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RESUMO

Avaliacao laboratorial do estresse oxidativo e eletrocardiografia de cadelas
submetidas a exercicio

A falta ou auséncia de atividade fisica de cdes, aliada a uma alimentacédo de alto
valor energético, tém afetado seriamente a salde destes, levando-os ao
desenvolvimento de varios problemas associados ao coracdo. O presente estudo
teve como objetivo estudar a atividade das enzimas séricas creatino quinase (CK),
creatino quinase fracdo MB (CK-MB), lactato desidrogenase (LDH) e glutationa
peroxidase (GSH-Px), antes e ap0s a realizacdo de exercicio de curta duracao,
avaliando-os com os achados eletrocardiograficos tais como frequéncia cardiaca
(batimentos/minuto), duracéo do intervalo PR (segundos), ritmo cardiaco e variacao
da amplitude de onda T em 8 cadelas higidas. A frequéncia cardiaca, tamanho do
segmento PR, ritmos cardiacos e percentuais de onda T, ndo se alteraram durante o
exercicio. Pode-se concluir que o exercicio fisico de curta duracéao realizado com
treinamento prévio dos animais modificou os valores das enzimas CK, CK-MB e
LDH, provavelmente pela lesdo causada no musculo devido ao esforco fisico intenso
e 0 aumento da GSH-Px foi ocasionado pela maior producdo de radicais livres em
virtude do maior consumo de oxigénio pelo organismo durante o esforco fisico.

Palavras-chave: Caes. Exercicio fisico. Atividade enzimatica. Eletrocardiograma.



ABSTRACT

Laboratory findings of oxidative stress and electrocardiography of dogs
submitted to exercise

The lack or absence of physical activity in dogs, combined with a diet high in energy
has seriously affected the health of dogs, taking them to the development of various
problems associated with the heart. This study aimed to study the activity of serum
enzymes creatine kinase (CK), creatine kinase MB fraction (CK-MB), lactate
dehydrogenase (LDH) and glutathione peroxidase (GSH-Px), before and after short
duration exercise, evaluating them with electrocardiographic findings such as heart
rate (beats / minute), duration of P-R interval (seconds), heart rate and variation of
the T wave in 8 healthy dogs. Heart rate, P-R segment size, heart rates and
percentage of T wave, did not change during exercise. It can be concluded that
exercise of short duration conducted with prior training of animals modified values of
CK, CK-MB and LDH, probably caused by muscle injury due to physical exertion and
increased GSH-Px was caused by increased production of free radicals due to the
higher oxygen consumption by the body during physical effort.

Key-words: Dogs. Exercise. Enzymatic activities. Electrocardiogram.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Importancia do Exercicio Fisico em Cées

Devido ao processo de verticalizagdo das cidades, os cdes tém sido
submetidos a espacos progressivamente reduzidos, o que aliado ao fornecimento de
alimento acima das necessidades energéticas e a falta de disponibilidade de tempo
dos proprietarios para realizacdo de atividades fisicas, tem levado ao aumento do
numero de casos de cdes com problemas cardiacos, articulares e de obesidade.
Dentre as alternativas para reverter ou prevenir esses problemas e garantir o bem-
estar do animal, estdo a pratica de atividades fisicas e de esportes caninos, para as
guais € fundamental o condicionamento fisico do cdo (LORENZ, 1987).

O exercicio fisico intenso e continuo é acompanhado pela producéo de
radicais livres, que provocam alteracdes das membranas celulares, o que causa
lesdo acompanhada por processo inflamatorio ao nivel das fibras musculares. Varias
causas foram sugeridas para estas alteracdes, entre as quais o alto grau de estresse
provocado pelo exercicio, alteracdes da micro circulacéo, producdo de metabdlitos
toxicos e deplecdo intramuscular dos substratos energéticos (CORDOVA; NAVAS,
2000).

O rapido desenvolvimento da lesdo das fibras musculares e do tecido
conjuntivo é acompanhado por uma disfuncdo e migracdo de componentes
intracelulares para os espacos intersticial e plasmatico. O dano muscular esta
associado com aumentos dos niveis plasmaticos de creatino quinase (CK) e de
lactato desidrogenase (LDH), o que serve como indicador do aumento da
permeabilidade celular resultante (CORDOVA; NAVAS, 2000).
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1.2 Creatino Quinase e Creatino Quinase Fracdo MB

A creatino quinase consiste de um grupo de isoenzimas com um papel
central no metabolismo energético, principalmente para tecidos com alta demanda
energética, como cérebro, musculo cardiaco e esquelético, onde funciona como um
efetivo sistema de tampdo para o0s niveis celulares de ATP (BESSMAN;
CARPENTER, 1985; WALLIMAN et al.,, 1992). Quantidades menores sao
encontradas no rim, diafragma, tiredide, placenta, bexiga, Gtero, pulmao, proéstata,
baco, reto, célon, estbmago e pancreas. O figado e eritrocitos sdo essencialmente
desprovidos desta enzima (MOTTA, 2000).

