavalos infectados com Theileria equi e Babesia caballi foi observada uma média
de MDA de 1,58 + 0,15 nmol/mL (DEGER et al., 2009). Os autores sugeriram que estes
niveis aumentados de MDA se devem ao aumento na peroxidacao lipidica podendo ser um
indicador de estresse oxidativo e de lesdo eritrocitaria causada pela babesiose. Neste contexto,
0s animais amostrados no presente estudo sdo provavelmente portadores de Babesia sp., visto
que Botteon et al. (2002) em um levantamento epidemioldgico realizado nos municipios de
Seropédica, Itaguai, Queimados, Nova lguacul, Paracambi e Zona Oeste do Municipio do Rio
de Janeiro encontraram uma prevaléncia de 89,58% para T. equi através da técnica de
inmunofluorescéncia indireta para cavalos criados sobre regime extensivo. Contudo, nenhum
dos animais avaliados apresentava sinais clinicos da babesiose.

A concentragdo de MDA pode variar também de acordo com a presenca de lesGes
orais como periodontite (GUENTSCH et al.,, 2008; CANAKCI et al., 2009), sendo a
possibilidade da presenca de lesdes orais ndo excluida nos animais amostrados no presente
estudo.

5.3 Acido Urico

O é&cido urico, uma substancia nitrogenada ndo proteica derivada da degradacéo
metabolica de ribonucleotideos purinicos enddgenos e de acidos nucleicos dos alimentos varia
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no soro de equinos entre 0,9 e 1,1 mg/dL (KANEKO, 2008), portanto os valores médios de
0,78 £ 0,16 mg/dL obtidos no presente estudo encontram-se ligeiramente abaixo dos limites
de referéncia para a espécie, com valores individuais baixos, normais ou ligeiramente
elevados. Os valores deste estudo foram ligeiramente superiores aos encontrado por Abrantes
(2013) em cavalos da raca Mangalarga Marchador em repouso, mantidos a pasto (0,54
mg/dL).

Na saliva obteve-se concentracGes ligeiramente maiores de acido Urico que no soro, e
em conformidade com resultados de Nunes et al. (2011) houve uma fraca correlagdo para o
acido drico no soro e na saliva.

Rehak et al. (2000) referiram-se a valores de &cido Urico na saliva de humanos (0,04 —
0,36 mmol/L) similares aos encontrados no sangue e menores do que os obtidos em equinos
no presente estudo. Por outro lado, Aps e Martens (2005) descreveram que as concentragoes
dos componentes salivares variam em relacdo ao soro, sendo encontradas concentracde
menores de sodio, magnésio e cloreto, maiores de potassio, célcio, bicarbonato e fosfato e
concentracdes semelhantes de &cido urico e ureia, portanto seriam esperados valores mais
proximos entre saliva e soro.

De forma semelhante ao lactato, a concentracdo plasmatica do acido Urico é um bom
indicador da intensidade do exercicio, pois 0 &cido Urico provém da degradacdo de ADP,
guando este se acumula na célula por aumento da hidrolise de ATP, para obtencéo de energia
durante exercicios de alta intensidade (CASTEJON et al., 2007), sendo a elevacio do &cido
urico uma possivel causa de desclassificacdo, baixa performance e problemas de salde em
cavalos de enduro (ADAMU et al., 2012a).

Segundo Snow et al. (1982), o aumento do acido Urico apds exercicios maximos é
menos intenso com o treinamento. Adamu et al. (2012b) observaram em cavalos de enduro
eliminados por apresentarem problemas metabélicos no decorrer do percurso concentracao de
acido urico foi de 78,11 + 52,94 umol/L, em repouso antes da prova, enquanto que nos
animais que concluiram a prova a concentracdo de acido Urico foi muito mais baixa (7,67 *
6,147 pmol/l) comprovando a influéncia deste metabolito no condicionamento fisico dos
animais. Também Evans et al. (2002) observaram maior concentracdo de acido urico apés o
exercicio em equinos com historico de baixo desempenho. Corroborando com estes achados
Yoo et al. (2007) observaram que em cavalos PSI treinados para a prova de 2.000 metros a
concentracdo de &cido urico foi maior (0,30 mg/L) que na prova de 1000 metros (0,22 mg/L).

