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RESUMO

MIRANDA, Ana Claudia Tavares. Avaliacdo de Parametros Fisioldgicos e do
Metabolismo Mitocondrial Muscular em Equinos de Concurso Completo de
Equitacdo Submetidos a Exercicio Intenso. 2014. 86 p. Dissertacdo (Mestrado em
Zootecnia). Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2014,

O estudo teve como objetivo avaliar as alteracbes nos parametros fisioldgicos
relacionados ao desempenho fisico antes e apos teste de esforco maximo em esteira de
alta velocidade de equinos iniciantes de Concurso Completo de Equitacdo. A pesquisa
foi realizada no Laboratério de Avaliagdo do Desempenho de Equinos, Escola de
Equitacdo do Exército, Rio de Janeiro, Brasil. Foram usados quatorze equinos da raca
Brasileiro de Hipismo, com idade entre 4 e 6 anos, sendo iniciantes de CCE. Foi
realizado um teste incremental em esteira de alta velocidade, constituido por trés fases,
sendo: aquecimento - passo a 1,7m/s por 2 minutos, trote a 4,0 m/s por 2 minutos e trote
a 4 m/s em esteira inclinada a 3% durante mais 2 minutos; galopes - mantendo-se a
inclinag&o, iniciando na velocidade de 5 m/s com aumento da velocidade a cada minuto
em 1lm/s até atingir 8 m/s onde permaneceram até a exaustdo e ndo conseguindo
acompanhar a velocidade da esteira; e recuperacédo - passo a 1,7 m/s por 10 minutos. As
amostras foram coletadas antes e, imediatamente, ap0s o fim do teste. As andlises
biogquimicas foram realizadas em espectofotébmetro utilizando kit comerciais. A
frequéncia cardiaca foi acompanhada com frequéncimetro. As amostras de musculo
foram obtidas do musculo gluteo médio, e foram divulsionadas e transferidas para uma
solucdo de manutencdo - BIOPS, permanecendo a 4 °C até a analise. A respiracéo
mitocondrial foi avaliada utilizando oxigrafo de alta resolugdo (Oroboros). O protocolo
foi: Piruvato/Malato (5/5mM), Adenosina difosfato (1mm), Succinato (20 mm),
Adenosina difosfato (Imm), Citocromo ¢ (0,01 mM), Oligomicina (2ug/ml), FCCP
(0,001 mM), Rotenona (0,5 uM), Antimicina A (2,5 uM), em meio MIRO05. Os
resultados foram corrigidos por segundo/peso (mg) e expressos em média e desvio
padrdo. Foi usado teste T pareado e p <0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Os valores de lactato plasmatico antes e apds o exercicio foram de 0,4 £
0,1 mmol/L e 12,1 + 4,6 mmol/L, respectivamente. Os valores médios de V2, V4 e
V200 foram 6,4+1,55; 8,8+1,97 e 9,3+2,41 m/s, respectivamente. Houve aumento dos
valores de HT e PPT (p<0,05) antes e ap0os no ultimo galope do teste. Os valores de
glicose plasmatica diminuiram durante o exercicio e voltaram as valores fisioldgicos
durante a recuperacdo. Houve aumento (p<0.05) nos valores séricos de CK apds 6 horas
do final do teste, porém ndo houve diferenca nos valores de LDH (p>0,05). Os valores
de pH e HCO;3™ diminuiram (p<0,05) ap6s exercicio. Houve aumento dos valores de K*
e Na" apds o teste de esforco (p<0,05) e diminuicdo dos valores de Ca+. A respiragio
mitocondrial maxima ndo teve alteracdo apés exercicio até fadiga. No entanto, houve
um aumento no estado 3 da respiracdo usando os substratos Piruvato e Malato, e a
respiracdo ndo-mitocondrial aumentou apds o exercicio. As alteracdes fisiologicas
observadas mostraram que o teste incremental foi intenso para 0s equinos iniciantes.
Houve pouca alteracdo na fisiologia mitocondrial do musculo esquelético e ocorreu
aumento das reacfes de enzimas oxidases do musculo gliteo médio apds exercicio
intenso.

Palavra-chave: Teste esforco progressivo. Respirometria de alta resolucéo.
Mitocéndria. Equinos. Mdsculo. Exercicio.



ABSTRACT

MIRANDA, Ana Claudia Tavares. Evaluation of Physiological Parameters and
Muscle’s Mitochondrial Metabolism of Eventing Horses Submitted to Intense
Exercise. 2014. 86 p. Dissertation (Master of Science in Animal Science). Animal
Science Institute, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

The study was carried out to evaluate the changes in physiological parameters muscle’s
mitochondrial metabolism related to physical performance before and after maximal
exercise treadmill test in eventing horses. The research was conducted at Laboratory of
Horse Performance Evaluation, Brazilian Army Cavalry School, RJ, Brazil. Fourteen
Brazilian Sport Horses were used, age ranging from 4 to 6 years old, and beginners at
any exercise program. The incremental test consisted of three stages: warm up — walk at
1.7m/s for 2 minutes, trot at 4 m/s for 2 minutes and, with the treadmill inclined at 3%,
trot at 4 m/s for 2 minutes; gallops — maintaining the inclination, started at a 5m/s speed,
increasing the velocity 1m/s every minute until 8m/s, where the horses remained until
the exhaustion; and recovery — walk at 1.7m/s for 10 minutes. The samples were
collected before and immediately after the end of the test. Blood analyzes were
measured in a spectrophotometer using commercial kit. Heart rate was monitored with
frequency counter. Muscle samples were obtained from the middle gluteal muscle, it
was transferred into ice-cold maintenance solution BIOPS. Mitochondrial respiration
was assessed with O2K oxygraph of high resolution (Oroboros). The protocol was:
Piruvate/Malate (5/5mM), Adenosine diphosphate (1mM), Succinate (20mM),
Adenosine diphosphate (1mM), Cytochrome c¢ (0,01mM), Oligomycin (2ug/ml),
Carbonyl-cyane-phenyl-hydrozone (0,001mM), Rotenone (0,5uM), Antimycin A
(2,5uM); in MIRO05. The results were normalized per segundo per gram of wet weight
and expressed as mean and SD. Paired t-test was used and p<0.05 was considered as
statistically significant. There was observed the lactate values before and after exercise
was 0,4 + 0,1 mmol/L and 12,09 + 4,6 mmol/L, respectively. The results of VI2 and V14
were subjected to a regression analysis based on the velocity and estimated in 6.9 +
2.3m/s and 9.5 £ 3.3 m/s, respectively. The V200 value, 8,9 £ 1,2 m/s, was estimated by
linear regression based on the gallops velocities. The values of HT and PPT (p < 0.05)
increased after the test. The plasma glucose values decreased during exercise and
returned to physiological values during recovery. The CK values increased (p < 0.05) 6
hours after the test ended, but the LHD values weren’t difference after the test. The pH
and HCOs™ decreased (p < 0.05) after exercise. The K* and Na* values after the test
increased (p< 0.05) and Ca" values decreased after the exercise. However, there was an
increase in state 3 respiration with Piruvate/Malate substrate, and non-mitochondrial
respiration after exercise. The physiological changes showed that the incremental test
was intense to horses. There is little change in mitochondrial physiology and increased
reactions by enzymes oxidases of gluteus middles muscle after intense exercise.

Keyword: Progressive effort test. High resolution respirometry. Mitochondria. Equine.
Muscle. Exercice.
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1 INTRODUCAO

Os equinos sdo animais que apresentam excelente capacidade atlética e, desde a
sua domesticacdo vém sendo selecionados para diferentes categorias como velocidade,
resisténcia e salto. Essa capacidade atlética dos equinos € atribuida a varias adaptacdes
bioldgicas e fisioldgicas que sdo influenciadas pelo tipo de treinamento, sendo esse
especifico para cada modalidade esportiva. O bom condicionamento fisico esta
relacionado a aptiddo fisica do animal e ao protocolo de treinamento adotado (POSO,
2002).

Em funcdo das provas equestres terem ganhado destaque no meio esportivo,
aumentou o interesse no acréscimo do desempenho, no acompanhamento e na
compreensdo dos processos fisiolégicos e metabdlicos que ocorrem com 0s animais
durante e apos o exercicio. Com isso, a pesquisa em fisiologia do exercicio em equinos
tornou-se ferramenta imprescindivel no monitoramento e avaliacdo desses atletas,
caracterizada pelos estudos que avaliam a resposta do equino frente ao exercicio e
ainda, como essas respostas podem ser modificadas com o treinamento (EVANS, 2008).

Os testes de avaliagdo do desempenho verificam o potencial fisico do equino e
monitoram programas de treinamento individuais que respeitam as caracteristicas do
animal e a demanda metabolica da modalidade a qual o0 mesmo se destina. Parametros
fisiologicos como frequéncia cardiaca, lactato plasmatico, enzimas séricas,
hemogasometria e avaliagdo muscular, caracterizando os tipos de fibras musculares, a
capacidade enzimatica e 0 metabolismo celular sdo usados na avaliagcdo das respostas do
animal exposto ao exercicio.

O objetivo do estudo foi avaliar os parametros fisiologicos e da respiracdo
mitocondrial muscular relacionados ao desempenho fisico antes e apds unico teste de
esforco maximo em esteira de alta velocidade de equinos iniciantes de Concurso
Completo de Equitacdo. Os parametros fisiologicos avaliados foram: concentracdo de
lactato plasmatico, frequéncia cardiaca, glicose plasmatica, hematdcrito, proteina
plasmatica total, hemogasometria, eletrdlitos plasmaticos (potéassio, sddio e calcio) e as
enzimas sericas CK e LDH.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A Raca Brasileiro de Hipismo

A Associagéo Brasileira de Criadores do Cavalo de Hipismo (ABCCH), fundada
em 1977, é reconhecida pelo Ministério da Agricultura como entidade responsavel pelo
Servigo de Registro Genealdgico (SRG) das ragas de equinos utilizadas para a préatica
do hipismo no pais. O SRG é denominado "Stud Book" Brasileiro do Cavalo de
Hipismo (SBBCH) (ABCCH, 2013). Os fundadores da ABCCH, com o objetivo de
formar e promover a raga Brasileira de Hipismo iniciaram cruzamentos utilizando
garanhdes importados ou nacionais, registrados em outras associa¢des, com aptidao
reconhecida para esportes hipicos (modalidades de salto, adestramento, concurso
completo de equitacdo, pélo e enduro), denominados animais de racas formadoras, e
éguas nacionais com ou sem genealogia conhecida, que apresentassem caracteristicas
funcionais e morfoldgicas necessarias para esportes hipicos, denominadas éguas base
(ABCCH, 2013; SBBCH, 2013).

No periodo de formacdo da raca Brasileiro de Hipismo, as racas que tiveram
maior influéncia na formagdo do cavalo Brasileiro de Hipismo foram Puro Sangue
Inglés, Hanoverana, Westfalen, Holsteiner e Trakehner. A grande variabilidade genética
do cavalo Brasileiro de Hipismo é uma caracteristica que possibilita a implantacdo de
futuros programas de melhoramento genético da raga (DIAS et. al., 2000).

Atualmente, o cavalo Brasileiro de Hipismo tem reconhecimento internacional
pelas vitdrias conquistadas em importantes eventos internacionais, além de fazer parte
da "World Breeding for Sport Horses" (WBFSH, 1998), entidade internacional que
retne as associacdes de racas de cavalos utilizados para a préatica de esportes hipicos em
todo mundo. Porém, por escassez de estudos sistematicos sobre a raca, ha pouco
conhecimento sobre sua formacéo, evolucao e caracterizagdo como raca de equinos.

2.2 O Concurso Completo de Equitacao (CCE)

O CCE ¢ um esporte equestre tradicional e que exige elevado nivel metabdlico
(ANDREWS et al., 1995), sendo considerado o triatlo equestre. Este esporte
compreende uma prova de adestramento, uma prova de cross country e uma prova de
saltos de obstaculos. As trés provas ocorrem separadamente em dias consecutivos,
sendo o conjunto cavalo-cavaleiro o0 mesmo em todas as provas (FEI, 2013).

O CCE conhecido na lingua inglesa como Eventing ou 3-day-event é a
competicdo combinada mais completa reconhecida pela FEI, Fédération Equestre
Internationale, na qual homens e mulheres competem em igualdade de condicGes tanto
em provas individuais quanto por equipes. Essa modalidade abrange a harmonia entre
equino e cavaleiro no Adestramento (1° dia), 0 contato com a natureza, a emogdo e a
extensa experiéncia, essenciais para o cross country (2° dia) e a precisdo, agilidade e
técnica do Salto (3° dia). A prova de cross country, que simula uma corrida ao ar livre
com obstaculos naturais, como troncos de arvores e cercas vivas, exige muito do
animal, sendo importante o condicionamento fisico e a resisténcia.

Essa modalidade equestre é uma disciplina que exige equinos com grande
capacidade atlética, ageis e fortes, ndo existindo nenhuma raca especifica. A maioria
dos equinos que competem neste esporte no Brasil apresenta alta porcentagem de
sangue Puro Sangue Inglés com média em torno de 1,61 metros (GROSSI, 2006). Nas
modalidades esportivas com equinos o condicionamento fisico dos animais tem papel
preponderante na obtencdo de bons resultados e esta intimamente relacionado a aptidao



fisica do animal e ao protocolo de treinamento adotado. Segundo Cavalcanti (2009) o
CCE exige da parte do concorrente uma experiéncia avancada em todas as disciplinas
equestres e um conhecimento preciso de seu cavalo e, da parte do cavalo, um grau de
formacdo multipla, resultado de um treinamento inteligente e racional.

2.3 Metabolismo Energético nos Equinos durante o Exercicio

A contragdo muscular requer energia para ocorrer e depende do suprimento de
moléculas de ATP (adenosina trifosfato), que ao converter-se em ADP+Pi libera
energia. Grande parte da energia liberada se perde sob a forma de calor. Parte € usada
durante a contracdo muscular, gerando aporte energético suficiente para os filamentos
de actina deslizaram sobre 0s de miosina e para 0 bombeamento retrogrado de calcio
para o reticulo sarcoplasmatico (LOPEZ-RIVERO, 2004).

Para manterem-se em exercicio, 0s equinos precisam que o contedo de ATP
seja constantemente reposto com taxas satisfatorias. Independente do tipo do exercicio,
alta ou baixa intensidade, curta ou longa duragéo, todas as vias de producdo de ATP séo
ativadas e o que determina qual sera predominante é a intensidade e duragdo do mesmo
(EATON et al., 1994).