A creatino quinase catalisa a transfosforilagdo reversivel entre ATP e
creatino a ADP e fosfocreatina, ajudando a manter os niveis dos substratos
fosforilados (BESSMAN; CARPENTER, 1985; WALLIMAN et al., 1992).

Esta associada com a geracdo de ATP nos sistemas contrateis ou de
transporte. A funcao fisiologica predominante desta enzima ocorre nas células
musculares, onde esta envolvida no armazenamento de creatino fosfato (composto
rico em energia). Cada ciclo de contracdo muscular promove o consumo de ATP
com formacgéo de ADP (MOTTA, 2000).

A CK é uma enzima de alta especificidade para lesGes musculares e 0
aumento da sua atividade reflete mais aumento da permeabilidade da membrana
mitocondrial do que lesdo muscular, segundo Rose e Hodgson (1994). Para Spinha
de Toledo et al. (2001) somente altas concentracdes plasmaticas de CK refletiriam
miolise significativa.

Entre as causas de aumento da concentracao sérica de CK destaca-se
o exercicio de alta intensidade (ROSE; HOGDSON, 1994; STOCKHAM, 1995).
Comparando exercicios de diferentes intensidades, Siciliano et al. (1995)
observaram que as atividades de CK e AST foram mais intensas em resposta ao
exercicio moderado quando comparado com o exercicio intenso.

As isoformas da creatino quinase estdo localizadas em sitios de
demanda e producdo energética. A isoforma citosolica (CK-CI) consiste de dimeros

e € expressa de uma maneira tecido especifica, isto €, cérebro-especifica (CK-BB),
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musculo esquelético-especifica (CK-MM) e um heterodimero musculo cardiaco-
especifico (CK-MB) (WALLIMANN et al., 1992; HAMMAN et al., 1995; O'GORMAN
et al., 1996).

1.3 Lactato Desidrogenase

A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima da classe das
oxidorredutases que catalisa a oxidacao reversivel do lactato a piruvato, em
presenca da coenzima NAD+ que atua como doador ou aceptor de hidrogénio. Esta
presente no citoplasma de todas as células do organismo. Sendo rica no miocardio,
figado, muasculo esquelético, rim e eritrocitos. Os niveis teciduais de LDH séo,
aproximadamente, 500 vezes maiores do que o0s encontrados no soro e lesbes
naqueles tecidos provocam elevacBes plasmaticas significantes desta enzima
(MOTTA, 2000).

A LDH é uma enzima com atividade nos hepatdcitos e fibras
musculares que tem sido utilizada associada a creatino quinase (CK) para a
avaliacdo das lesdes musculares, entre elas, as provocadas pelo exercicio
(KANEKO et al., 2008).

Segundo Stockham (1995), o exercicio pode liberar quantidades de
enzimas suficientes para aumentar os valores séricos da enzima de LDH. Siciliano et
al. (1995), Lofstedt e Collatos (1997) referiram que o treinamento diario diminui 0s
efeitos provocados pelo exercicio, incluindo a elevacdo das concentracfes séricas
da enzima de LDH. Embora menos especifica que CK, tem a sua concentracao
elevada nas lesbes musculares. Aumentos de maior magnitude foram observados
em equinos, durante prova de enduro e mostraram que a duracéo e intensidade séo
importantes para determinar o aumento desta enzima durante o exercicio (ROSE;
HODGSON, 1994).
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1.4 Glutationa Peroxidase

A glutationa é um tripeptideo que existe no organismo em suas formas
reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta ou indiretamente em muitos
processos bioldgicos importantes, incluindo a sintese de proteinas, metabolismo e
protecdo celular. Problemas na sintese e metabolismo da glutationa estdo
associados a doencas relacionadas ao estresse oxidativo (NAVARRO et al., 1999;
ROVER JUNIOR et al., 2001).

A atividade da GSH-Px é um dos meios de controle do organismo dos
niveis de peroxido de hidrogénio e hidroperoxidos lipidicos, oriundos do ataque das
espécies reativas de oxigénio (MEISTER; ANDERSON, 1983). Assim, um controle
nos niveis de glutationa torna-se importante, uma vez que 0S niveis normais em
células de mamiferos estdo na faixa de 0,5 a 10mmol/L™* (DENADAI, 2000).

A GSH-Px é encontrada tanto na mitocéndria quanto no citosol,
atuando como um importante protetor celular contra as espécies reativas de oxigénio
(EROS) (POWERS; LENNON, 1999). No exercicio sua ativacdo € decorrente do
aumento no consumo de oxigénio, agindo na remoc¢ao do H,0O, e dos hidroperoxidos
organicos da célula (WITT et al., 1992; TIIDUS et al., 1996).

O termo estresse oxidativo € utilizado em circunstancias nas quais 0s
radicais livres resultam em dano tecidual ou na producdo de compostos tdxicos ou
danosos aos tecidos. Pode-se dizer que um organismo encontra-se sob estresse
oxidativo (EO) quando ocorre um desequilibrio entre os sistemas pré oxidantes e
antioxidantes, de maneira que os primeiros sejam predominantes. O EO pode gerar
danos a proteinas e ao DNA, provocando diversas alteracdes na funcao celular e,
portanto, tecidual (SIES, 1986).