Destaca-se que no presente estudo os animais amostrados nao séo atletas e ndo foram
submetidos a exercicios fisicos intensos. Portanto, os valores de &cido Urico obtidos néo
podem ser analisados em relacdo aos referentes a animais submetidos ao exercicio. Também a
raca ¢ diferente da maioria dos estudos citados acima.

5.4 Aspartato Aminotransferase e Creatino Quinase

A atividade sérica e salivar das enzimas AST e CK foram analisadas neste estudo
visando a possibilidade de utilizacdo da saliva na avaliacdo metabdlica de cavalos durante e
ap6s o exercicio, condicdo em que estas enzimas aumentam naturalmente, com a CK
apresentando meia vida menor que 24 horas, e a AST de sete a oito dias (SILVA; DIAS;
SOTO-BLANCO, 2007). Esta possibilidade ndo foi confirmada, visto que a correlagcdo da
atividade destas enzimas no soro e na saliva foi muito fraca. Esse resultado ndo pode ser
discutido com base na literatura uma vez que ndo foram localizados artigos referentes a
atividade destas enzimas na saliva de equinos.

A AST uma enzima citoplasméatica mitocondrial presente no figado, musculatura
esquelética e cardiaca (TENNANT, 1997) varia fisiologicamente no soro de equinos entre 58
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e 94 UI/L (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 1997). No presente estudo o valor obtido no soro
esta, portanto acima do intervalo de referéncia estabelecido para a espécie.

Na saliva o valor encontrado foi superior ao do soro e também acima da normalidade
para a espécie. Como ndo se conhece o metabolismo e a taxa de passagem da AST do sangue
para a saliva ndo € possivel concluir sobre os valores salivares obtidos. Considera-se
principalmente a possibilidade de interferéncia de outros componentes salivares nos
resultados salivares. Estudos mais especificos devem ser realizados em relacdo a atividade de
enzimas na saliva.

Para a enzima CK obteve-se uma atividade sérica acima do limite de 23,4 UI/L
estabelecido como fisiologico para a espécie (KANEKO, 2008) enquanto que na saliva a
atividade desta enzima foi baixa.

Robinson (2003) reportou valores de CK no soro equinos da raga PSI entre 2 e 147
UI/L e em cavalos trotadores entre 18 e 217 UI/L. Na faixa de referéncia relatada por estes
autores, Franciscato et al. (2006) encontraram valores médios de 159 UI/L para cavalos da
raca Crioula em treinamento enquanto Pritchard et al. (2009) descreveram valores oscilando
entre 123 e 358 UI/L para equinos sadios e em repouso. Valberg (2008) descreveu para
equinos PSI em repouso valores médios de AST de 296 UI/L. Os valores do presente estudo
(155 a 838 com média de 491,7 UI/L) foram, portanto elevados em relacdo aos valores
encontrados por diferentes autores, em equinos de diferentes racas e em diferentes condicdes.

Balarin et al. (2005) e Cémara e Silva et al. (2007) observaram que os valores de
referéncia da AST para equinos, citados na literatura, séo muito variados, sendo necessario o
estabelecimento de referéncias locais, especialmente por sofrerem influéncia direta de fatores
ambientais e de manejo, assim como da raca e atividade fisica.

Valores aumentados de CK no soro sdo observados quando ha lesdo muscular em
virtude de decubito, exercicio ou transporte prolongado (BAYLY; KLINE, 2007). No caso
dos animais aqui amostrados este fato € pouco provavel, visto que percorreram uma pequena
distancia entre o pasto e o local onde foram colhidas as amostras (cerca de 200 metros) e a
atividade fisica realizada foi de intensidade leve (ao passo ou trote).