Quando a demanda energética € reduzida, no caso de exercicios de baixa
intensidade, o metabolismo aerébio é capaz de suprir as necessidades de ATP. O
metabolismo aerdbio é o processo pelo qual lipidios, carboidratos e aminoacidos séo
oxidados culminando com a producdo de ATP, agua e gas carbOnico. A energia
despendida para a realizagdo de atividades fisicas de alta intensidade em equinos €
descrita por Eaton et al. (1995) como sendo 50 vezes maior do que em repouso. Esse
aumento da demanda energética devido ao exercicio fisico de alta intensidade é
fornecido através da combinacéo de via aerdbica e anaerobica.

A glicose é armazenada no organismo animal sob a forma de glicogénio
muscular e hepatico, e este Gltimo € degradado em glicose ainda no figado, sendo a
glicose entdo transportada pelo sangue até as células musculares. O glicogénio ¢ uma
fonte de energia limitante para a contracdo muscular. Tanto para exercicios de alta,
baixa e moderada intensidade, a capacidade de maximizar a reposicdo de glicogénio
muscular ap6s o exercicio € um fator importante para melhorar o desempenho em
cavalos competindo em dias sucessivos ou em varias ocasides durante 0 mesmo dia. No
entanto, a resintese completa de glicogénio muscular requer 48 a 72 h ap0s o exercicio
(LACOMBE et al., 2003).

O exercicio extenuante provoca uma substancial deplecdo do glicogénio
muscular. Exercicios de baixa intensidade promovem esgotamento das reservas
glicogénicas mais pronunciadas nas fibras musculares de contracdo lenta e fibras
musculares de contracdo rapida com metabolismo oxidativo predominante. Em
exercicios de alta intensidade, a deplecdo de glicogénio é maior nas fibras musculares
glicoliticas (ESSEN-GUSTAVSSON et. al., 1984).

Com o exercicio prolongado de baixa intensidade, a absorcdo de &cidos graxos
livres pelo musculo aumenta substancialmente, tornando-se gradualmente a principal
fonte de energia (ESSEN-GUSTAVSSON et al., 1984). Pagan et al. (2002) avaliando
equinos Arabes alimentados com dietas com adicdo de 6leo de milho observaram
vantagens para exercicio de longa duracdo, por diminuir a utilizacdo de carboidratos
como fonte energética, usando assim, os &cidos graxos livres e retardando o
aparecimento de fadiga muscular.

A capacidade do equino em transformar energia de forma aerdbia €
primariamente limitada pela capacidade de oxigenacdo das células musculares. Os



fatores limitantes potenciais sdo: capacidade cardio-respiratoria, concentragdo de
hemoglobina sanguinea, concentracio de enzimas musculares, dentre outras (LOPEZ-
RIVERO, 2004).

No metabolismo anaerdbio é possivel gerar ATP na auséncia de oxigénio. Nessa
via metabdlica o piruvato produzido a partir da glicose é convertido em lactato no
citoplasma celular pela enzima lactato desidrogenase (LDH). A glic6lise anaerdbica é
eficiente em relacdo a cinética, porém é considerada ineficiente na sintese de ATP a
partir de uma molécula de glicose. No metabolismo aerébio, o piruvato € transportado
para a mitocondria, onde sofre descarboxilacdo oxidativa para formar acetil-coenzima A
(acetil-CoA). O metabolismo oxidativo € eficiente energeticamente, mas é ineficiente
cineticamente. As fibras que contém uma grande quantidade de mitocondrias tém maior
capacidade oxidativa em relacdo as fibras que possuem menor quantidade dessa
organela (VOTION et al., 2007).

No momento em que 0 exercicio intenso inicia-se, 0 suprimento de oxigénio
para as células musculares ndo consegue alcancar niveis suficientes para manter o
metabolismo aerdbio, levando de 30 a 45 segundos até que o oxigénio alcance tais
niveis. Durante esse intervalo ocorre o consumo da fosfocreatina presente na célula e
basicamente, o0 metabolismo anaerébio, com aumento da frequéncia cardiaca e
respiratoria, aumento na capacidade de transporte de gases pela hemoglobina,
mobilizacdo das reservas esplénicas de eritrocitos e desvio de fluxo sanguineo para as
celulas musculares. Parte do lactato difunde-se do musculo para o figado, via corrente
sanguinea, sendo transformado em glicogénio hepatico nesse 6rgao (CLAYTON, 1991).
Durante momentos de extrema demanda energética, quando a resintese de ATP é
insuficiente, pode ocorrer ainda reacdo de mioquinase, onde duas moleculas de ADP
reagem para formar um ATP e um AMP, alem de amdnia e acido Urico, suprindo a
celula momentaneamente de ATP.

A contribuicdo de cada via metabolica para a producao de ATP, sendo aerdbica
ou anaerdbica, bem como a fonte de energia, depende do tipo, intensidade e duragéo do
exercicio. Treinamento e nutricdo também sdo determinantes da via utilizada para a
producdo de ATP (VOTION et. al., 2007). O sucesso do equino atleta esta intimamente
ligado a relacdo entre as capacidades oxidativa e glicolitica do individuo. Sendo assim,
o0 estudo da fisiologia muscular durante o exercicio torna-se necessario para o melhor
treinamento dos atletas, passando obrigatoriamente pela compreensdo dos mecanismos
de transformacdo de energia no musculo, incluindo as duas vias citadas (MUNOZ et
al.,1999).

De acordo com Myers & Ashley (1997) o aumento da intensidade do exercicio
levaria a um ponto em que a quantidade de oxigénio disponivel sera insuficiente para a
fosforilacdo oxidativa e moléculas de NADH, seriam reoxidadas através da
transformacéo do piruvato em lactato, gerando um acumulo deste Ultimo no masculo e
posteriormente no sangue. Esta hipotese apontava o déficit de oxigénio como o Unico
fator para o acimulo de lactato muscular e sanguineo.

Porém, outros trabalhos mostraram que 0S mecanismos responsaveis pelo
acumulo de lactato eram o recrutamento de fibras musculares que produzem energia
pela via anaerdbia, fibras do tipo I, a falta de oxigénio disponivel e o aumento do fluxo
de glicose (ANTONUTTO & DI PRANPERO, 1995; PHILP et al., 2005). Entende-se
que a via anaerdbia indica que ha producdo de ATP sem a participacdo de oxigénio e
ndo necessariamente a ndo disponibilidade do mesmo.

Snow et al. (1981) estudando a quantidade de glicogénio presente na
musculatura em um grupo de cavalos participantes de uma competicdo de enduro,
relacionaram o desempenho dos animais a composicdo das fibras musculares do



musculo gliteo médio. Observaram que, 0s animais com alta proporcéo de fibras tipo |
e suficiente estoque de glicogénio muscular apresentaram melhor desempenho na
competicao.

Em humanos, estudos mostram que os beneficios fisioldgicos das adaptagdes
mitocondriais no musculo estriado, para a mesma intensidade de exercicio, consistem
numa alteracdo da preferéncia metabdlica, com aumento da utilizagdo dos lipidios em
relacdo aos carboidratos. Como consequéncia destas adaptacdes do musculo esquelético
em resposta ao exercicio de resisténcia, mais concretamente ao treino sistematico,
verificou uma reducdo no consumo de glicogénio, concomitantemente ao aumento da
preponderancia da [ oxidacdo, bem como uma reducdo dos niveis musculares e
sanguineos de lactato (HOROWITZ & KLEIN, 2000). Este modelo de treino aumenta o
contetdo lipidico da célula muscular contribuindo deste modo para o aumento da
utilizacdo deste substrato como fonte energética (VAN LOON et al., 2001). Estas
adaptacBes decorrem ndo s6 do aumento da densidade mitocondrial e capilar, como
também do resultado das adaptacBes enzimaticas mitocondriais. Deste modo, 0 aumento
na capacidade respiratoria do musculo esquelético desempenha um papel crucial na
melhoria do desempenho induzida pelo treino de enduro (DUDLEY et al., 1987).

2.4 Avaliagdo Muscular em Equinos

A musculatura esquelética dos equinos é muito desenvolvida, principalmente em
racas com aptiddo atlética. Comparando com os outros mamiferos que possuem de 30-
40% de seu peso corporal correspondente a musculatura, 0os equinos ndo atletas
corresponde a aproximadamente 42% e equinos de alta desempenho a 55% do peso
corporal (LOPEZ-RIVERO, 2004).

Em um dnico muasculo pode existir trés ou mais tipos de fibras que séo
caracterizadas pela isoforma da cadeia pesada de miosina, refletindo o fenétipo de cada
tipo de fibra que sdo diferenciadas bioquimicamente e fisiologicamente (SNOW &
VALBERG, 1994). Os tipos de fibra muscular podem ser divididos em tipo | e tipo II.
As fibras do tipo | hidrolisam o ATP lentamente, assim sua contracdo e relaxamento
ocorrem devagar; tém alta capilaridade, grande capacidade de oxidacdo e pouco
acumulo de glicogénio, essa fibra é eficiente por produzir movimentos repetitivos e
forca de sustentacdo isométrica por longo tempo. As fibras do tipo 1l geram ciclos de
contracdo-relaxamento rapidos. Este grupo pode ser dividido em fibras 11X e 1A, sendo
que as fibras 11X tém velocidade de contracdo maior que as fibras do tipo I1A. As fibras
I1X possuem pouca capacidade oxidativa e baixa disponibilidade de oxigénio, no
entanto, as fibras IIA sdo bem capilarizadas e possuem um ndmero elevado de
mitocéndrias o0 que permite ela realizar metabolismo glicolitico e oxidativo. Também
existem as fibras consideradas hibridas, do tipo 11AX que possuem caracteristicas dos
dois tipos de fibras desse grupo (BOTTINELLI et al., 1994).

Com a técnica de bidpsia muscular percutanea é possivel estudar diferentes
caracteristicas musculares, como os tipos de fibra muscular e suas adaptacGes em
resposta a diferentes treinamentos. As bidpsias musculares sdo frequentemente
utilizadas para obter amostra do tecido quando ndo é desejavel a morte do animal, e
informacBes sobre o musculo inteiro é deduzida a partir destas amostras (LOPEZ-
RIVERO, 1994).

A técnica de biopsia muscular foi descrita inicialmente no musculo glateo
médio por Lindholm & Piehl (1974), sendo este musculo o mais pesado do membro
posterior, muito ativo durante a atividade fisica e apresenta grande adaptacdo ao
exercicio. Outros musculos podem ser avaliados com essa técnica, como



Semitendinoso, Biceps femoral, Longuissimos, Triceps braquial e Cleidocervical.
Sendo considerada uma técnica simples e pode ser realizada durante o periodo de
treinamento sem causar complicagdo ou efeito negativo no rendimento do cavalo
(LINDHOLM & PIEHL, 1974; SNOW & GUY, 1976; SNOW & VALBERG, 1994;
RIVERO et al., 1999). Essa tecnica constitui excelente ferramenta na avaliacdo do
potencial atlético do equino, sendo bastante utilizada na medicina esportiva equina
(HODGSON & ROSE, 1987; RIVERO et al.,1995a,b).

Amostras musculares podem ser estudadas in vitro e in vivo, avaliando a
morfologia, bioquimica e fisiologia do tecido muscular. Quando destinadas a
histoquimica, as amostras sdo congeladas em nitrogénio liquido com isopentano
(FERREIRA, 1994). Porém, as amostras para bioquimica sdo imersas diretamente em
nitrogénio liquido (FERREIRA, 1994). Para se avaliar a estrutura e densidade capilar e
mitocondrial, as amostras sdo destinadas a microscopia eletronica (TERRENCE et al.,
2000). Para se avaliar a funcionalidade e o mecanismo da cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial, utiliza-se a técnica de respirometria de alta resolu¢do (VOTION
et al., 2010).

A musculatura esquelética dos equinos possui potencial de adaptacdo ao
treinamento, principalmente em relacédo a forca, resisténcia e velocidade de contracéo.
As adaptag¢Oes musculares mais comuns sdo o remodelamento com discreta hipertrofia e
aumento no numero de capilares que irrigam a musculatura. Além do incremento do
metabolismo aerobio das fibras musculares, possibilitando maior resisténcia a fadiga. A
natureza e magnitude das respostas musculares ao treinamento dependem de dois
grupos de fatores. O primeiro intimamente relacionado ao equino como o estado basal
do mdsculo, idade, raca, sexo e historico de treinamento. O segundo relacionado ao
protocolo de treinamento: tipo, intensidade, frequéncia e duragio do exercicio (LOPEZ-
RIVERO et al., 2004).

O tipo e a amplitude da resposta ao treinamento dependem do perfil muscular
apresentado pelo animal antes do treinamento. O aumento da capacidade contratil
muscular é associado a modificacdo induzida pelo treinamento no sentido de formar
musculo com perfil de contracédo lenta e alta capacidade oxidativa (PETTE, 2002). As
fibras de rapida contracdo apresentam maior adaptacdo ao treinamento comparado com
as fibras de contracdo lenta. Essa resposta € maior em equinos jovens, inativos e
sedentarios que possuem alta porcentagem de fibras glicoliticas, ao contrario com o que
ocorre em equinos em atividade, que possuem mais fibras musculares do tipo oxidativa.
No entanto, é dificil diferenciar as alteracdes causadas nas fibras musculares pelo
crescimento ou pelo treinamento, principalmente em treinamentos de potros em
crescimento ou equinos jovens (YAMANO, 2002).

Lopez-Rivero et al. (1989) estudando bidpsias do musculo gluteo médio de
diferentes racas de equinos, observaram relacdo entre fibras de contracdo rapida com
animais de prova rapidas, consistindo em 70 a 80% de fibras do tipo 1A e 20 a 30% de
fibras do tipo 11X . Houve diferenca na composicdo da fibra muscular entre as racas de
equinos, nao sendo homogéneas e, também ha variacGes significativas entre diferentes
linhagens genealdgicas (LOPEZ-RIVERO et al., 1996). A proporcao entre fibras tipo | e
Il apresenta alta herdabilidade implicando em maior influéncia genética.