Os radicais livres sdo moléculas instaveis ou fragmentos de moléculas
sem um par de elétrons nas suas Orbitas exteriores. Os radicais livres de oxigénio
incluem o radical superéxido, o peréxido de hidrogénio e o radical hidroxila, estes
sdo altamente reativos. A sua ativacdo pode causar processos traumaticos nos
tecidos pelo desencadeamento de diversas cadeias de reacdes. Se um radical reage
com um néo-radical, é produzido um novo radical livre (CORDOVA; NAVAS, 2000)
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Espécies reativas de oxigénio sdo formadas durante o metabolismo
normal, por processos enzimaticos, e ndo enzimaticos, e, continuamente, causam
danos a lipidios, proteinas e &cidos nucléicos celulares (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1989). Como beneficios fisiolégicos, participam da sintese de todos
0s componentes biologicamente essenciais para a regulagéo das funcgdes celulares,
tais como sinalizagdo intracelular, transcricdo, ativacdo, proliferacdo celular,
inflamacéo e apoptose (ELSAYED, 2001; LACHANCE et al., 2001; MARLIN et al.,
2002).

Durante o metabolismo celular, a maior parte do oxigénio molecular
sofre completa reducdo a agua. Contudo uma pequena parte do O, é convertida a
produtos parcialmente reduzidos como o radical anion superoxido, peroxido de
hidrogénio e radicais hidroxila. Essas espécies, radicalares ou ndo, sdo oxidantes
potentes e podem causar danos teciduais, sendo coletivamente chamadas de
espécies reativas de oxigénio - EROS (MOYER; TREPANIER, 2009).

Os antioxidantes sdo substancias que ajudam a reduzir os efeitos do
estresse e da falta de oxigénio, formando complexos que atenuam as reacdes
produtoras de radicais livres. A capacidade de defesa do sistema antioxidante
depende de uma dieta adequada em micronutrientes (vitaminas, minerais,
aminoacidos) e a producdo endbégena de antioxidantes como o glutationa
(CORDOVA; NAVAS, 2000).

A composicdo das defesas antioxidantes difere entre tecidos e entre
células de um mesmo tecido (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Para se
protegerem contra oxidacfes os organismos dispdem de mecanismos quimicos e
enzimaticos. No primeiro caso, varias moléculas com propriedades antioxidantes
consumidas na dieta como o tocoferol (vitamina E), beta-caroteno (pro-vitamina A),
selénio, cobre, zinco, &cido ascérbico e vitamina E e glutationa reduzida (GSR)
diminuem a acao toxica das EROS produzidas intra e extracelularmente (PRADA et
al., 2004). O mecanismo enzimatico é constituido principalmente pelas enzimas
superéxido desmutase, catalase e glutationa peroxidase. O perfeito equilibrio entre
estas enzimas € importante para a manutencao da integridade celular (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999).
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O aumento do consumo de oxigénio, assim como a ativacao das vias
metabdlicas especificas durante ou apds o exercicio, resulta na formacéo de radicais
livres de oxigénio (MONCADA,; HIGGS, 2001). Estas moléculas estdo aumentadas
nos exercicios de alta intensidade e extenuante foram relacionadas a um grande
namero de doencas (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004), como diabetes, doencas
cardiacas, cancer e o envelhecimento (MARLIN et al., 2002). Por outro lado, sabe-se
gue a atividade fisica € uma conhecida forma de estresse e a exposi¢céo crbnica a
ela é capaz de disparar adaptacfes em resposta a uma maior producdo destes
radicais livres (McMICHAEL, 2007).

Para proteger os tecidos contra os danos causados pelas EROS
produzidos durante o exercicio fisico as enzimas antioxidantes como superoxido
desmutase, catalase e glutationa peroxidase parecem responder de maneira
adaptativa, elevando suas atividades nos tecidos e orgaos de individuos treinados.
Isso ocorre principalmente em treinamentos de esforco maximo (JENKINS;
GOLDFARB, 1993; PEREIRA et al., 1994; AVULA; FERNANDES,1999).

A producéo de radicais livres durante o exercicio depende de alguns
fatores, tais como frequéncia, intensidade e duracdo do exercicio e do tipo de
exercicio executado (aerébio ou anaerobio) (COOPER et al., 2002; CAZZOLA et al.,
2003).

Em geral, os danos musculares causados pelo estresse oxidativo séo
mais acentuados em individuos menos treinados, que realizam exercicios com
intensidade e duracdo além do estado de condicionamento fisico (LAMPRECHT et
al., 2004). Por outro lado, a adaptacdo ao treinamento fisico pode ser em parte
modulada pela geracdo de radicais livres (NIESS et al., 1999; McARDLE et al.,
2001), ja que foi observado que o estresse oxidativo provocado pelo exercicio agudo
intenso pode ser minimizado pela realizacao prévia de treinamento com sobrecargas
progressivamente ajustadas, antes dos individuos serem submetidos ao estresse
agudo de alta intensidade (MIYAZAKI et al., 2001).