Estudos conduzidos por Adamu et al. (2012b) indicam que o condicionamento fisico
dos animais interfere na atividade sérica da CK, tendo os autores observado valores de CK
bem acima (1417.25 + 790.93 UI/L) dos limites de referéncia para a espécie em cavalos que
foram eliminados na prova de enduro, sendo estes valores elevados identificados nos animais
em repouso e antes da prova. Ja para 0s animais que concluiram a prova a atividade de CK foi
de 187.33 + 57.68 Ul/L (ADAMU, et al., 2012 b). No presente estudo, a atividade fisica
desenvolvida pelos animais antes da coleta das amostras, foi leve e provavelmente
insuficiente para causar danos musculares, mesmo em animais ndo condicionados. Destaca-se,
portant, a semelhanca com os valores obtidos por Adamu et al. (2012b) em cavalos em
repouso e com baixa performance em atividade esportiva.

E importante salientar que esta é uma enzima citoplasmatica sujeita a rapida liberagio
na circulacdo, como resultado de pequenas alteracGes celulares (DUNCAN et al., 1994;
STOCKHAM, 1995). Adicionalmente, como destacado por Frape (1998) o pico de atividade
sérica desta enzima é de 6 a 12 horas ap0s a lesdo celular, o que também ndo é condizente
com o tempo decorrido entre o transporte e a coleta do sangue no presente estudo.

Em humanos avaliou-se CK-mb na saliva e no plasma como alternativa diagnéstica
em casos de infarto agudo do miocardio, sendo obtida uma correlagdo muito forte (MIRZAII-
DIZGAH et al., 2012) divergindo do resultado obtido para CK no presente estudo.

Quanto aos valores baixos na saliva divergindo da AST que foi maior na saliva que no
soro, reitera-se a necessidade de aprofundar os estudos da dindmica salivar destas enzimas,
pois é possivel que o pico da atividade no soro e saliva ndo sejam simultaneos, e sendo
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confirmada esta possibilidade a saliva ndao se apresenta como substancia (meio) adequada para
avaliacdo de CK e AST.

5.5 Lactato Desidrogenase

Comparando-se os valores de referéncia para a atividade sérica da enzima LDH em
equinos, nota-se que os resultados obtidos neste estudo em amostras de soro (meédia 934 UI/L)
foram superiores aos propostos por Kaneko; Harvey e Bruss (1997) que citaram valores
médios de 252 UI/L, bem como ultrapassaram o limite de 412 UI/L proposto por Meyer;
Coles e Rich (1997) e por Fernandes (1994). Verifica-se uma maior proximidade com o0s
resultados obtidos por Da Cas et al. (2000), que relataram valor médio de 631 UI/L para LDH
no soro de cavalos da raca Crioula em treinamento.

Pesquisas sobre a atividade da LDH no soro de equinos sugerem que em animais que
realizam atividades fisicas frequentes esta enzima pode se apresentar aumentada, mesmo no
momento basal, e ainda mais elevada apos atividade fisica de diferentes intensidades
(SOUZA, 2013).

Sendo uma enzima presente no citoplasma de quase todas as células do organismo, sua
presenca extracelular esta relacionada a necrose celular ou ruptura de tecidos (LIAW et al.,
1997). Neste sentido, ndo foram evidenciadas lesdes ou alteracdes sugestivas de lise celular
nos animais do presente estudo, ndo havendo aparentemente uma justificativa para os valores
elevados de LDH no soro destes animais.

A maior concentracdo desta enzima na saliva justifica-se pelo perfil isoenzimético de
LDH, que é diferente na saliva e no plasma. De acordo com Nagler et al. (2001) as isoenzimas
de LDH 4 e 5 predominam na saliva enquanto que as isoenzimas 1 e 2 predominam no soro.
Em humanos as isoenzimas 4 e 5 na saliva correspondem respectivamente a 9,3 e 7,8 vezes 0
valor plasmatico enquanto a LDH1 e a LDH2 sdo, respectivamente 3,2 e 1,3 vezes mais
concetradas no plasma.