InvestigacOes realizadas em diferentes racas tém demonstrado que regifes mais
profundas do mdsculo gluteo médio possuem maior porcentagem de fibras tipo I,
enquanto as regides mais superficiais tém maior porcentagem de fibras do tipo Il
(KLINE et al., 1987; RIVERO et al., 1993b, ISLAS et al., 1996). Segundo Serrano &
Rivero (2000b) regies proximais do musculo possuem grande porcentagem de fibras
tipo | que sdo recrutadas para postura e manutencéo e, altas proporgdes sao encontradas



em atividades de longa duragcdo. Em contrapartida, maiores proporgdes de fibras tipo
I1X, nas partes distais do musculo, indicam que esta regido € mais envolvida com
exercicios de curta duracdo e alta intensidade. Para superar o problema da grande
variagdo na porcentagem dos tipos de fibras, o ideal é que a coleta do musculo glateo
medio seja feita sempre na mesma profundidade (SNOW & GUY, 1980; RIVERO et
al., 1993a,b; RIVERO et al., 1995b). De acordo com SERRANO & RIVERO (2000b),
as variagcoes que existem nesta profundidade podem ser provocadas pelo efeito do
treinamento de baixa intensidade e longa duracdo. RIVERO et al. (1993b) néo
encontraram diferencas quanto as caracteristicas musculares contralaterais em cavalos.

Para avaliar o efeito de coletas repetidas no mesmo local do masculo, Lindner et
al. (2002) coletaram fragmentos do musculo gluteo médio direito e esquerdo nas
profundidades de 20 e 60 mm, utilizando a técnica descrita por Lindholm & Piehl
(1974). Em cada lado do musculo foram procedidas trés biopsias em um intervalo de
sete semanas. Esses autores comprovaram que, quando se coleta varias amostras nesse
intervalo permite-se reconstituicdo completa do masculo.

Dessa forma, ndo ha prejuizo para avaliacdo das variaveis musculares. Apos a
ocorréncia de injdria, observa-se que o tecido muscular apresenta excelente capacidade
de reparacdo. Esta habilidade de regeneracdo esta relacionada a extensdo da necrose, a
preservacdo da inervacdo e do suprimento sanguineo na area e o grau de integridade do
sarcolema da fibra muscular. Quando o trauma ndo danifica a lamina basal e o
plasmalema das miofibrilas, € possivel a reparacdo completa (RIVERO et al., 1999;
LINDNER et al., 2002).

As adaptacOes ao treinamento de cavalos de enduro foram avaliadas pela
atividade das enzimas mitocondriais e/ou pela caracterizacdo dos tipos fibra muscular
(LOPEZ-RIVERO et al., 1995). Os programas de condicionamento aerdébio em cavalos
de provas de resisténcia induzem, em primeiro lugar, aumento na atividade do
metabolismo oxidativo e reducdo do metabolismo anaerébio. ApoOs trés meses do
programa de treinamento de baixa intensidade em cavalos da raca Andaluz, a atividade
de marcadores de capacidade oxidativa aumentou (+22% para citrato sintase, +15%
para 3-hidroxi-acil-CoA-desidrogenase e até 15% para a atividade da enzima succinato
desidrogenase dependendo do tipo de fibra) e diminuicédo da atividade de marcadores de
capacidade glicolitica (-12% para a atividade fosfofrutoquinase) no musculo gluteo
medio (SERRANO et al. 2000b).

2.5 Indices Fisioldgicos Relacionados ao Desempenho Fisico

Grande parte dos conhecimentos adquiridos na fisiologia do exercicio foi
possivel devido a diversos estudos com equinos em esteira de alta velocidade nas
Gltimas décadas. Essas alteracbes ocorreram nas areas dos sistemas cardiovascular,
respiratorio, metabdlico, hematoldgico, termorregulatério, hormonal e locomotor como
a cinematica (ROSE & HODGSON, 1994a).

O ambiente da esteira permite a padronizacdo de variaveis que em testes a
campo ndo seria possivel. Pode-se padronizar a velocidade do andamento, variando de
1,4 m/s a 16 m/s em esteiras de alta velocidade com pequenos incrementos de 0,1 m/s.
A temperatura e umidade também podem ser controladas e essas interferem diretamente
a duracdo do exercicio. Quando experimentos sdo planejados é importante saber
controlar todas as variaveis para que haja variacdo somente das caracteristicas de
interesse no estudo.

A superficie de borracha da correia da esteira representa uma superficie estavel e
sem irregularidades, condicdo diferente de uma prova. O fluxo de ar deve ser no minimo



equivalente a velocidade na qual o equino se movimenta e, esse volume deve ser
equivalente a massa do equino, usando ventiladores de no minimo 50 cm de didmetro
cada (MARLIN & NANKERVIS, 2002).

Os testes de exercicio, independentemente de serem em esteira ou a campo, em
equinos ou em humanos, sdo classificados em: testes de intensidade constante,
intermitente ou incrementais. Diferentes protocolos sdo utilizados dependendo da
natureza do estudo ou do tipo de pesquisa. O teste de intensidade constante consiste
num aquecimento ao passo ou trote de um a dois minutos, seguido por um canter e
depois passo novamente para 0S equinos entdo se exercitarem na velocidade constante.
Previamente deve-se realizar algum teste para se determinar em que intensidade se quer
que os equinos trabalhem. Pode se efetuar um teste de intensidade constante até que o
equino seja incapaz de manter sua posicdo na esteira (MARLIN & NANKERVIS,
2002).

Protocolos de exercicio intermitente sdo variados e podem, por exemplo,
consistir de diversos galopes seguidos, intercalados com movimentos de menor
velocidade para recuperacdo. Estes tipos de delineamento podem exigir alteragOes
metabdlicas e fisiolégicas de maior magnitude do que o exercicio simples ou
incremental. Este tipo de teste de exercicio é utilizado para a deplecdo de glicogénio
muscular para posterior tratamento de replecéo, afericdo da ventilacdo, gases sanguineos
e locomocgdo. Estudos de termorregulagdo também s@o apropriados com este tipo de
teste, devido a maior producdo de calor nestes exercicios (MARLIN & NANKERVIS,
2002).

O teste incremental é tipicamente utilizado para avaliar o consumo méaximo de
oxigénio (Vo2max). ESte teste geralmente consiste num aquecimento de passo e trote por
10 a 15 minutos e depois um canter a 5-7 m/s (dependendo da raca do equino testado) e
a velocidade entdo é aumentada 0,5a 1 m/s a cada 1 a 2 minutos até que 0 equino ndo
consiga mais manter a posicdo na frente da esteira apesar de estimulo verbal. Estes
testes sdo realizados a 3-6° de inclinacéo da esteira. A inclinagdo permite que o equino
alcance 0 VOmax antes de atingir a velocidade méxima da esteira. No entanto, escolha
do teste apropriado vai depender das variaveis estudadas (MARLIN & NANKERVIS,
2002).

2.5.1 Avaliacdo Mitocondrial

As mitocondrias sdo organelas existentes em quase todas as células do
organismo. A sua forma é dindmica sendo capazes de alterar a sua conformacao
constantemente. Uma célula eucariota contém cerca de 2.000 mitocdndrias, ocupando
desta forma, metade do seu volume total (EDGAR & TRIFUNOVIC, 2007). As
mitocéndrias sdo normalmente associadas a producdo de energia celular através da
utilizacdo de oxigénio e nutrientes para a producdo de ATP, pelo processo de
fosforilacdo oxidativa, energia essa necessaria, por exemplo, para a contragdo muscular
(HOPPELER & FLUCK, 2003). No entanto, as mitocdndrias sdo importantes em
muitas outras funcBes celulares, como a regulacdo osmotica, a modula¢do do estado
redox celular, controle de pH, transducéo do sinal, homeostasia do calcio (WALLACE
et al., 1997) e regulacdo da via intrinseca de morte celular (NICHOLLS, 2004).

Estudos utilizando a microscopia eletrénica permitiram identificar os diferentes
compartimentos desta organela. Assim diferenciaram-se quatro compartimentos: a
membrana externa, membrana interna e suas cristas, espaco intermembranar e matriz
mitocondrial (HOOD et al., 2006). As membranas, interna e externa, separam a matriz
mitocondrial do citoplasma da célula, sendo que a membrana externa contém canais



transmembranares formados pela proteina denominada porina que a torna bastante
permedvel. A membrana interna possui invagingdes ou cristas que ampliam a sua area
de superficie e € mais seletiva quanto a sua permeabilidade, sendo a passagem de certas
moléculas dependentes de sistemas de transporte especificos (TURCOTTE et.al., 2003).

Considerada a principal organela que utiliza biologicamente o oxigénio, a
relacdo entre o consumo de oxigénio a nivel mitocondrial e a sintese de ATP é vital para
as necessidades energéticas musculares. No entanto, esta relacdo ndo se verifica na sua
totalidade e parte do oxigénio consumido é atribuida ao desacoplamento da respiragdo
mitocondrial (BRAND et al.,, 1999). A respiracdo desacoplada estd associada a
dissipacdo do gradiente de prétons mitocondrial e, consequentemente, a producdo de
calor, em vez de ser utilizado como mediador na sintese de ATP. As mitocondrias
apresentam um papel muito importante na producdo de energia necessaria a vida,
aproximadamente 95% dessa energia é produzida pela célula na fosforilacdo oxidativa
(ESTABROOK, 1967). A fosforilacdo oxidativa é o cerne do metabolismo energético
em animais e plantas e, em muitas formas de vida microbiana. Em eucariontes, este
processo ocorre na mitocondria, onde 0 NADH e o ubiquinol produzidos pela glicolise,
pelo ciclo do acido citrico e por outras vias metabolicas sdo afinal reoxidados pelo
oxigénio molecular num processo chamado de respiracdo celular. Nesse processo, 0s
elétrons sdo transferidos do NADH diretamente para 0 O, em algumas etapas, que
oferecem varias oportunidades para aproveitar a energia livre da oxidagcdo (PRATT,
2006). Em muitos casos, as mitocondrias formam um complexo que interage com
outros componentes celulares, em particular o citoesqueleto e reticulo endoplasmatico
(TERRENCE et al., 2000).

A energia produzida pela mitocondria depende da agdo combinada entre o ciclo
do &cido citrico, a cadeia respiratdria e o sistema de fosforilacdo oxidativa. O acetil-
CoA, formado pela oxidacdo de compostos organicos, entra no ciclo do &cido citrico e
tem seus grupamentos acetil oxidados a CO,. A energia liberada no processo €
armazenada pelas coenzimas derivadas de nicotinamida e flavina, NADH e FADH,,
respectivamente. Ambas atuam como transportadores de elétrons em suas formas
reduzidas até alcancarem a cadeia respiratoria mitocondrial. Esta é constituida por um
conjunto de complexos multienziméticos bioquimicamente conectados (complexos I, Il,
[11 e IV) na membrana interna mitocondrial, os transportadores de elétrons coenzima Q
(UQ) e citocromo ¢ e ainda as proteinas ferro-enxofre. Ao alcancarem a cadeia
respiratoria, 0 NADH e o succinato transferem seus elétrons para a coenzima Q numa
reacdo catalisada respectivamente pelos complexos | e Il. Por sua vez, o complexo Il
carrega os elétrons da coenzima Q reduzida para o citocromo c, e deste os elétrons
chegam ao seu destino final, o oxigénio molecular na citocromo c oxidase (complexo
V) (NELSON & COX, 2011).

A NADH desidrogenase (complexo 1) catalisa a transferéncia de um ion hidreto
proveniente do NADH e um préton da matriz para a coenzima Q e a transferéncia de
quatro prétons da matriz para o espaco intermembrana. Com a saida dos prétons, o
espaco intermembrana torna-se carregado positivamente e a matriz fica carregada
negativamente. Dessa forma, o complexo | atua bombeando prétons para o espaco
intermembrana a custa de energia proveniente da transferéncia de elétrons sendo,
portanto, processos obrigatoriamente acoplados. O ubiquinol (UQH,) forma totalmente
reduzida da coenzima Q, deixa o complexo | e difunde-se pela membrana interna até a
coenzima Q: citocromo ¢ oxidorredutase (complexo Ill), onde é reoxidado. A UQ
possui a propriedade de aceitar um elétron, tornando-se o radical aniénico semiquinona
(UQH?), ou aceitar dois elétrons, gerando o ubiquinol. A coenzima Q tem a importante
funcdo de manter o acoplamento do fluxo de elétrons ao movimento de prétons ja que



ela consegue transportar ambos (NELSON & COX, 2011). No caso da succinato
desidrogenase (complexo 1), os elétrons sdo primeiramente transferidos do succinato
para 0 FAD, e em seguida seguem sequencialmente para a coenzima Q, e o complexo
I11 acopla a transferéncia de elétrons da coenzima Q reduzida para o citocromo ¢ com o
bombeamento de prétons para o espaco intermembrana. Devido a sua solubilidade, o
citocromo ¢ consegue transferir o elétron para o complexo 1V, e neste o elétron é doado
ao oxigénio molecular, reduzindo-o a &gua, concomitantemente ao bombeamento de
prétons para o espaco intermembranas (ROTTENBERG, 1998; NELSON & COX,
2011).

A energia livre liberada pela oxidagdo dos substratos com transferéncia de
elétrons pela cadeia respiratoria é utilizada para o bombeamento de prétons para o
espaco intermembranas. Com isso ocorre uma diferenca na concentracdo de proétons e
uma separacdo de cargas nas duas regides separadas pela membrana, formando um
gradiente eletroquimico e a energia estocada temporariamente neste gradiente contendo
0s componentes quimico e elétrico é denominada forca préton-motriz. Nas mitocdndrias
a energia eletroquimica do gradiente de prétons impulsiona a producgdo de ATP a partir
de ADP e fosfato inorganico (Pi) a medida que os prétons fluem passivamente de volta
a matriz através do poro para protons na ATP-sintase (complexo V). Esta é constituida
por duas unidades denominadas F1, soltvel e localizada na matriz mitocondrial, e FO,
hidrofobica e esta na membrana mitocondrial interna (Tabela 1) (NICHOLLS &
FERGUSON, 2002).

Tabela 1. Descricdo funcional dos complexos proteicos constituintes da Cadeia
Transportadora de Elétrons e de seus respectivos inibidores (adaptado de MONTEIRO
et al. 2003).

Complexo Funcéo Inibidores
Tem a capacidade de oxidar o
NADH.
Bombeia prétons para o espaco Rot_enon,a .

| - NADH: Oxido nitrico

intermembranar das mitocéndrias,
contribuindo para o gradiente
eletroquimico de proétons e pode
conduzir a geracdo de espécies
reativas de oxigénio.