As membranas celulares e intracelulares, que possuem grandes
guantidades de acidos graxos poliinsaturados sdo um importante alvo para o ataque
de radicais livres. Espécies radicalares provenientes do oxigénio podem estar

associadas a exercicios fisicos prolongados, causando um estresse oxidativo dos
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fosfolipideos, proteinas e acido desoxirribonucléico (DNA) das membranas celulares
(LEHMANN et al., 1998). Assim, segundo Mannervik (1985), um importante sistema
de defesa enzimético contra o aumento de radicais livres envolve a enzima

glutationa peroxidase (GSH-PXx).

1.5 Eletrocardiograma

O eletrocardioégrafo, por definicdo, € um aparelho (voltimetro) que capta
o potencial elétrico gerado pela atividade cardiaca que se propaga até a superficie
do corpo, convertendo-a num registro grafico da amplitude em funcéo do tempo, o
gual denomina-se eletrocardiograma (FERREIRA et al., 1998).

A eletrocardiografia (ECG) é o mais importante método de diagndstico
das arritmias cardiacas, podendo determinar a origem do ritmo e a freqiéncia de
despolarizacéo do coracédo, fornecendo informacdes do estado clinico do miocardio,
uma vez que as deflexbes P-QRS-T do tracado podem ser alteradas por uma
patologia ou fator fisiolégico. As arritmias sdo comuns em caes, produzindo sinais
clinicos como fadiga, intolerancia ao exercicio, perda de peso e em casos mais
severos podem causar ataxia, colapso, coma e morte subita. As informacdes obtidas
por meio da ECG séo essenciais para a determinacdo do tipo, origem e severidade
das arritmias cardiacas, bem como no direcionamento terapéutico (EDWARDS,
1987; STEPIEN, 1994; ETTINGER, 1997).

A excitacdo e a conducdo dos impulsos elétricos no coracdo devem
seguir um sincronismo ou uma sequéncia normal de eventos. Durante a sequéncia
histolégica normal, observa-se no ECG inicialmente uma onda P, que indica a
despolarizacdo dos atrios, um intervalo PR que indica o tempo utilizado pelo impulso
elétrico desde o nodo sinusal (NSA) até chegar ao nd atrioventricular (NAV) e,
posteriormente, 0 QRS que representa a despolarizacdo ventricular (MENDES,
2008).

A duragdo do intervalo PR varia inversamente com a frequéncia

cardiaca. As causas mais comuns de prolongamento do intervalo PR sé&o intoxicacao



17

digitdlica e anormalidades no sistema de condugéo atrial. Um intervalo PR curto
sugere frequéncia cardiaca rapida ou vias acessorias que ultrapassam a conducao
AV normal (ETTINGER; FELDMAN, 2008).

A onda T indica a repolarizagéo ventricular e ndo deve ser maior que
25% da onda R, podendo ser positiva, negativa ou bifdsica e sempre negativa em
V10; T altas podem acontecer nos casos de hipdxia; T pontiagudas relacionam-se
com casos de hipercalemia; T pequenas e bifasicas, nos casos de hipocalemia;
mudancas ndo especificas, nos casos de hipoglicemia, anemia, febre, choque,
intoxicacao digitalica e enfermidades neurolégicas (MENDES, 2008).

Os ritmos cardiacos observados em cées incluem a arritmia sinusal,
onde ocorre variagdo normal do ritmo cardiaco em caes, apresentando aumento da
FC com a inspiracdo e diminuicdo durante a expiragcdo. Nos céaes, este € um
fendmeno fisioldgico normal, que nao requer tratamento (ETTINGER; FELDMAN,
2008). Ritmo sinusal normal a FC esta dentro dos parametros normais, ritmo
cardiaco regular, variacdo do intervalo RR pode ser de até 10%, cada onda P tem
um QRS correspondente (MENDES, 2008). Arritmias cardiacas sao disturbios na
formacdo e/ou na conducdo dos impulsos elétricos cardiacos (ETTINGER;
FELDAMN, 2008).

Na maioria dos cdes normais, a frequéncia cardiaca média esta entre
70 e 160 batimentos por minuto. As frequéncias acima destes limites sao
classificadas como taquicardias, e as inferiores a 70bpm, como bradicardias
(ETTINGER; FELDMAN, 2008). A taquicardia sinusal € o ritmo sinusal com aumento
da FC acima dos parametros normais. As causas mais frequentes sdo: excitacao,
medo, estresse, exercicio, terapia com atropina ou broncodilatadores, febre, anemia,
hipertireoidismo e ICC (MENDES, 2008).