Ainda que os valores salivares e plasmaticos registrados em humanos tenham sido
inferiores aos obtidos em equinos no presente estudo, a LDH total na saliva foi 2,4 vezes
maior que no soro, consistente com observacdes de Nagler et al. (2001), onde a LDH total foi
2,8 vezes maior na saliva que no soro.

N&o é possivel concluir sobre a normalidade dos valores obtidos para a saliva, pois
ndo foram localizados na literatura valores referentes a LHD na saliva de equinos. Contudo,
no soro os valores encontrados estdo acima da faixa de referéncia para a espécie (KANEKO,
2008) o que pode ter contribuido para 0 aumento da enzima na saliva dos animais amostrados.

A LDH na saliva € predominantemente (75%) proveniente do fluido crevicular
gengival, das células epiteliais bucais, do refluxo gastrointestinal e da precipitacdo celular, e
em menor proporc¢do origina-se de glandulas salivares maiores e menores (8,2% da glandula
parotida e 14,7% das glandulas submandibular e sublingual) (NAGLER et al., 2001). Assim, é
possivel que a composicdo da dieta e dos fluidos sejam relevantes para o aporte de LDH na
saliva dos equinos, ainda que nao significativamente maior que na saliva de humanos.

Ha& de se destacar ainda que os valores de LDH séo influenciados pela sanidade bucal
(HAGHGOO et al., 2016; LOKESH; KANNABIRAN; RAO, 2016), sendo a concentracdo
salivar de LDH maior em pacientes com periodontite (HAGHGOO et al. 2016) e com
carcinoma oral de células escamosas (LOKESH; KANNA,BIRAN; RAO, 2016). Neste
contexto, ndo é possivel excluir afeccdes orais nos animais amostrados. Ainda que ao exame
fisico ndo tenham sido detectadas afeccOes orais, para um diagnostico definitivo da saude
bucal é necessario um exame completo e detalhado da cavidade oral no qual os animas
precisariam ser sedados, 0 que ndo ocorreu no presente estudo.
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5.6 Lactato

Neste estudo o lactato foi avaliado por método enzimatico no soro e saliva. Contudo,
os valores obtidos ndo apresentam distribuicdo normal e houve uma grande disperséo entre os
dados com valores individuais variando entre normal (minimo 0,5 no soro e 0,1 mmol/L na
saliva) e extremamente elevado (maximo 5,1 no soro e 14,8 mmol/L na saliva). Os valores
obtidos foram divergentes em relacdo aos dados descritos para animais em repouso. Na saliva
a média do lactato foi maior que no soro (3,9 mmol/L) com correlagdo muito baixa entre 0s
fluidos testados, o que estd de acordo com Lindner et al. (2000) que informou ndo haver
relagdo entre a concentracdo de lactato no plasma e na saliva, destacando que o sangue
continua a ser o substrato de escolha para diagndstico de desempenho em equinos.

Os valores médios do lactato no soro foram pouco maiores em relagdo aos intervalos
descritos para equinos em algumas condicdes de manejo.

No presente estudo os animais eram mantidos a pasto, sem atividade fisica regular.
Foram colhidas amostras apenas de fémeas, a maioria em fase final de lactacdo, portanto com
baixa demanda metabdlica. Neste contexto, a condicdo fisiologica e de manejo dos animais
equivale a equinos em manutencdo, sem condicionamento fisico, uma condicao que difere da
maioria dos estudos recentes sobre lactatemia, realizados com equinos atletas.

Os valores de referéncia para o lactato para equinos da raca Puro Sangue Inglés
segundo Robson (2003) séo de 2,5 a 15,5 mmol/dl. Art et al. (1990), encontraram uma média
de 0,52 + 0,03 mmol/I para cavalos Sela Belga, em repouso. Braz et al. (2016) encontraram
uma média de 1,85 mmol/L de lactato em equinos antes de uma prova de corrida de 300
metros, considerando este valor normal para os animais em estudo. Durante avaliacdo de
equinos durante o treinamento para corrida, a concentragdo de lactato mensurada variou entre
2,8 e 7,35 mg/dl. Os autores (MULLEN et al., 1979), consideram normais os valores obtidos.