Neurotoxina 1-metil-4-
fenilpiridina (MPP+).

desidrogenease:
Coenzima Q redutase

Cataliza a oxidagdo do succinato  Acido 3-nitropropionico
em fumarato, com a formacdo de  Malonato
ubiquinol a partir da ubiquinona.  Oxido nitrico

[1- Succinato
desidrogenase:
Ubiquinona redutase

Através do ubiquinol e, a0 mesmo
I11-Ubiquinol: tempo em que ocorre a expulsdo Antimicina A
Citrocromo c redutase ~ de um par de prétons, um elétron

é transferido para o citocromo c.

Reduz o0 O, em agua e utiliza a Cianeto
IV- Citocromo c oxidase energia liberada para bombear Mondxido de carbono
protons.

O gradiente de prétons
estabelecido pelos complexos
anteriores € utilizado para a
sintese de ATP.

V- F1FQ: ATP sintase Oligomicina
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O metabolismo energético mitocondrial € tido como a principal fonte de radicais
livres na maior parte das células eucaridticas (KOWALTOWSKI et al., 2009). No
complexo 1V, a reducdo completa de uma molécula de O, em duas moléculas de agua
necessita de quatro elétrons. No entanto, como consequéncia de sua configuragdo
eletrbnica, a molécula de O, tem forte tendéncia em receber um elétron de cada vez e o
oxigénio ndo é liberado antes da obtencdo de sua reducdo total (TURRENS, 1997),
fazendo com que a producédo de radicais livres, através da reducdo monoeletronica do
O, pelo complexo 1V, seja praticamente inexistente.

A liberacéo de energia a nivel mitocondrial varia entre dois estados de energia,
designado por estado 3, no qual a respiracdo mitocondrial esta acelerada e é elevada a
producdo de ATP e o estado 4, no qual a respiracdo é mais lenta e ndo ha producdo de
ATP (BENARD et al., 2007). No entanto, em termos de condigdes fisiologicas
considera-se que a producdo de ATP ocorre num estado intermédio entre o estado 3 e 0
estado 4 (BENARD & ROSSIGNOL, 2008). Em determinadas condigdes, como quando
ha permeabilizacio da membrana interna da mitocondria ou a utilizagdo de
determinados compostos desacopladores, o potencial pode ficar totalmente dispersado.
Como consequéncia, a respiracdo e 0 respectivo consumo de oxigénio sdo acelerados,
mas a producdo de ATP esta comprometida.

O ATP ¢ a unica forma de energia utilizada pela célula e quando produzido pela
mitocéndria é translocado para o citoplasma pelo translocador de nucleotideos de
adenina por troca com ADP citosolico (BENARD & ROSSIGNOL, 2008).

A determinacdo da capacidade oxidativa do musculo é feita pela avaliacdo da
atividade mitocondrial por métodos histoquimicos, como a avaliagdo da enzima
succinato desidrogenase ou a quantificacdo de mitocondrias. Porém, essas técnicas nao
consideram as fungbes integradas das mitocondrias (LINDHOLM, 1987). A
respirometria é usada para monitorar a respiracdo mitocondrial, avaliando a atividade
mitocondrial através do fornecimento de diferentes substratos reproduzindo o meio
intracelular ou, inibidores para determinar a importancia de cada complexo na
respiracdo mitocondrial (VOTION et al., 2012).

A mensuracdo da respiracdo mitocondrial pode fornecer informacéao adicional de
tanto quantitativa (potencial maximo oxidativo) quanto qualitativa (eficiéncia da
transferéncia de energia oxidativa e do grau de controle respiratorio) aspectos da funcao
mitocondrial (ZOLL et al., 2003). Votion et al. (2012) definiu diferentes protocolos para
avaliar a funcdo mitocondrial muscular em equinos em respirometria de alta resolucéo,
permitindo assim, a comparacédo das respostas mitocondriais em diferentes modalidades
esportivas e, em diferentes testes experimentais, como a campo ou em esteira de alta
velocidade.

Estudos mostram que o treinamento de forca que resulta em hipertrofia muscular
pode ter um efeito negativo na capacidade oxidativa muscular. Utilizando microscopia
eletrébnica combinado com procedimentos estereolégicos, tem sido mostrado que a
densidade de volume de mitocondrias (definida como o volume de unidade de
mitocéndrias pelo ndmero de fibra muscular) diminuiu a medida que as fibras
musculares hipertrofiavam (LUTHI et al., 1986). O nimero de mitocdndrias permanece
0 mesmo com o treinamento de forga, mas as mitocondrias sdo “diluidas" quando o
nimero de fibras aumenta. Isto é observado numa atividade reduzida de enzimas
musculares oxidativas, como a succinato desidrogenase (CHILIBECH et al., 1999).

No entanto, RIVERO et. al. (2012) demonstraram que seis semanas de
condicionamento fisico em equinos de esporte destreinados proporcionou aumento das
estruturas relacionadas com a capacidade aerdbia e forca da musculatura esquelética,
como densidade e tamanho das mitocéndrias e nimero de miofribrilas, respectivamente,
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com exercicio de baixa a moderada intensidade (valores de lactato 1,5 a 2,5 mmol/L)
por longa duracgdo (45 min/dia).

Rasmussen et al.(2001) avaliando a atividade das mitocdndrias musculares em
humanos apos teste de fadiga muscular, ndo encontraram alteragdes nas variaveis
analisadas como teor de citocromo ¢ a permeabilidade da membrana aos prétons, a
atividade da cadeia respiratoria e a capacidade de fosforilagdo. No entanto, Votion et.
al.(2010) observaram depressdo da atividade mitocondrial em equinos em treinamento
para enduro.

2.5.2 Lactato plasmaético

A avaliacdo da concentracdo sanguinea de lactato € comumente utilizada em
equinos para acessar seu desempenho atlético. A curva estabelecida por essas
concentracOes determinadas em velocidades crescentes é denominada curva velocidade-
lactato. Em baixas velocidades, ha predominio do metabolismo aerébio e as
concentragfes de lactato se mantém quase que inalteradas. Com o aumento da
intensidade do exercicio, a demanda energética passa a ser provida principalmente pelo
metabolismo anaerébio com aumento marcante dos valores de lactato, que é produzido
para repor os valores de NAD™ necessario para manter a via glicolitica, caracterizado
por uma inflexdo repentina da curva para cima. Este ponto é denominado limiar
anaerobio e vem sendo extensivamente utilizado na clinica médica, na prescricdo de
intensidades de exercicios para o treinamento (HOLLMANN, 1985) e em pesquisas na
area de fisiologia do exercicio. Este ponto € comumente atingido quando a concentracao
de lactato esté entre 2 e 4 mmol/L (HODGSON & ROSE, 1994a). Cabe ressaltar que o
lactato sanguineo correspondente a 4 mmol/L ¢ denominado “Onset Blood Lactate
Accumulation” (OBLA) e definido como a intensidade do exercicio realizado durante
teste progressivo na qual o lactato sanguineo alcanca o valor de 4 mmol/L (V4)
(HODGSON & ROSE, 1994a).

Essa velocidade em que se atinge a concentracdo de 4 mmol/l (V4) é um
importante indicio da forma fisica. O exercicio de baixa intensidade realizado por um
periodo de tempo mais longo é considerado mais efetivo para aumentar a resisténcia do
que exercicios de alta intensidade realizados por um curto periodo de tempo (TRILK et
al., 2002).

Os sistemas muscular e sanguineo possuem propriedades que aumentam a
tolerancia ao &cido lactico. A capacidade tamponante da musculatura de cavalos
treinados é maior do que de outras espécies com potencialidade atlética. A regulacdo do
efeito acidificante produzido pelo &cido lactico na musculatura exercitada e sua
capacidade de exporta-lo é fundamental uma vez que este efeito pode ser causador de
fadiga muscular (POOLE & HALESTRAP, 1993). O bicarbonato, as proteinas, fosfatos
e carnosina sdo o0s sistemas tampdo utilizados para manutencdo do pH na célula. O
sistema bicarbonato é o mais eficiente, pois € um sistema aberto, via circulacdo e
respiracdo. A capacidade tamponante da musculatura de equinos treinados é até 50%
maior do que a de atletas humanos. Mesmo assim, ndo é suficiente para prevenir a
acidificacdo (JUEL, 1997).

O é&cido lactico em pH celular se encontra dissociado em anion lactato e um
préton, ambos exercendo efeito no metabolismo celular. A acidificacdo do meio celular
impede o funcionamento da bomba e dos canais de Ca*? no reticulo sarcoplasmético,
aumentando o tempo de relaxamento dos sarcomeros musculares. Os protons também
tém um efeito sobre a conformacdo da ATPase que é necessaria para a contracdo
muscular. Além disso, ha reducdo da producdo de energia por inibicdo da atividade
celular, limitacdo da fosfofrutoquinase e inibicdo da fosforilacdo glicogénica. Estes
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eventos fazem o musculo trabalhar de forma lenta, caracterizando a fadiga (POSO,
2002). Visando retardar a acidificacdo e consequentemente retardar o tempo para a
exaustdo, o lactato é transportado para o espaco intersticial e plasma sanguineo (JUEL,
1996). No plasma, o lactato é transportado para eritrcitos, figado, coragcdo, masculos e
demais tecidos. A direcdo do fluxo de lactato para os tecidos depende principalmente do
gradiente de concentragdo entre estes tecidos, visando a reducdo da concentracdo
plasmaética para dar continuidade a passagem de lactato do musculo em atividade para o
plasma. A queda de pH também é um fator ativador dos transportadores nas membranas
dos eritrécitos (SKELTON et al.,1995) .

A utilizacdo do lactato é diferente entre os tecidos muscular e hepatico. No
musculo, a glicose proveniente do lactato é usada para a oxidacdo e producdo de
energia, enquanto no figado, especialmente durante o exercicio, o lactato €
metabolizado em glicose e retorna a circulagdo. Durante a fase de recuperacdo, parte do
lactato pode ser utilizada para a sintese de glicogénio (STEVENSON et al., 1987;
RYAN & RADZIUK, 1995).

O treinamento promove algumas mudancas que afetam a concentracdo de
lactato. Cavalos bem treinados apresentam concentracfes de lactato mais baixas apés a
realizacdo de exercicio sub-maximo do que cavalos ndo-treinados, sendo um bom
indicador de desempenho (ROSE et al., 1983). O aumento da densidade de mitocdndrias
na fibra muscular aumenta a capacidade oxidativa do mdsculo em exercicio e reduzindo
a producdo de lactato durante tal atividade. O treinamento também induz o aumento de
proteinas de transporte de monocarboxilatos, aumentando o fluxo de lactato do musculo
para a corrente sanguinea (VAIHKONEN et al, 1998). Hamlin et al. (2002), verificaram
um decréscimo substancial na concentracdo de lactato sanguineo ap0s 24 semanas de
exercicio de baixa intensidade que precederam 8 semanas de um teste de sobre-carga de
exercicio. ApoOs este periodo inicial, a concentracdo de lactato aumentou para 2,9
mmol/l e reduziu 0,7 mmol/l apds 2 semanas de recuperacéo.

Os valores de referéncia para o lactato sdo de 2.5-15.5 mmol/dl para equinos da
raca Puro Sangue Inglés (ROBINSON, 2003). Art et al. (1990a), encontraram uma
média de 0.52 £ 0.03 mmol/I para cavalos Sela Belga, em repouso. Compararam com 0S
niveis de lactato obtidos imediatamente apos cinco provas de salto que compunham um
campeonato, verificando uma variacdo na ordem de 6.7 £ 0.7 mmol/I.

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 ¢ aumentada pelo treinamento (DONOVAN
& BROOKS, 1983; PHILLIPS et al., 1995). A “clearance” aumentada durante e apos o
exercicio tendem a produzir menores concentracfes de lactato no sangue.

Durante a avaliacdo do treinamento de equinos para corrida, a concentracdo de
lactato foi mensurada, revelando valores que oscilaram entre 2,8 e 7,35 mg/dl,
considerados dentro da normalidade (MULLEN et al., 1979). Em um estudo
desenvolvido para avaliar o deficit de oxigénio em cavalos atletas, os animais foram
submetidos a diferentes intensidades de exercicio em esteira. Os pesquisadores
verificaram, ao dosar as concentracdes plasmaticas de lactato, que independente da
intensidade do exercicio, o pico de concentracdo ocorreu apds 5 minutos de atividade.
As concentrages verificadas variaram entre 26,1 e 29,5 mmol/l (EATON et al., 1995).

Foreman et al. (1996) dosaram lactato em equinos durante um periodo de trote e
galope em esteira. No periodo de galope houve uma elevacdo significativa na
concentracdo plasmatica. No entanto, chama a atencdo que no periodo inicial do teste,
com 10 minutos de trabalho com velocidade baixa, o lactato mostrou uma tendéncia de
queda.
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2.5.3 Frequéncia cardiaca

O sistema de transporte de oxigénio esta intimamente envolvido na realizagdo de
atividade fisica. Em diferentes espécies, tem-se verificado que os batimentos cardiacos
aumentam de forma linear a medida que aumenta a intensidade do exercicio, ocorrendo
0 aumento do consumo de energia ou do consumo de oxigénio (ASHEIM et al., 1970),
isso devido a atividade nervosa parassimpatica diminuir e os estimulos simpéticos e as
catecolaminas circulantes aumentarem. Dessa forma, o aumento da frequéncia cardiaca
durante o exercicio fisico gera uma elevacdo do débito cardiaco, aumento da
contratilidade miocardica por incremento da estimulacdo simpética, proporcionando
uma eficaz distribuicdo sanguinea para os musculos (PINA et al., 2003). A descarga
simpatica, responsavel pela taquicardia durante o exercicio também provoca
mobilizagdo esplénica de hemécias (FREGIN & THOMAS, 1982).

O equino ao realizar varios exercicios em diferentes velocidades com a mesma
duracdo, tem sua frequéncia cardiaca mais alta quanto maior for a velocidade a qual se
exercita, como ocorre com o lactato sanguineo. No entanto, quando o equino €
submetido a varios exercicios de igual velocidade e diferentes duracdes, a frequéncia
cardiaca durante 0s exercicios permanece quase constante. Este comportamento é
diferente ao do lactato sanguineo, e isso explica, em parte, por que a frequéncia cardiaca
ndo e considerada sensivel para demonstrar a reagdo ao exercicio prescrito e, por fim,
para o diagndstico da capacidade competitiva do animal (BOFFI, 2007). O aumento da
frequéncia cardiaca ocorre de modo linear com o aumento da velocidade do exercicio
até um ponto em que a frequéncia maxima € alcancada. A frequéncia maxima é
identificada quando ndo ha mais incremento na frequéncia cardiaca com a aceleracdo da
esteira (HODGSON & ROSE, 1994a).