O presente trabalho teve como objetivo determinar os valores de
creatino quinase, creatino quinase fracdo MB, lactato desidrogenase e glutationa
peroxidase, com 0s animais em repouso e apds o exercicio de curta duracdo, bem

como os efeitos dos achados eletrocardiograficos em cadelas clinicamente normais.
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2 ARTIGO CIENTIFICO*

Avaliacéo laboratorial do estresse oxidativo e eletrocardiografia de cadelas submetidas a

exercicio

Laboratory findings of oxidative stress and electrocardiography of dogs submitted to
exercise

Amanda Polizel', Cecilia Braga Laposy'*, Alessandra Melchert", Rogério Giuffrida', Gisela

Therezinha Aquilini Vilella"".

Resumo

A falta ou auséncia de atividade fisica de cdes, aliada a uma alimentacdo de alto valor
energético, tém afetado seriamente a saude dos cdes, levando-os ao desenvolvimento de
varios problemas associados ao coracdo. O presente estudo teve como objetivo estudar a
atividade das enzimas séricas creatino quinase (CK), creatino quinase fracdo MB (CK-MB),
lactato desidrogenase (LDH) e glutationa peroxidase (GSH-Px), antes e apds a realizacéo de
exercicio de curta duracdo, avaliando-os com os achados eletrocardiograficos tais como
frequéncia cardiaca (batimentos/minuto), duracdo do intervalo P-R (segundos), ritmo cardiaco

e variacdo da amplitude de onda T em 8 cadelas higidas. Para as variaveis que foram
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consideradas paramétricas, empregou-se o teste t-pareado e o teste de Wilcoxon foi utilizado
para as variaveis consideradas ndo paramétricas, com nivel de significancia de 5%. Observou-
se que apos o exercicio fisico, os niveis séricos de CK, CK-MB, LDH e GSH-Px aumentaram
significativamente (P<0,05). A freqUéncia cardiaca, tamanho do segmento PR, ritmos
cardiacos e percentuais de onda T, ndo se alteraram durante o exercicio (P>0,05). Pode-se
concluir que o exercicio fisico de curta duracdo realizado com treinamento prévio dos animais
modificou os valores das enzimas CK, CK-MB e LDH, provavelmente pela lesdo causada no
musculo devido ao esforco fisico intenso e o aumento da GSH-Px foi ocasionado pela maior
producéo de radicais livres em virtude do maior consumo de oxigénio pelo organismo durante

o esforco fisico.
Palavras-chave: cdes; exercicio fisico, atividade enzimatica, eletrocardiograma.
Abstract

The lack or absence of physical activity in dogs, combined with a diet high in energy has
seriously affected the health of dogs, taking them to the development of various problems
associated with the heart. This study aimed to study the activity of serum enzymes creatine
kinase (CK), creatine kinase MB fraction (CK-MB), lactate dehydrogenase (LDH) and
glutathione peroxidase (GSH-Px), before and after short duration exercise, evaluating them
with electrocardiographic findings such as heart rate (beats / minute), duration of P-R interval
(seconds), heart rate and variation of the T wave in 8 healthy dogs. For variables that were
considered parametric, we used the paired t test and Wilcoxon test was used for
nonparametric variables considered, with a significance level of 5%. It was observed that after
exercise, serum CK, CK-MB, LDH and GSH-Px increased significantly (P <0.05). Heart rate,
PR segment size, heart rates and percentage of T wave, did not change during exercise (P>

0.5). It can be concluded that exercise of short duration conducted with prior training of
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animals modified values of CK, CK-MB and LDH, probably caused by muscle injury due to
physical exertion and increased GSH-Px was caused by increased production of free radicals

due to the higher oxygen consumption by the body during physical effort.
Key-words: dogs, exercise, enzymatic activities, electrocardiogram
Introducéo

O aumento do consumo de oxigénio, assim como a ativacdo das vias metabdlicas
especificas durante ou apds o exercicio, resulta na formacao de substancias conhecidas como
radicais livres, que sdo produzidos naturalmente em nosso organismo através de processos
metabdlicos oxidativos (MONCADA & HIGGS, 2001).

Durante o metabolismo celular, a maior parte do oxigénio molecular sofre completa
reducdo a agua. Contudo uma pequena parte do O2 é convertida a produtos parcialmente
reduzidos como o radical anion superoxido, peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila. Essas
espécies, radicalares ou ndo, sdo oxidantes potentes e podem causar danos teciduais, sendo
coletivamente chamadas de espécies reativas de oxigénio (EROS) (MOYER & TREPANIER,
2009).

Para protecdo contra oxidacGes, o organismo dispGe de mecanismos quimicos e
enzimaticos. No primeiro caso, varias moléculas com propriedades antioxidantes consumidas
na dieta como o tocoferol (vitamina E), beta-caroteno (pro-vitamina A), selénio, cobre, zinco,
acido ascorbico, vitamina E e glutationa reduzida (GSR) diminuem a acdo téxica das EROS
produzidas intra e extracelularmente (PRADA et al., 2004). O mecanismo enzimatico é
constituido principalmente pelas enzimas superéxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase. O perfeito equilibrio entre estas enzimas é importante para a manutencdo da

integridade celular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

26

O exercicio fisico intenso e continuo é acompanhado pela producao de radicais livres,
que provocam uma alteracdo das membranas celulares, o que causa uma lesdo acompanhada
por um processo inflamatdrio ao nivel das fibras musculares. Vérias causas foram sugeridas
para estas alteracfes, entre as quais 0 alto grau de estresse provocado pelo exercicio,
alterac6es da microcirculacdo, producdo de metabdlitos tdxicos e deplecdo intramuscular dos
substratos energéticos (CORDOVA & NAVAS, 2000).