De forma semelhante ao &cido Urico e as enzimas CK e AST, o lactato no soro é mais
elevado em animais sem condicionamento fisico ou que apresentam alteracfes metabdlicas
durante atividades esportivas (HINCHCLIFF et al., 2002; ADAMU et al., 2012b). Rivero et
al. (2012) demonstraram que o condicionamento fisico em equinos proporcionou aumento das
estruturas relacionadas com a capacidade aer6bia com exercicio de baixa a moderada
intensidade por longa duracdo (45 min/dia), com valores de lactato variando de 1,5 a 2,5
mmol/L.

O treinamento promove algumas mudangas que afetam a concentracdo de lactato.
Cavalos bem treinados apresentam concentracdes de lactato mais baixas apos a realizacédo de
exercicio subméximo do que cavalos néo treinados, sendo um bom indicador de desempenho
(ROSE et al., 1983).

Outro fator promovido pelo treinamento que influencia a taxa de lactato sanguineo € a
velocidade de metabolizacdo do mesmo. Estudos em humanos demonstram que a “clearance”
de lactato é aumentada pelo treinamento (DONOVAN; BROOKS, 1983; PHILLIPS et al.,
1995). A “clearance” aumentada durante e apos o exercicio tendem a produzir menores
concentrag0es sanguineo.

Conforme Tennent-Brown (2014) aumentos na concentragdo de lactato sanguineo nos
cavalos sdo geralmente o resultado da diminuigdo da perfuséo tecidual. No entanto, existem
outros mecanismos para a hiperlactatemia que podem ser importantes em cavalos doentes.

Em estudo realizado Adamu et al. (2012b) com cavalos de enduro foi verificada
concentragcdo de lactato de 8,59 + 2,67 mmol/L em animais que apresentaram problemas
metabdlicos no decorrer do percurso, sendo eliminados da prova enquanto que em animais
que concluiram a prova a concentracdo de lactato foi de 1,03 + 0,21 mmol/L. Os valores no
presente estudo foram portanto maiores que dos animais que concluiram a prova de enduro e
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menores que dos animais que foram eliminados no estudo de Adamu et al. (2012b), que
avaliaram animais 20 minutos ap0s o exercicio.

Ainda que com ampla dispersdo entre animais individuais, os dados sdo em parte
coerentes com os obtidos em outros estudos, pelo menos para alguns animais individualmente
(valores minimos).

Nos equinos, como no homem pode haver grandes variagdes individuais nas atividades
metabolicas, especialmente relacionados ao exercicio. Foi sugerido que aumentos fisiologicos
da atividade de enzimas musculares e outros metabdlitos se devem a alteracbes na
permeabilidade de membranas celulares possivelmente causadas por hipdxia e pode haver
hipoxia tecidual mesmo com cargas de trabalho baixas em equinos ndo condicionados. E
possivel prever que estes animais apresentem atividades enzimaticas mais altas apés
exercicios leves, que animais condicionados (AITKEN et al., 1975; HARRIS, 1988). Este fato
justificaria em parte os dados aparentemente alterados da atividade sérica das enzimas CK e
LDH, bem como do lactato, considerando que para a coleta os animais do presente estudo
foram conduzidos do pasto ao galpao, a uma distancia de 200 metros, ao trote.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que a saliva pode ser empregada em substituicdo ao plasma ou soro
sanguineo para analise de TBARS como indicadores de estresse oxidativo em equinos
Mangalarga Marchador em condicdes a pasto.

Biomarcadores de atividade muscular podem ser identificados na saliva. Estes
biomarcadores ndo apresentam correlacdo significativa com valores plasmaticos o que
impossibilita a interpretagdo direta, sendo necessario aprofundar os estudos da dindmica
salivar dos marcadores do metabolismo muscular.

A coleta da saliva ndo foi simplificada quando comparado a coleta de sangue, esta foi

mais pratica, mesmo sendo mais invasiva demonstrou-se menos incomoda.
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