O decréscimo da frequéncia cardiaca ocorre rapidamente apds os primeiros
minutos de término do esfor¢o fisico. A taxa de reducdo da frequéncia cardiaca pos-
exercicio e o tempo necessario para que sejam alcangcados niveis pre-exercicio
dependem da duracdo e intensidade da atividade fisica, da capacidade fisica do animal e
de alguns fatores extrinsecos, como temperatura e umidade ambiental.

A frequéncia cardiaca basal dos equinos varia entre 28 a 45 batimentos por
minuto (BOFFI, 2007). Frequéncias cardiacas de 240 batimentos por minutos ou mais
foram relatadas durante exercicio maximo ou préximo ao esforco maximo em cavalos
de corrida. Durante a natacdo foram registradas frequéncias cardiacas maximas mais
baixas tanto em atletas humanos como em atletas equinos (THOMAS et al., 1980). Em
testes de exercicio padronizados em esteira ergométrica, a relacdo frequéncia
cardiaca/trabalho submaximo € reproduzivel e alcanca frequéncias de 120 a 210
batimentos por minuto. Desta forma, este tipo de prova poderia ser Util na avaliacdo da
capacidade aerobica (BOFFI, 2007).

A capacidade e funcdo cardiovascular podem ser medidas indiretamente pela
afericdo da frequéncia cardiaca durante o exercicio. Esta avaliacdo pode ser realizada
durante a pratica de exercicio, por meio da utilizacdo de frequencimetro digital
especifico para cavalos. Porém, estudos mostram ocorréncia de interferéncias na
captacdo elétrica dos frequencimetros. Essas interferéncias podem ser causadas por
alguns fatores, entre eles o posicionamento de eletrodos proximo a grupamentos
musculares ativos durante o exercicio (MARLIN & NANKERVIS, 2006).

A frequéncia cardiaca é normalmente utilizada expressando a constante de
velocidade submaxima, tal como V200, a velocidade na qual a frequéncia cardiaca é de
200 batimentos por minuto. A relacdo entre a frequéncia cardiaca e a velocidade varia
entre as racgas e entre individuos da mesma raca, sendo relacionada com a habilidade
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atlética. Essa relacdo sofre alteragdes com o treinamento e com o nivel de aptiddo do
equino (HARRIS et al., 2007).

Art et al. (1990a) registraram valores de frequéncia cardiaca de 43,9 + 1,9
batimentos por minuto em cavalos de salto em repouso. Durante a prova obtiveram
picos de frequéncia cardiaca de 191,4 + 3,8 batimentos por minuto. A frequéncia
cardiaca mostrou um aumento progressivo, desde o inicio até o final da prova, variando
de 178,7 + 4,5 batimentos/minuto para 191,4 + 3,8 batimentos/minuto. Ap6s 2 minutos,
a frequéncia cardiaca caiu para 101,5 * 7,0 batimentos por minuto.

Santiago et. al. (2010), avaliando equinos de CCE durante uma prova de cross
country, apresentaram frequéncia cardiaca maxima entre 194 e 218 batimentos por
minuto, sendo esses valores observados na fase inicial do percurso, durante a
transposicdo dos obstaculos e nos metros finais da prova. Gehlen et al. (2006) avaliando
também equinos de CCE treinados e nao treinados e a influéncia do treinamento na
funcdo cardiaca perceberam que a frequéncia cardiaca ndo foi significativamente
diferente entre os animais de ambos 0s grupos. Somente na fase de recuperagéo,
observaram decréscimo mais rapido nos animais treinados quando comparado aos nao
treinados.

2.5.4 Hematologia

As variagdes no perfil hematologico sdo utilizadas para avaliar o treinamento ou
estado clinico dos animais. A avaliacdo hematologica de equinos em repouso tem sido
objeto de estudo visando estabelecer uma relacdo com treinamento ou capacidade
atletica (ROSE et al., 1983). Os parametros hematologicos, como hematocrito e
proteinas plasmaticas totais, sdo considerados indices de desempenho validos por alguns
autores, porém, a maioria dos autores basea-se em indices de lactatemia e frequéncia
cardiaca, mas ha alguns estudos relativos a outros tipos de variaveis como porcentagem
de tipos de fibras musculares (MUNOZ et al., 1997). Todavia, Marlin & Nankervis
(2002) relataram que embora haja alteracGes na hematologia dos equinos decorrentes do
exercicio e treinamento, ainda ndo existem indicadores hematologicos confidveis de
desempenho e condicionamento fisico.

Durante o exercicio o bago, que estoca aproximadamente 33% da massa
eritrocitaria circulante durante o repouso, se contrai mobilizando as hemacias para a
circulacdo, o que gera um rapido e pronunciado aumento dessas células na circulacéo
aumentando, consequentemente, o hematocrito (HT), que é a porcentagem ocupada
pelos eritrocritos no volume total de sangue (PERSSON, 1983b). O aumento do
hematocrito, além da hemoglobina se deve pela contracdo esplénica induzida por
adrenérgicos que ocorre em casos de hemorragias, excitacdo e exercicios, e também
pela sudorese ocorrida durante o periodo de exercicio (CONCEICAO et al, 2001).
Durante o exercicio, 0 hematdcrito pode aumentar em 40% devido a combinacdo da
contracdo esplénica e redistribuicdo do volume de fluido circulante através do aumento
da pressdo sanguinea arterial. O aumento de hematécrito previne a queda da
concentracdo de oxigénio sanguineo durante o exercicio intenso (SEEHERMAN et al.,
1990).

Alguns fatores podem afetar o hemograma de cavalos de corrida, sdo eles:
excitacdo e exercicio, idade, raca, treinamento, deslocamento de fluido no plasma,
overtraining, doencas subclinicas e alteracfes eritrocitarias provocadas pelo exercicio
(PICCIONE, 2004; MCGOWAN, 2008). Por isso, apesar do eritrograma poder ser
usado para auxiliar na analise do animal durante o exercicio, considera-se que a
aplicacdo deste parametro para avaliacdo da evolucdo da condicdo fisica com o treino
ndo seja muito confiavel (KINGSTON, 2004).
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Um dos fatores limitantes para o condicionamento atlético é a capacidade de
transporte de oxigénio pelo sangue. Essa caracteristica € maximizada pelo aumento total
da massa eritrocitaria, havendo uma relacdo bem definida entre o estado atlético e o
volume total de eritrocitos em humanos e equinos, essa relacdo pode ser mudada pelo
treinamento fisico (HODGSON & ROSE, 1994a). Um estudo desenvolvido em
diferentes continentes demonstrou diferengas nos valores basais de parametros
hematoldgicos como hematdcrito, nimero de eritrocitos e concentracdo de hemoglobina
em equinos (SNOW et al., 1983).

A elevacdo do hematdcrito é dependente da intensidade e da duracdo do esforgo,
apresentando uma relagdo linear com a velocidade, podendo atingir um valor maximo
de 60 a 65% (ROSE & ALLEN, 1985). Exercicios de curta duracdo levam a perda de
cerca de 5 a 10% do volume plasmatico pela sudorese e ao se prolongar a atividade
ocorrera significativa reducdo deste volume, provocando aumento do hematécrito
(KINGSTON, 2004). McKeever et al. (1993) descreveu o aumento de hematdcrito em
cavalos submetidos a diversas intensidades de exercicio. O hematdcrito apresentou
elevacdo rapida durante a primeira fase de um teste de exercicio em esteira realizado a
velocidade de 4 m/s. Na segunda etapa do teste de exercicio em esteira, na velocidade
de 5, 6 e 7 m/s 0 aumento no hematdcrito ocorreu mais lentamente, em consequéncia da
reducdo do volume plasmatico. Schalm (1979) avaliou os principais parametros
hematoldgicos de equinos Puro Sangue com idades superiores a 5 anos de idade. Os
valores médios obtidos foram: hematocrito (%) = 40,8, hemoglobina = 14,4 g/dI,
proteinas plasmaticas totais = 7,0 g/dlI.

Jablonska et al. (1991) avaliando equinos apés exercicio de baixa intensidade,
ndo observaram variacOes significativas (p<0,05) no hematocrito e hemoglobina,
atribuindo esse fato a ndo ocorréncia da maxima contracdo esplénica, uma vez que a
frequéncia cardiaca durante o exercicio permaneceu abaixo de 150 batimentos por
minuto. O aumento de proteinas plasmaticas totais foi justificado pela perda de fluidos
do compartimento vascular. O grau de variagdo depende da duragéo e da intensidade do
exercicio. Um aumento de 5% nos niveis de proteinas plasmaticas totais durante o
exercicio reflete uma pequena variagdo no volume plasmatico.

Smith et al., (1995) relataram que exercicio de alta velocidade em esteira (10 m/s
por 2 minutos com 3,3% de inclinacdo), reduz significativamente a fragilidade
eritrocitaria de equinos Quarto de Milha e Puro Sangue Inglés. Hanzawa & Watanabe
(2000) observaram que o exercicio aerobio (9 ou 10 m/s) reduz significativamente a
hemolise mensuravel dos eritrocitos, enquanto o exercicio anaerébio (13 ou 15 m/s)
aumenta significativamente a fragilidade osmotica em equinos atletas.

O exercicio anaerobio normalmente aumenta a pressdo parcial de dioxido de
carbono (pCO;) e a concentracdo de lactato na corrente sanguinea, mas reduz a
concentracdo de bicarbonato, reduzindo o pH sanguineo. Bayly et al. (1995) e Pan et al.
(1983) sugeriram que 0 exercicio aerobio afeta os eritrécitos sanguineos através de
alteracdes na composicdo lipidica e na estrutura protéica da membrana celular, que
acabam reduzindo a fragilidade osmética dos eritrocitos, enquanto o exercicio anaerobio
afeta a composicdo lipidica e a estrutura proteica da membrana celular, tornando os
eritrocitos suscetiveis as variagdes osmaticas (HANZAWA et al., 1999).

Persson (1967) afirma que o aumento excessivo do hematdécrito provocado pelo
aumento da viscosidade sanguinea poderia causar reducdo da perfusdo capilar e
diminuicdo do aporte de O, as células, com prejuizo para o desempenho desportivo.
Corroborando com este fato, Mufioz et al (1997) mostraram que equinos com menores
valores de hematdcrito durante esforco maximo foram considerados animais de melhor
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nivel de treinamento, sugerindo que esta variavel é negativamente correlacionada com a
capacidade fisica.

2.5.5 Bioguimica sanguinea

Glicose - Durante o exercicio, a demanda energética aumenta para ocorrer contragcao
muscular. A energia suprida anaerobicamente pelo ATP e fosfocreatina durante a
atividade fisica de alta intensidade se esgota rapidamente. O que torna o fator limitante
para o desempenho da atividade fisica, a disponibilidade de glicose para a geracdo de
energia pelo metabolismo anaerdbio e/ou aerdbio. A glicose sob a forma de glicogénio
muscular é a fonte priméaria de energia durante o exercicio extenuante em humanos e
equinos. A medida que o exercicio sub-maximo progride como ocorre em equinos
treinados, a participacdo dos acidos graxos como substrato para o fornecimento de
energia via aerébica aumenta (LACOMBE et al., 2003).

O efeito do exercicio sobre os niveis de glicose sanguinea é variavel em equinos.
A glicose sanguinea ndo fornece muitas informagBes sobre o metabolismo dos
carboidratos durante o exercicio, uma vez que reflete tanto o balanco entre a glicose
sanguinea mobilizada para o suprimento energético durante a atividade fisica, como
aquela suprida pela glicogenolise hepatica (LINDHOLM & SALTIN, 1974).

Em equinos ndo alimentados, a glicose plasmatica tende a aumentar durante o
exercicio de intensidade moderada, diferente dos humanos e dos cdes (ROSE;
HODGSON, 1994a; PAGAN & HARRIS, 1999). O efeito do exercicio sobre a
concentracdo de glicose € variavel dependendo da intensidade e duracdo do exercicio
(DERMAN & NOAKES, 1994). Os musculos em atividade utilizam uma quantidade
maior de glicose com 0 aumento do periodo de atividade fisica (WAHREN et al., 1973).
Em muitas espécies, o treinamento provoca varias alteracdes na utilizacdo de substratos
energéticos durante o exercicio sub-maximo. Durante a atividade fisica sub-méaxima de
longa duracéo, a deplecédo dos estoques de glicogénio intramuscular ou a hipoglicemia,
secundaria a deplecdo de glicogénio hepéatico é a principal responsavel pela fadiga
(PAGAN et al., 2002).

Andrews et al. (1995) constataram que 0s acréscimos na concentracdo de glicose
em equinos submetidos as provas de Concurso Completo de Equitacdo (CCE) eram
superiores em comparacdo ao grupo de equinos submetidos a prova de enduro. Este
aumento é decorrente do aumento da taxa de glicogenolise, provavelmente pelo
aumento da demanda por glicose, além dos efeitos do estresse que estimula a liberacao
de glicose por estimulo adrenérgico. O aumento da glicogendlise e do estresse ocorre
em consequéncia da duracdo prolongada da prova.

Fatores endocrinos como insulina, glucagon, epinefrina e norepinefrina sédo
importantes reguladores do metabolismo da glicose durante o exercicio (COGGAN,
1991). A reducdo na relacdo insulina/glucagon é o estimulo primario para a
glicogenolise hepatica, promovendo aumento da glicose durante o exercicio de baixa
intensidade em humanos e cdes. Da mesma forma, a epinefrina pode estimular a
producdo de glicose hepética durante o exercicio.