O rapido desenvolvimento da lesdo das fibras musculares e do tecido conjuntivo é
acompanhado por uma disfuncdo e migracdo de componentes intracelulares para 0s espagos
intersticial e plasméatico. O dano muscular esta associado com aumentos dos niveis
plasmaticos de creatino quinase (CK) e de lactato desidrogenase (LDH), o que serve como
indicador do aumento da permeabilidade celular resultante (CORDOVA & NAVAS, 2000).

A creatino quinase € uma enzima que esta amplamente distribuida nos tecidos, com
atividades mais elevadas no masculo esquelético, cérebro e tecido cardiaco. Como uma das
principais localizacbes € o musculo esquelético, os niveis séricos estdo frequentemente
elevados nas lesdes destes tecidos (MOTTA, 2000).

A atividade fisica também é uma condicao que exerce influéncia sobre o balango entre
ataque oxidativo e mecanismo de defesa antioxidante. Durante o exercicio fisico ocorrem
varias reacdes quimicas que implicam na formacdo dos EROS. Para proteger os tecidos contra
possiveis danos causados pelos EROS, as enzimas antioxidantes como superoxido desmutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px), parecem responder de maneira
adaptativa, elevando suas atividades nos tecidos e 6rgdos de individuos treinados (AVULA &
FERNANDES, 1999) embora haja contradicdes (PRADA et al., 2004).

As membranas celulares e intracelulares, que possuem grandes quantidades de acidos

graxos poliinsaturados, sdo um importante alvo para o ataque de radicais livres. Espécies
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radicalares provenientes do oxigénio podem estar associadas a exercicios fisicos prolongados,
causando um estresse oxidativo dos fosfolipideos, proteinas e acido desoxirribonucléico
(DNA) das membranas celulares (LEHMANN et al., 1998). Assim, segundo Mannervik
(1985), um importante sistema de defesa enziméatico contra o aumento de radicais livres
envolve a enzima glutationa peroxidase (GSH-PXx).

A glutationa € um tripeptideo que existe no organismo em suas formas reduzida
(GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta ou indiretamente em muitos processos bioldgicos
importantes, incluindo a sintese de proteinas, metabolismo e protecédo celular. Problemas na
sintese e metabolismo da glutationa estdo associados a doencas relacionadas ao estresse
oxidativo (NAVARRO et al., 1999; ROVER JUNIOR et al., 2001). A atividade da GSH-Px é
um dos meios de controle do organismo dos niveis de peroxido de hidrogénio e
hidroperdxidos lipidicos, oriundos do ataque das espécies reativas de oxigénio (MEISTER &
ANDERSON, 1983). No exercicio sua ativacdo é decorrente do aumento no consumo de
oxigénio, agindo na remocéo do H,0O; e dos hidroperdxidos organicos da célula (WITT et al.,
1992; TIIDUS et al., 1996).

Modelos animais fornecem condicGes apropriadas para a obtencdo de resultados
referentes a mecanismos celulares e moleculares envolvidos nas adaptacGes metabdlicas ao
exercicio, que ndo seriam possiveis de outra forma.

O presente trabalho teve como objetivo determinar os valores de creatino quinase,
creatino quinase fracdo MB, lactato desidrogenase e glutationa peroxidase, com 0s animais
em repouso e apds o exercicio de curta duracdo, bem como os efeitos dos achados
eletrocardiograficos em cadelas clinicamente normais.

Materiais e Métodos
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Foram selecionadas oito cadelas adultas, higidas, pesando entre 3kg e 10kg (média 6,5
kg), provenientes do canil da Instituicdo de origem, atestados por exames clinicos (aferi¢do da
freqUiéncia cardiaca, respiratoria e temperatura retal), laboratoriais (hemograma, pesquisa de
hematozoéarios e contagem de plaquetas), eletrocardiograficos (Eletrocardiégrafo ECG PC -
TEB®) e capacidade de adaptacio a esteira. Todos 0s animais receberam ragdo comercial
controlada e &gua ad libitum, durante o periodo experimental.

Inicialmente, as cadelas foram adaptadas a andar e correr em esteira eletronica
(Training dog®), durante 15 minutos, 3 vezes por semana, durante 4 semanas, seguindo a
metodologia proposta por Proscurshim et al., (1989). Apos o0s animais se adaptarem a esteira,
permaneceram 7 dias em repouso. Apos o periodo de descanso, 0s animais foram submetidos
a exercicio em esteira com velocidade de 1,5 Km/h no minuto zero; 2,6 Km/h no primeiro
minuto para um aquecimento. No minuto trés, o teste teve inicio aumentando-se gradualmente
a velocidade 1,0 km/h a cada minuto até a exaustdo voluntaria do animal, aferida pela
incapacidade de acompanhar a velocidade da esteira (modificado de BARNARD et al., 1977).

Foram coletadas amostras de sangue dos animais em repouso e imediatamente apds o
término do exercicio, por venopuncdo, utilizando-se tubos a vacuo heparinizados a fim de
dosar o0s niveis séricos da glutationa peroxidase (método enzimatico) e sem anticoagulantes,
para a determinacdo das enzimas CK, CK-MB e LDH (método cinético UV). Além disso,
foram aferidas a frequéncia cardiaca (batimentos/minuto), duracdo do intervalo P-R
(segundos), escores dos ritmos cardiacos e amplitude de onda T.

Previamente a analise estatistica, a normalidade dos dados foi averiguada pelo método
de Kolmogorov-Smirnov, que constatou distribuicdo gaussiana para todos os grupos de dados.
Posteriormente, estudou-se a presenca de valores influentes (outliers) nos grupos de variaveis

por meio do célculo dos escores Z estandardizados, sendo considerados como outliers
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univariados, os valores com escore superior a 2,5 (HAIR JUNIOR et al., 2005). Por este
meétodo constatou-se a inexisténcia de outliers nos dados amostrados.

Para comparar variaveis consideradas paramétricas recorreu-se ao teste t-pareado. Para
realizar a mesma avaliacdo entre varidveis consideradas como ndo paramétricas ou cujos
resultados foram expressos em escores empregou-se o teste de Wilcoxon (PAGANO &
GAUVREAU, 2004). Para a comparagdo entre variaveis binomais pareadas empregou-se 0
teste de MacNemar. Todas as analises foram realizadas utilizando o pacote computacional
Bioestat (AYRES et al., 2007), com nivel de significancia de 5%.

Resultados e Discussio

Todas as variaveis estudadas relativas as dosagens enzimaticas séricas, frequéncia
cardiaca e duracdo do intervalo P-R observado no eletrocardiograma foram consideradas
como paramétricas. Os escores de ritmo cardiaco e amplitude de onda T>25% foram
considerados como ndo-paramétricos. Ndo foram detectados valores influentes que alterassem
significativamente o modelo estatistico adotado. As comparacfes das variaveis observadas
nos exames das dosagens séricas de enzimas estdo descritas na tabela 1. Na figura 1, estdo
representados os valores referentes as enzimas séricas CK, CK-MB, LDH e GSH-Px dosadas
com 0s animais em repouso e apds 0s exercicios.

Os valores médios da enzima CK antes do exercicio foram de 139,38 (U/L)+74,04 e
de 359,88 (U/L)+167,60 logo apds o treinamento (Tabela 1). Observou-se um aumento
significativo (P<0,05) dos niveis séricos apds o exercicio. Segundo Frape (1998), ha uma
grande variacdo individual na atividade sérica normal desta enzima, salientando que,
concentracdes séricas de enzimas musculares aumentam ligeiramente apds exercicios e que

também estdo elevadas nas desordens musculares ou miosites.
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O exercicio fisico induz uma variedade de alteragdes fisioldgicas e laboratoriais que
dependem da caracteristica desta atividade, duracdo, intensidade, bem como o nivel de
treinamento em que o animal se encontra (ROVIRA et al, 2008). Os animais deste
experimento andaram entre 5 e 9,2 minutos (média de 6,5 minutos) a uma velocidade entre 4
e 8,2 Km/h (média de 6,0 Km/h).

A atividade enzimatica da CK em cdes tem uma especificidade de 98% na detec¢édo de
doencas do mulsculo esquelético. No entanto, deve-se levar em conta que 0s niveis
plasmaticos da CK modificam-se com o exercicio, provavelmente como consequéncia do
aumento do metabolismo muscular e alteracdes transitérias na permeabilidade do musculo
com ou sem uma significativa ruptura de suas fibras (MUNOZ et al., 2005).

A mesma situacdo foi verificada com relagdo a enzima CK-MB, onde ocorreu um
significativo aumento (P<0,05), passando de 30,7 (U/L)%6,00 antes do exercicio para 121,6
(U/L)+54,22 apos a atividade fisica. Como a CK-MB ¢é uma fracdo da CK, este aumento ja era
esperado. Para Frederick e colaboradores (2001), tanto a CK como sua fracdo MB séo pobres
marcadores de danos no miocardio em caes.