Outros fatores importantes que interferem na resposta glicémica ap6s o exercicio
sdo o tempo decorrido da ultima refeicdo até o inicio do exercicio e a hora do dia em
que o exercicio foi praticado, porque a glicemia é bastante influenciada pelos horménios
pancreaticos e 0s mesmos sao regulados pela digestdo e absorcdo de carboidratos e pelo
ciclo circadiano (SIMOES, 2000). No entanto, como ressalta P6so et al. (2002), o
metabolismo da glicose durante o exercicio € complexo sendo necessario mais estudos
em equinos para esclarecer estes pontos.
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Creatinaquinase - a creatinaquinase (CK) também chamada de creatina fosfoquinase,
existe na forma de dimeros, formada por duas subunidades correspondentes as formas
M (muscular) ou B (cerebral), havendo trés isoenzimas (MM, MB e BB). A principal
atividade de CK é fosforilar de forma reversivel a creatina utilizando ATP, como uma
forma adicional de conservacéo de energia (Fosfocreatina + ADP — Creatina + ATP +
ion fosfato). Ela é encontrada principalmente no tecido mus Hlar (esquelético e
cardiaco) e em menor quantidade no rim, cérebro, diafragma, trato gastrointestinal,
utero e bexiga (KANEKO et al., 1997).

A CK é amplamente usada para diagnosticar problemas musculares. A enzima é
citosdlica ou associada as estruturas das miofibrilas, estando em baixos niveis no
plasma. Requer Mg*® como co-fator e, portanto, sua atividade pode estar inibida na
presenca de compostos quelantes (EDTA, citrato, oxalato). Em geral, a atividade
plasmética de CK apresenta um pico 4 a 12 horas ap0s a realizacdo do exercicio. A
meia-vida de CK em equinos € de aproximadamente 90 minutos. Em equinos saudaveis,
caes e humanos, o exercicio fisico pode aumentar a atividade plasmatica ou soroldgica
de CK de 2 a 4 vezes e exceder os valores de referéncia para o individuo em repouso. A
magnitude do aumento depende da intensidade do exercicio, da duragdo e € influenciado
primariamente pelo condicionamento fisico do animal, pela idade, sexo e dieta
(MacLEAY et al., 2000).

Os valores de referéncia para CK s&o de aproximadamente 147 Ul/I para equinos
da raca Puro Sangue Inglés e 18-217 Ul/I para equinos de trote (ROBINSON, 2003). A
média da concentragdo de CK em cavalos de salto da raca Sela Belga foi de 51.2 Ul/I
em repouso (ART et al., 1990b).

Rose et al. (1980) avaliaram a variacdo da concentracdo de CK em cavalos
durante e apds o segundo dia (enduro, percurso com obstaculos e corrida) de um evento
de 3 dias. Verificaram que a atividade de CK variou de 192,7 Ul/I pré-evento para 460,5
Ul/l apds a corrida com obstaculos, 684,2 Ul/l apds enduro e 874,4 Ul/l apds 30
minutos de recuperacdo. A enzima muscular CK aumentou significativamente e
apresentou valores acima dos verificados antes do evento em todos os tempos de coleta.

A CK ¢é um indicador da intensidade do exercicio. Em muitas espécies, incluindo
0S equinos, 0 exercicio intenso provoca aumento da concentracdo plasmatica de muitos
marcadores, incluindo a creatinaquinase. Conforme o tipo e a duracdo do exercicio esta
enzima citosolica é liberada na corrente linfatica devido ao seu tamanho e apds, chega a
corrente sanguinea, por consequéncia da alteracdo na permeabilidade da membrana
plasmatica e/ou lesdo na célula muscular esquelética (VOLFINGER et al., 1994).
Murakami & Takagi (1974) apresentaram evidéncias de que o aumento de CK durante o
exercicio € diretamente relacionado a carga de trabalho e o condicionamento fisico do
equino. A cinética da enzima CK antes e ap6s o exercicio foi estudada por varios
autores e pode ser utilizada para deteccdo de doencas musculares (BOFFI et al., 2007),
caracterizacdo da intensidade do exercicio (ART et al., 1990; TEIXEIRA-NETO et al.,
2008) e predicdo de possiveis complicacdes decorrentes do exercicio (TRIGO et al.,
2010).

Lactato desidrogenase - a lactato desidrogenase catalisa a oxidacdo reversivel do
lactato para piruvato com cofator NAD". (Piruvato + NADH LBHlactato + NAD")
Existem cinco isoenzimas da LDH que sdo derivadas de duas subunidades, sendo elas
nomeadas cardiaca (H) e muscular (M). As duas subunidades puras, H4 e M4, diferem
entre si cineticamente, a M4 tem Km para piruvato mais elevado que a H4 (PESCE et.
al., 1964) e essa mantém sua atividade catalitica em altas concentracfes de piruvato, o
que inibe a atividade da H4 (DAWSON et. al., 1964). A concentracdo de LDH nos
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eritrocitos € 150 vezes maior do que no plasma. Foi utilizada anteriormente como
indicador de lesdo muscular esquelética ou cardiaca (GONZALEZ & SILVA, 2003).
Porém, autores afirmam que o aumento da atividade sérica desta enzima ndo é
especifico para lesdo muscular (CAMARA SILVA et al, 2007).

Os valores encontrados para cavalos Sela Belga em repouso foram de 245.5 +
25.8 Ul/l (ART et al., 1990b). Judson et al. (1983) detectaram varia¢Oes de lactato
desidrogenase apds a realizacdo de exercicio sub-mé&ximo e maximo. Os valores
variaram de 306 U/l em repouso para 325 Ul/l ap6s um minuto de exercicio sub-
maximo e 231 U/l em repouso e 311 apds a realizagdo de exercicio méaximo. As
alteracbes dos niveis de lactato desidrogenase foram semelhantes a magnitude do
aumento observado nos niveis de proteinas totais e, portanto foram atribuidas a
hemoconcentracdo. Alteracdes passageiras nos niveis de LDH foram detectadas em
atletas humanos cujos aumentos foram proporcionais a intensidade do exercicio e
consequéncia da hemoconcentragéo.

McGowan et al. (2002) analisaram o comportamento da enzima LDH frente a
um programa de treinamento prolongado (em esteira de alta velocidade com inclinacéo

0

de 10 e intensidade de aproximadamente 60% de VO;max). Os autores comprovaram nao
haver alteracGes significativas nas concentragcdes plasmaticas de LDH.

2.5.6 Hemogasometria

Considerado o método mais adequado e eficaz para a deteccéo das alteracfes do
equilibrio acido-base dos fluidos organicos (DAY, 2002; GOKCE et al., 2004), a
hemogasometria consiste na analise dos gases sanguineos, sendo eles a pressdo parcial
de oxigénio (PO,) e pressao parcial de dioxido de carbono (PCO;), assim como do
bicarbonato, pH e eletrolitos plasmaticos. O sangue venoso fornece informacdes sobre a
perfusdo tecidual e do estado acido-base metabdlico do equino (CARLSON, 1997;
DAY, 2002).

O controle do equilibrio acido-base se refere a regulacdo da concentragdo do ion
hidrogénio (H") nos liquidos corporais. A concentracdo deste fon é expressa pelo pH,
cuja variagdo ocorre inversamente a concentracdo do ion hidrogénio, gerando casos de
acidemia quando a concentracdo de ions hidrogénio se eleva no sangue e alcalemia
quando a concentracdo de H* diminui (CARLSON, 1997). A alteracio metab6lica mais
comum € a adicdo de excesso de acido ou de ions hidrogénio aos liquidos corpéreos,
como produtos do metabolismo glicolitico. A quantidade de &cido produzida esta
relacionada a dieta, a intensidade de exercicio e a outros processos fisiologicos
(CUNNINGHAM, 1999).

O equilibrio acido-base € representado tradicionalmente pelas relacdes entre a
pressdo parcial de dioxido de carbono (pCO;), o pH e o ion bicarbonato no plasma
sanguineo. Segundo STEWART (1983), o equilibrio acido-base também é dependente
da diferenca entre ions fortes (SID), da concentracdo total de &cidos fracos e da pressao
parcial de CO, (LINDINGER, 2004). A SID é expressa em mmol/L e determinada
principalmente pela diferenca entre as concentracdes dos cations fortes (soédio [Na+];
potéassio [K'] e magnésio [Mg']) e anions fortes (cloro [CI], lactato [Lac] e sulfato),
seus principais determinantes sio Na®, K*, Cl'e Lac.

Em equinos, a diminui¢do na SID ocorre tanto pela diminuicdo na concentracdo
de cétions fortes quanto pelo aumento na concentracdo de anions fortes. Apos exercicio
méaximo, essa diminuicdo esta relacionada, principalmente, ao aumento do lactato
sanguineo (anion forte) ocasionando acidose metabdlica. Por sua vez, o aumento na SID
estd relacionado a grandes perdas de cloro levando ao desenvolvimento de alcalose
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metabdlica hipoclorémica, o que ocorre em provas de enduro devido ao grande volume
de suor eliminado, sendo esse hiperclorémico (CARLSON, 1997; LINDINGER, 2004).

Estudos demonstram diferenca entre os sangues arterial e venoso, sendo que o
sangue arterial possui valores maiores para o pH e menores para pCO, e HCOs
(SPEIRS, 1980). Os valores maiores para o bicarbonato no sangue venoso refletem o
papel importante do mesmo como meio de transporte de CO, (CARLSON, 1995).

Na auséncia da hemogasometria, pode-se utilizar a diferenca entre a somatéria
de cétions (Na* + K*) e anions mensuraveis (CI" + HCO3), denominada de anion gap
(AG). Apesar do AG ndo representa a diferenca total entre cations e &nions plasmaticos,
por ser o resultado apenas dos ions mensuraveis (POLZIN et al., 1982; DIBARTOLA,
2001). Os valores normais para 0 AG estdo entre 6,6 e 14,7 mmol/L. O aumento desta
variavel geralmente esta relacionado & acidose lactica associada ao exercicio méaximo
(CARLSON, 1997).

A regulacdo do ion hidrogénio é essencial uma vez que as atividades dos
sistemas enzimaticos do organismo sdo influenciadas pelo pH. Trés sistemas sdo
usados para manté-lo em limites compativeis com os processos fisioldgicos, séo eles:
sistema tampdo sanguineo, respiratorio e renal. O sistema tampdo é dividido em trés
grandes componentes: bicarbonato/acido carb6nico, proteinas e fosfatos. (GUYTON &
HALL, 2002). O mecanismo respiratorio altera a taxa de remocdo do didxido de
carbono (CO,) e, consequentemente, alterando a concentracdo do acido carbdnico
(H2CO3) no sangue pela agdo da enzima anidrase carbdnica presente principalmente, nas
hemécias. Porém, o principal responsavel pela excrecdo real do excesso de H* é o
sistema renal (CUNNINGHAM, 1999). Os rins controlam a concentragio de fons H* do
liquido extracelular por trés mecanismos basicos: secre¢do de jons H*, reabsorcdo dos
ions HCOj3  filtrados e producéo de ions HCO3 (HOUPT, 2006).

O exercicio fisico causa elevacao da concentracdo de lactato como produto do
metabolismo anaerobio das células musculares. Mecanismos compensatorios sao
ativados para prevenir as variacdes de pH, sendo eles o consumo de bicarbonato e
reducdo de pCO,. Existe uma relagdo inversamente proporcional entre as variagdes na
concentracdo de lactato e bicarbonato plasmatico (AGUILERA-TEJERO et al., 2000).

O pH da fibra muscular em repouso é regulado pelo sistema Na'/H", enquanto o
sistema HCO;3™ tem func&o secundaria. Durante a atividade muscular intensa, tanto o H”
quanto o lactato se acumulam na célula, causando diminuicdo do pH intracelular
levando o animal & fadiga. Somente o sistema lactato/ H* remove lactato do interior da
fibra muscular enquanto o H* pode ser removido pelos sistemas HCOs', lactato/ H* e
Na'/H*. A atividade destes sistemas é dependente do tipo de fibra, da idade e do
treinamento fisico. A capacidade do sistema HCOj3 é especifica para o tipo de fibra
muscular (JUEL, 1997).

A quantidade de O, no sangue arterial ¢ determinada principalmente, pela
concentracdo de hemoglobina e pela porcentagem de sitios de ligacdo desta parao O,. O
valor de O, ligado a hemoglobina determina a saturacdo de oxigénio (sO;) (POOLE &
ERICKSON, 2004). A presséo parcial de O, (pO,) representa a pressao relativa exercida
pelo gas em uma mistura de gases (no ar ou em meio liquido) (FENGER et al., 2000).

A afinidade da hemoglobina pelo oxigénio e a posicdo da curva de dissociacédo
do mesmo sao dependentes da temperatura, do pH e da ligacdo do CO, a molécula de
hemoglobina, chamado de efeito Bohr (TERZY, 1992). Acidemia, elevacdo da pressdo
parcial de didxido de carbono e da temperatura, deslocam a curva para a direita, ou seja,
diminuem a afinidade da hemoglobina pelo O, e mais O, sera liberado. Quando ocorre a
elevacdo do pH, a diminuicdo do CO, e da temperatura ha deslocamento da curva para
a esquerda aumentando a afinidade da hemoglobina pelo O, produzindo maior saturagédo

20



de hemoglobina para uma dada presséo parcial de O, (Figura 1). Tal fen6meno ajuda a
aumentar o carreamento de O, nos capilares pulmonares (FENGER et al., 2000).

A capacidade da hemoglobina em fixar oxigénio depende de seu grupamento
heme, que é constituido de uma parte orgénica (protoporfirina) e um atomo de ferro,
podendo este estar tanto no estado ferroso (+2) como no férrico (+3). Somente o estado
ferroso é capaz de se ligar ao oxigénio. O principal fator que determina a extensdo da
ligagdo do O, a hemoglobina é a pressao parcial de oxigénio. Sob uma pressao parcial
de oxigénio de 100 mmHg, presente no sangue arterial a hemoglobina esta cerca de
97,5% saturada com oxigénio. Quando a pressao parcial de oxigénio é de 40 mmHg
que ocorre no sangue venoso, a saturacao de oxigénio esta em torno de 72% (FENGER
et al., 2000).
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Figura 1. Variacbes da curva de dissociacdo da oxi-hemoglobina em funcdo das
variacOes da concentracdo de hemoglobina, temperatura corpdérea e pCO, (PRATT,
2006).