Observou-se um aumento significativo (P<0,05) dos niveis séricos de LDH ap0s o
exercicio onde seus niveis iniciais foram de 282,62 (U/L) + 143,89 passando a 848,75 (U/L)+
239,17 (Tabela 1). A enzima LDH indica a existéncia de severidade aguda ou danos teciduais
crébnicos, como também monitora doengas progressivas, sendo usada em diagnosticos
diferenciais para ajudar na deteccdo de 6rgdos afetados. Pode se apresentar de 5 maneiras
como isoenzimas, diferenciando-se em suas estruturas. As isoenzimas importantes para
diagnostico de doencas cardiacas sdo LDH-1 e LDH-2, com funcdo no miocardio e musculo
cardiaco respectivamente (KRISHNA, 2008). Sozinha, esta enzima esta associada a exames

hepaticos ou para verificacdo de danos musculares. Em conjunto com outras enzimas, a LDH
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fornece informagdes que podem explicar atividades de enzimas especificas como a CK e sua
fracdo MB (STOCKHAM & SCOTT, 2008).

Os valores médios da enzima glutationa peroxidase se alteraram significativamente
apo6s o exercicio (P<0,0001), encontrando-se valores de 96,98+4,65 antes e 250,75+66,63
apos, respectivamente (Figura 1). A formagdo de radicais livres e o inicio da peroxida¢édo séo
fatores que contribuem para as alteraces que levam ao dano muscular (MAXWELL et al.,
1993). Embora o papel do exercicio fisico na produgdo de radicais livres ndo esteja ainda bem
estabelecido em animais, sugere-se que 0 aumento do consumo de oxigénio durante o
exercicio intenso induz a producdo de radicais livres e substancias oxidantes (ALESSIO,
1993). Em um estudo realizado por Rush e Sandiford (2003) foi observado que as populagdes
jovens, saudaveis, mas sedentarias, femininas apresentaram concentracdes plasmaticas de
glutationa peroxidase, ligeiramente maiores que a populacdo masculina, mas o significado
funcional disso néo foi estabelecido.

Com relacédo aos ritmos cardiacos, das oito fémeas, seis apresentaram arritmia sinusal
antes do exercicio e trés continuaram apds o treinamento. Nos dois animais restantes,
observou-se o ritmo sinusal e 0s mesmos evoluiram para uma arritmia sinusal apos o
exercicio. Segundo Ettinger et al., 2008, a taquicardia sinusal € um tipo de ritmo sinusal que
apresenta a frequéncia cardiaca acelerada, podendo ser um fenémeno fisioldgico e adequado
durante o exercicio, ndo sendo considerado uma alteracao.

Com relagdo a onda T, somente um animal apresentou valores superiores a 25% antes
do exercicio e que ndo modificou apds o treinamento. Dos sete cdes restantes, apenas dois
tiveram os resultados superiores a 25% ap0s a atividade fisica. Uma causa provavel desta

elevagdo seria a hipoxia do miocérdio, uma vez que ondas T maiores podem ser vistas nesta
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situacdo bem como distdrbios de condugdo intraventricular, dilatagdo ventricular e hipotermia
e em animais com doencas cardiacas e bradicardia (SMITH et al., 2008).

Pode-se concluir que o exercicio fisico em uma Unica sessdo em esteira com uma
velocidade controlada, promoveu um aumento dos marcadores cardiacos e musculares, bem
como alterou o sistema antioxidante dos animais. A causa mais provavel para o aumento das
enzimas séricas CK, LDH e CK-MB é a lesdo causada no musculo devido ao esforco fisico
intenso e para 0 aumento da GSH-Px é a maior producdo de radicais livres produzidos devido
ao maior consumo de oxigénio pelo organismo durante o esforco fisico.

Comissio de Etica e Biosseguranca

O presente experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituicdo

de origem, protocolada sob o nimero 16/0OL/09.
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Tabela 1 - Médias e desvios-padrdes dos resultados das dosagens séricas das enzimas CK,

CK-MB, LDH e GSH-Px de cdes antes e apds exercicio.

Parametro Antes Apobs P Valores normais
CK (U/L) 139,38+74,04 359,87+167,60 0,0043 24-170
CK-MB (U/L) 30,7+6,00 121,6454,22 0,0003 11-39
LDH (U/L) 282,62+143,89 848,75+£239,17 <0,0001 45-233
GSH-Px (U/gHb) ~ 96,98+4,65 250,7+66,63 <0,0001 87-99

Fonte: Kaneko et al., 2008.
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Tabela 2 - Médias e desvios padrdes da frequéncia cardiaca em batimentos por minuto (FC) e
do tamanho do segmento P-R em segundos observados no exame eletrocardiografico de caes

antes e ap0s exercicios.

Parametro Antes Apobs P Valores normais
FC 103,70 + 14,09 135,0 + 17,32 > 0,9999 70-220
Segmento P-R 0,10 £ 0,01 0,12 +0,01 > 0,9999 0,06-0,13

Fonte: Camacho & Mucha, 2008.



ANEXO

Anexo A: Niveis de garantia racdo Perdigdo® 15 Kg

Umidade (méxima)
Proteina bruta (minima)
Extrato Etéreo (minimo)
Matéria Fibrosa (méaxima)
Matéria Mineral (méaxima)
Célcio (maximo)

Fosforo (minimo)

12,0%
19,0%
0,7%
0,5%
0,9%
2,2%

0,7%
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