Durante o exercicio intenso, ocorrem elevacdes do debito cardiaco, da ventilacdo
e da extracdo de O, a partir do sangue em resposta a0 aumento da demanda de O,
porém essas alteracdes ndo atendem as necessidades teciduais, passando a predominar o
metabolismo anaerdbio, resultando em producéo de acido latico. A pO, diminui para
aproximadamente 40 mmHg aumentando a captacdo de O,. Com essa pO,, 0 sangue
perde 25% do seu oxigénio por difusdo para as células (LEKEUX & ART, 1994).
Ocorre também alteracdo na diferenca entre as pressées de O, alveolar e arterial, cujo
valor médio em repouso se mantém em torno de 4 mmHg, se elevando podendo atingir
30 mmHg, o que pode impedir a difusdo do O, dos alvéolos para o sangue (NYMAN et
al., 1995). O impedimento da difusdo de O, do alvéolo para o sangue é relatado como a
principal causa de ocorréncia de hipoxemia nos exercicios de intensidade méaxima
(WAGNER et al., 1989). Ocorre ainda o decréscimo da sO,, que em média é 95%
durante o repouso, caindo para 85% durante este tipo de exercicio, justificando também
a hipoxemia arterial (POOLE & ERICKSON, 2004) com valores de pO, menores que
80 mmHg e, hipercapnia com valores da pCO, maiores que 50 mmHg (BAYLY et al.,
1989). Outra causa importante da hipoxemia € o aumento da velocidade do fluxo
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sanguineo na artéria pulmonar, devido ao aumento do débito cardiaco, diminuindo
consideravelmente o tempo de captacdo do O, (WILKINS et al., 2001) por diminuir
tempo de trénsito dos eritrocitos pelos capilares.

O transporte do C O, na corrente sanguinea € feito em combinacdo com a dgua
(H20), formando bicarbonato (HCO3') e pela hemoglobina, somente 5% do CO, se
encontram dissolvidos no plasma; esta fragdo representa a pressdo parcial de CO,
(pCO;,) (LEKEUX & ART, 1994).

Estudos mostram a ocorréncia de diminui¢do nos valores de pCO; e aumento de
pCO, imediatamente ap0s o0 exercicio, decorrente da utilizacdo acentuada de oxigénio e
producdo de dioxido de carbono nas células musculares em exercicio (AINSWORTH,
2008). A este fato, soma-se a incapacidade dos equinos de realizar uma hiperventilacédo
compensatéria durante o exercicio, porque 0s equinos apresentam um acoplamento
entre os galdes do galope e os ciclos respiratérios, impedindo assim o aumento
significativo da frequéncia respiratoria, ocorrendo hipercapnia (ATTENBURROW &
GOSS, 1994). Essa hipercapnia pode influenciar o desempenho de equinos durante o
exercicio, retardando a regulacdo do ion hidrogénio, particularmente aquele produzido
nos musculos em atividade (ERICKSON, 1996). Portanto, a hipercapnia é marcante no
sangue venoso, pois no sangue arterial as alteracdes na pressdo parcial de didxido de
carbono arterial (PaCO;) ocorrem apenas em estagios proximos a fadiga (LINDINGER,
2004).

2.5.7 Eletrolitos plasmaticos

A agua é o componente mais abundante no organismo representando nos
equinos aproximadamente 70% do seu peso vivo. Neste liquido estdo diluidas inimeras
substancias, entre elas os eletrdlitos (CARLSON, 1987; JOHNSON, 1998). No liquido
extracelular contém a maior parte do sédio e do cloro prontamente disponiveis e no
liquido intracelular encontra-se a maior concentracdo de potassio, ambos em equilibrio
osmotico. Essa diferengca na composicdo se deve, principalmente, a bomba de
sodio/potassio ATPase das membranas celulares que transporta ativamente Na+ para
fora da célula e K* para dentro, em uma relacio de 3[Na']:2[K'] (BOFFI, 2007).

As funcdes dos eletrdlitos no organismo animal sdo maltiplas, ndo existindo
nenhum processo metabdlico que seja independente ou se mantenha inalterado diante
deles (FAN et al., 1994), sendo a principal funcdo dos eletrolitos a manutencdo das
forcas osmoticas possibilitando o equilibrio de liquidos entre os compartimentos intra e
extracelulares. Estes, ainda, estdo envolvidos na atividade enzimatica, na conducéo
nervosa e despolarizacdo de fibras musculares possibilitando a contracdo muscular
(MANSMANN et al, 1974; HINTON, 1978).

Os efeitos do exercicio sobre os eletrolitos séricos dependem da intensidade e da
duracdo do esforco, bem como do grau de perda dos mesmos. As maiores perdas estdo,
geralmente, relacionadas com exercicio de longa duracdo, mas também podem ocorrer
nos exercicios de alta intensidade e curta duracdo em situagdes ambientais
desfavoraveis como elevadas temperatura e umidade relativa do ar (COENEN, 2005). O
esgotamento de fluidos corporais e reservas de eletrolitos, como consequéncia da
sudorese, representa uma limitacdo importante para manutencéo do desempenho durante
exercicios prolongados (SCHOTT Il & HINCHCLIFF, 1997). Williamson (1974)
visando elucidar problemas de performance, desenvolveu um estudo que forneceu
parametros para valores de concentracdo de eletrolitos séricos. A média obtida para o
ion sodio foi de 141 mg/dl, para o potassio 3,8 mEqg/l, 101 mEg/l para o cloro e 27
mEq/l como referéncia para o bicarbonato.
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O sodio (Na+) é o cation mais importante do liquido extracelular e se encontra
no suor equino em concentragdes semelhantes ou superiores as do plasma. E
responsavel pela manutencdo da osmolaridade e, consequentemente, do volume de
liquido extracelular, da manutencdo da funcionalidade normal do sistema nervoso
central, da geracdo de potencial de acdo e excitabilidade dos tecidos e transporte de
inimeras substancias através das membranas celulares (DEARO, 2001).

O potassio (K") € o principal cation do liquido intracelular, pois 98% do seu
contetido corporal total estdo no interior das células (HOUPT, 2006). Sua manuten¢édo
em niveis fisioldgicos é resultado da ingestdo, absorcao intestinal e perdas na urina, suor
e fezes (JOHNSON, 1995) com a finalidade de preservar a condutividade
neuromuscular e a funcdo cardiaca (SEAHORN & SEAHORN, 2003). Geralmente, ha
aumento de suas concentracGes dependendo da intensidade do esforco fisico devido a
sua maior saida da célula muscular (ROSE & HODGSON, 1994b). Este ion exerce
funcdo vasodilatadora e é responsavel pelo aumento do fluxo sanguineo para os
musculos em atividade e pela reducéo inicial na resisténcia vascular periférica (BERNE
et al., 2004). Perdas de potassio muscular e o aumento acentuado nas concentragdes
plasmaticas durante exercicio de alta intensidade tem sido relacionadas a baixa
atividade da bomba de sodio/potassio ATPase devido a diminui¢cdo do pH na célula
muscular (HARRIS & SNOW, 1988). Alguns autores relacionam o aumento nas
concentracdes plasmaticas de potassio com elevacdes nas concentragdes de lactato e ion
hidrogénio (H") (HARRIS & SNOW, 1988; SEJERSTED, 1992), porém alguns autores
discordam dessa relacdo (FREESTONE et al., 1991).

O calcio sérico total é a soma de trés componentes (célcio ionizado, calcio
ligado a proteinas plasmaticas e o célcio complexado com anions como citrato, fosfato,
bicarbonato e lactato) sendo o quinto elemento mais abundante no organismo. De modo
geral, todo calcio se encontra no meio extracelular e 99% esta armazenado como cristais
de apatita nos 0ssos e dentes. Sua fracdo ionizada € a forma biologicamente ativa e
compde aproximadamente 50% do total de célcio presente no sangue, enquanto que, 0
restante se encontra ligado a albumina e a outras proteinas plasmaticas A principal
funcdo do célcio durante o exercicio é sua fundamental participacdo na contracdo
muscular quando liberado do reticulo sarcoplasmatico (McKEEVER, 2004). A
concentracdo plasmaética de célcio pode se manter inalterada, apesar das perdas que
ocorrem com este ion durante o exercicio, devido a sua baixa concentracdo no suor
(DELDAR et al. 1982).

Um importante ion na manutencdo da eletroneutralidade é o cloro (CI).
Alteracbes nas concentracfes de cloro plasmatico durante o exercicio constituem
evidéncias da perda de cloreto por meio da sudacdo (CARLSON et al., 1995). Para
manter a eletroneutralidade do meio, o organismo mobiliza HCOj3". Acredita-se que a
elevacdo das concentracfes sanguineas de HCOg3', por sua vez, seja responsavel pelo
desenvolvimento de alcalose metabolica. Os mecanismos de difusdo do CO, no sangue
e troca de HCOg3 e CI nos eritrocitos explicam o aumento na concentracdo de HCO3™ e
a reducao de CI" no sangue venoso durante esforco fisico, no qual ha minimo vestigio de
suor. No pulméo, esse processo € revertido com a expiracdo do dioxido de carbono,
resultando no aumento de CI" e diminuicdo de HCOj arterial (TAYLOR et al., 1995).

FOREMAN et al. (1996) avaliaram equinos em esteira com velocidades
incrementais em relacdo as variagdes na concentracdo de eletrolitos plasmaticos. Antes
do exercicio os valores encontrados foram de 136,0 mmol/l para sédio, 4,0 mmol/l para
potassio, cloro de 103,0 mmol/l. A partir do trote houve elevacdo nos valores de sodio e
potassio e, permaneceram semelhantes até o término do teste. A concentracdo de cloro
foi inferior durante o exercicio quando comparado ao valor antes do teste incremental.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local

O experimento foi conduzido no Laboratério de Avaliacdo do Desempenho de
Equinos — LADEQq, localizado na Escola de Equitacdo do Exército (ESEQEX), em
Deodoro, Rio de Janeiro e no Laboratério de Bioenergética e Fisiologia Mitocondrial do
Instituto de Bioguimica Médica da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro. O estudo foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro com o niumero 264/2012.

3.2 Animais

Foram utilizados 14 equinos da raca Brasileiro de Hipismo, sendo nove machos
castrados e cinco fémeas, com idade média de 4,9 + 0,7 anos, peso vivo medio de 494 +
33,9 Kg. Os animais participavam da disciplina de Iniciagdo Esportiva no Curso de
Instrutor de Equitagdo da ESEQEX.

Os equinos foram submetidos a exame clinico e hematoldgico para avaliacdo da
higidez antes de participarem do experimento. Os animais foram pesados em balanga
mecanica (COIMMA®) com capacidade méxima de 1.000 kg. A avaliacdo da
porcentagem de gordura corpdrea foi feita através da determinacdo da espessura de
tecido adiposo na garupa esquerda medida por ultrassonografia (DP-4.900VET
Mindray®) e estimada de acordo com Westervelt et al. (1976).

Durante o periodo experimental os animais permaneceram em baias de alvenaria
4x4m dispondo de comedouro e bebedouro e livre acesso a agua. A dieta foi composta
de feno de coastcross (Cynodon dactylon) e concentrado comercial (Procavalo, Socil®),
fornecida trés vezes ao dia e 50 gramas de sal mineral, fornecido uma vez ao dia, junto
com o concentrado.

A adaptacéo a esteira ergométrica de alta velocidade Galloper 5500 (Sahinco®)
teve a duracdo de 15 dias, consistindo do reconhecimento do local e uso dos
equipamentos de seguranca, a adequada locomoc¢do dos equinos sobre a esteira nos
andamentos passo, trote e galope, bem como sua adaptacdo as mudancas de velocidade
e de inclinacéo.

3.3 Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em dados pareados
com dois tratamentos: Tratamento 1- avaliacdo antes do esforco fisico e Tratamento 2 —
avaliacdo apos o esforco fisico; com 14 repeticdes (animais).

3.4 Teste Incremental de Alta Velocidade

Os equinos foram separados por sorteio em sete pares, sendo dois equinos
avaliados por dia. Este procedimento teve como objetivo avaliar as amostras musculares
de forma mais rapida, aumentando a confiabilidade nas analises.

O frequencimetro cardiaco (Polar®) foi usado monitorando a frequéncia cardiaca
durante todos os testes. Ao final dos testes, os resultados foram transferidos para o
computador através de transmissao por infravermelho, utilizando a interface fornecida
pelo programa Polar® e registrando o maior valor da frequéncia cardiaca, a cada etapa
durante os testes.
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As amostras sanguineas consideradas como basais foram coletadas 6 horas antes
do inicio do teste e 8 horas de jejum prévio. Os animais foram alimentados com
concentrado 5 horas antes do teste, permanecendo em suas baias com livre acesso a
agua. Foi acoplado a regido toracica dos equinos o frequencimetro cardiaco, para o
monitoramento da frequéncia cardiaca. Os animais eram submetidos a rigorosa
antissepsia da regido onde se localiza topograficamente a veia jugular esquerda, para
posterior venocateterizacdo e acoplamento de tubo extensor ao cateter, de modo a
permitir sucessivas coletas durante o teste. O tubo extensor e cateter eram ent&o
preenchidos com solucdo anticoagulante, constituida por solugdo de cloreto de sédio a
0,9% e heparina sddica. Em seguida a regido do cateterismo era envolvida com liga de
elastano, permitindo maior firmeza do sistema coletor durante o teste e, por fim, o
animal era equipado com o selote, que era acoplado ao cinto de seguranca da esteira de
alta velocidade e com protetores de boleto e cascos (Figura 2).

Figura 2. Equino preparado para o teste em esteira de alta velocidade com o
frequencimetro cardiaco, cateterizado e com equipamentos de protecao.

O teste incremental de velocidade foi conduzido em esteira de alta velocidade
Galloper 5500 (Sahinco®). Utilizou-se protocolo adaptado de Hodgson & Rose (1994),
o0 qual consistiu um aquecimento de 10 minutos, composto por 2 minutos na velocidade
de 1,7m/s e 8 minutos na velocidade de 4,0m/s, sendo que os 4 Gltimos minutos nessa
velocidade a esteira estava com inclinacdo de 3%, seguido pelo incremento de 1m/s a
cada minuto, nas velocidades de 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 m/s. Na velocidade de 8 m/s equino
permaneceu até ndo conseguir acompanhar a velocidade da esteira, considerando-se que
0 equino estava em fadiga (Figura 3).
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A esteira foi imediatamente parada e a bidpsia muscular no lado esquerdo foi
realizada (Figura 4). Ao final da bidpsia, procedeu-se o desaquecimento do equino
durante 10 minutos ao passo, sem inclinacdo da esteira. Apds, os animais foram
resfriados e permaneceram até completar 20 minutos numa baia com livre acesso a
agua, sendo liberados com 30 minutos ap6s o término do teste.
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Figura 3. Teste incremental em esteira de alta velocidade.

L

Figura 4. Biopsia muscular no gliteo médio esquerdo imediatamente ap0ds o teste de
esforco maximo na esteira de alta velocidade.
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3.5 Bidpsias Musculares

Antes dos animais serem conduzidos para os testes na esteira foram realizadas
tricotomia, antissepsia e anestesia na regido anatdbmica do musculo gldteo médio
esquerdo e direito. As biopsias musculares ocorrem antes e apds o teste incremental de
velocidade. A técnica consistiu na coleta de fragmentos do musculo gliteo médio
direito e esquerdo, o local padronizado (LINDHOLM & PIEHL, 1974) localizado no
terco médio cranial de uma linha imaginéria que se estende da tuberosidade coxal a base
da cauda. Para tanto, realizou-se tricotomia de uma area de aproximadamente 5cm?,
correspondente a regido do masculo gldteo médio. Em seguida, realizou-se a antissepsia
da area utilizando lodopovidine e alcool iodado (1,0 % de iodo livre em alcool etilico de
77% (v/v)) (Figura 5).

Figura 5. A. Local de realizacdo da bidpsia no terco médio cranial de uma linha
imaginaria que se estende da tuberosidade coxal a base da cauda; B. Bloqueio local com
lidocaina 2%; C. Incisdo na pele e subcutaneo utilizando lamina de bisturi n°® 21; D.
Realizacdo da bidpsia muscular do masculo glateo médio direito utilizando agulha tipo
Bergstrom n° 6.0.

No local onde realizou-se a biopsia do lado direito, foi realizado o blogueio
anestésico local. Foram infiltrados no subcutaneo 2 ml de cloridrato de lidocaina a 2%
sem vasoconstritor — Xilestein 2% (Crystalia®). Ap6s dois minutos, foi feita novamente
uma rigorosa antissepsia na area tricotomizada. Utilizando um bisturi com lamina
descartavel n° 21, foi feita uma incisdo, na pele, tecido subcutaneo, e fascia glutea, de
aproximadamente um centimetro e em seguida promoveu-se hemostasia compressiva
utilizando gaze estéril.

Introduziu-se a agulha de bidpsia percutanea do tipo Bergstrom n° 6.0 acoplada
ao cilindro cortante com a janela fechada, ambos previamente esterilizados, em um
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angulo de 90°, na incisdo promovida pela lamina de bisturi, até aproximadamente 6,0
cm de profundidade, para atingir o musculo gliteo médio. Em seguida, o cilindro
cortante foi suspenso, permitindo a abertura da janela de corte e procedeu-se o
deslocamento lateral na agulha, pressionando lateralmente contra a massa muscular
descrevendo um angulo de 45°, entéo, introduziu-se o cilindro cortante para a realizacao
do corte do fragmento muscular (Figura 6).

Figura 6. A. Agulha tipo Bergstrom n° 6.0; B. Amostras musculares realizadas em
sequéncia em placa de Petri com gases Umidas.

Foram coletadas trés amostras consecutivas do masculo gliteo médio através da
mesma incisdo no lado direito da garupa de cada animal. Apos a colheita da amostra, a
agulha foi retirada cuidadosamente e realizou-se a hemostasia comprimindo-se
manualmente a ferida cirargica com gaze estéril. A lesdo foi tratada com pomada
cicatrizante e repelente. As bidpsias musculares do gliteo médio esquerdo
imediatamente ap6s o ultimo galope com 0s equinos na esteira de alta velocidade
ocorreu como descrito anteriormente.

3.6 Respirometria de Alta Resolucéo

Apos a coleta dos fragmentos de musculo com a biopsia, dois dos fragmentos
ficaram acondicionados em papel filtro até as contragcfes musculares cessarem, depois
um fragmento foi recoberto com talco neutro e rapidamente congelado em nitrogénio
liquido a -160°C por imersdo direta, outro foi rapidamente congelado em nitrogénio
liguido a -160°C por imersdo direta, o terceiro fragmento foi acondicionado,
imediatamente apds a retirada, a 4°C em solugdo de BIOPS contendo 10 mM da CaK,-
EGTA, 7.23 mM de K,-EGTA, 20 mM de imidazol, 20 mM de taurina, 50 mM de K-
MES, 0.5 mM de dithiotreitol, 6.56 mM de MgCl,, 5.77 mM de ATP e 15 mM de
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fosfocreatina para ajustar o pH em 7.1, mantendo assim o metabolismo celular. No
BIOPS, foi feito o divulsionamento das fibras musculares para aumentar a superficie de
contato com a solucdo (Figura 7).

As amostras musculares foram transportadas em BIOPS sob refrigeracdo ao
Laboratério de Bioenergética e Fisiologia Mitocondrial no Instituto de Bioquimica
Médica na Universidade Federal do Rio de Janeiro. O procedimento iniciou-se com uma
segunda separacdo das fibras musculares, retirando o tecido conjuntivo presente no
fragmento utilizando pinga e tesoura. A permeabilizacdo da membrana plasmatica foi
iniciada colocando as fibras musculares em 2ml de BIOPS contendo 50 mg / ml de
saponina, permanecendo por 30 minutos sob leve agitacdo. Apos esse periodo, foram
lavadas trés vezes em 2 ml de MIR 05 (0.5 mM EGTA, 3 mM MgCl,, 60 mM K-
lactobionato, 20 mM taurina, 10 mM KH;PO4, 20 mM Hepes, 110 mM sacarose e 1 g/l
albumina bovina sérica livre de &cidos graxos para ajustar o pH em 7.1) permanecendo
em cada etapa por 10 minutos sob agitacdo. As fibras musculares permeabilizadas
foram imediatamente pesadas em balanca analitica e utilizadas para respirometria de
alta resolucdo (GNAIGER, 2012).

W — S

Figura 7. Amostras musculares divulcionadas acondicionadas a 4°C em 2 ml de BIOPS.

Utilizou-se, aproximadamente, 5mg de fibra muscular permeabilizada para a
analise, foram adicionadas nas cadmaras do Oxigrafo-2k (OROBOROQOS, Innsbruck,
Austria) contendo 2 ml de MiR05 & 37.0 °C. A concentracdo de oxigénio (mM) e o
fluxo de oxigénio por massa muscular (pmol/O,/mg de massa muscular) é calculado
usando o software DatLab (OROBOROS, Innsbruck, Austria).

Durante o protocolo de titulagdo o nivel de oxigénio na cAmara foi mantido entre
70 e 200 mm O, para evitar qualquer limitacdo de oxigénio na respiragdo. Considerando
que a pressdo do oxigénio no nivel do ar ndo é um fator limitante para estudos de
respirometria com baixos niveis de oxigénio para mitocéndrias isoladas. As camaras
foram reoxigenadas quando o nivel médios de O, caiam abaixo de 70 mM.
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O protocolo, adaptado de Votion et. al. (2012) iniciou-se adicionando Piruvato e
Malato (5 e 5 mM, respectivamente) e subsequente adicdo de ADP (1mM). Apds, foi
adicionado Citocromo ¢ (0,01mM). Posteriormente, foi adicionado Succinato (20mM),
e novamente ADP (1mM). A respiragdo mitocondrial foi inibida com adicdo de
Oligomicina (2ug/ml). Com a adigdo de FCCP (Carbonyl-cyane-phenyl-hydrozone)
(0,001mM) obteve-se a capacidade méaxima da cadeia transportadora de elétrons,
adicionando assim trés vezes o volume de 1 uL. de FCCP até ndo observarmos aumento
da respiragdo mitocondrial. A inibicdo do Complexo | foi feita com a adigdo de
Rotenona (0,5 uM). Adicionou-se TTFA (4 uM). Finalmente, o consumo residual de
oxigénio foi obtido com adigdo de Antimicina A (2,5uM) que bloqueia a passagem de
elétrons pelo Complexo IlI.

3.7 Amostras Sanguineas

Em todos os testes procedeu-se coleta de sangue 6 horas antes do teste (coleta
basal), com o equinos em jejum de 8 horas, por pungédo da veia jugular esquerda com
agulha propria para coleta a vacuo em tubos siliconados contendo EDTA, fluoreto de
sodio e sem anticoagulante, destinando-se a analise de hemograma, lactato e glicose e
enzimas musculares como a creatinaquinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH),
respectivamente (Figura 8).

Durante a execucdo do protocolo foram realizadas coletas de sangue a cada
mudanca de velocidade e imediatamente, apds o ultimo galope, em tubos contendo
EDTA para o hemograma e, contendo fluoreto de sddio para analise de lactato e glicose.
Nos testes em esteira de alta velocidade, as coletas eram realizadas através do sistema
coletor previamente instalado nos animais como descrito anteriormente. Para avaliagcdo
da recuperacdo do teste, foram coletadas amostras aos 10 e 30 minutos do final do
altimo galope.

Ao final da ultima etapa, as 3, 6, 12 e 24 horas ap0s o teste foram tomadas
amostras de sangue, por puncédo da veia jugular esquerda, em tubo sem anticoagulante,
para analises de CK e LDH.

Apo0s a obtencdo das amostras, 0s tubos eram armazenados sob refrigeracéo até o
adequado processamento. O hemograma foi realizado em contador de células
automatico. Os tubos contendo Fluoreto de Sddio e sem anticoagulante foram
centrifugados a 3.000 rpm por 10 minutos para obtencdo de plasma e soro,
respectivamente. O plasma foi congelado até realizacdo das analises por
espectrofotometria para lactato (Katal® Lactato LOD-PAP) e para glicose (Labtest®).
O soro foi congelado e posteriormente foram realizadas as analises das enzimas LDH e
CK em espectofotdmetro com os respectivos Kits da Biosystem®.
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Figura 8. Amostras plasmaticas ap6s centrifugacdo acondicionadas em eppendorf para
serem congeladas.

Para a analise hemogasométrica, as amostras de sangue foram coletadas
anaerobicamente, simultdnea as coletas de sangue para hemograma e analises
bioquimicas, sendo 5 horas antes do teste e imediatamente apds o Gltimo galope, através
da puncdo da jugular, com agulha 25 x 0,8mm, em seringas plasticas descartaveis de 5
ml, e encaminhadas imediatamente, em intervalo maximo de trés minutos, para a analise
das seguintes variaveis: potencial hidrogénio-iénico (pH), pressdo de gas carbdnico
(pCO,), pressao de oxigénio (pO,), concentracdo de bicarbonato (HCOj3), e analise das
concentracfes sanguineas dos ions sodio, potassio e calcio com equipamento de
hemogasometria I-Stat (Roche®).

3.8 Anélises Estatisticas
Os resultados das variaveis foram comparados pelo teste t pareado, a 5% de
probabilidade. As variaveis estudadas foram analisadas mediante o programa estatistico

GraphPad Prism 5.01. Os resultados foram apresentados como valores médios + desvio
padrdo, na forma de tabelas e figuras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Peso e Escore Corporal

O valor médio do peso corporal dos equinos foi de 494 kg e a espessura média
da gordura subcutanea na regido da garupa destes animais foi de 0,44 cm (Tabela 2). A
avaliacdo por ultrassonografia da gordura de cobertura na garupa dos equinos foi
utilizada para estimar a gordura corporal total obtendo-se o valor médio de 10,7%.

Tabela 2. Peso corporal (Kg), espessura da gordura subcutdnea na garupa (cm) e
percentual de gordura (%) (n=14).

Peso corporal (Kg) Espessura de gordura da Gordura corporal (%) *
garupa (cm)

494 + 33,9 0,44 +0,21 10,7+1,0

* 9= 8,64 + 4,70 X (r* = 0,86)

Segundo 0 NRC (2007), um equino de 500kg e com 5% de gordura possui 10
vezes mais energia acumulada na forma de gordura do que na forma de glicogénio,
todavia ainda ha poucos estudos que indiquem a porcentagem de gordura em diferentes
grupos de equideos. Devido a esse fato, tem sido estimulada a mensuracdo da
porcentagem de gordura corporal em equinos para uma melhor compreensdo das
adaptacfes metabolicas durante as diferentes fases produtivas e/ou durante seus
treinamentos. Manso Filho et al. (2009) observaram que animais jovens e cavalos de
vagquejada apresentam menores percentagens de gordura corporal quando comparado
com garanhdes e equinos castrados ndo ativos. A reduzida massa de gordura desses
animais indica que os grupos de animais (crescimento, lactacdo e competicfes) sdo
sujeitos a maiores desafios metabolicos e, por conseguinte, maior demanda energética,
apresentaram menores acumulos de gordura corporal.

O aumento da porcentagem de gordura corporal pode significar aumento das
reservas energeéticas para os exercicios de resisténcia, mas nao para os de corrida, pois a
formacdo de ATP a partir de compostos originarios do tecido adiposo demora mais para
ser metabolizada. O tempo de corrida esta correlacionado negativamente com a
quantidade de gordura corporal. Assim, 0s equinos de corrida apresentam baixa
porcentagem de gordura, aproximadamente, 10,0% e equinos de vaquejada de 10,8%
(MANSA FILHO et al., 2009). Essas porcentagens de gordura descritas na literatura sdo
semelhantes a encontrada nesse estudo para equinos de CCE.

Leleu et al. (2009) avaliaram potros Puro Sangue Inglés e observaram que a
composicdo corporal dos animais foi estreitamente relacionada com medidas indiretas
de capacidade aerobia, que s@o um dos principais fatores de desempenho atlético em
equinos de corrida de média distancia, o que ndo foi observado nesse estudo, nao
havendo correlacdo da porcentagem de gordura corporal com variaveis como VL4 e
V200.

4.2 Biopsia Muscular
A técnica de biopsia muscular utilizada foi descrita por Lindholm & Piehl
(1974) no musculo glateo médio, por causa da importancia desse musculo no

movimento. Com essa técnica de bidpsia, mesmo considerada muito invasiva
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comparada com as novas técnicas de microbiopsias que usam agulhas menores, ndo
ocorreram problemas com nenhum equino que passou pelo procedimento, nao
precisando de sutura no local da amostragem e o treinamento dos equinos ndo foi
interrompido, como é descrito na literatura (SERRANO et al., 2000a). Porém, notamos
que na incisdo realizada para a bidpsia antes do exercicio demorou, em média, um dia a
mais para completa cicatrizacdo, no entanto, todos os locais de incisdo para as biopsias
estavam completamente cicatrizados quatro dias ap0s a realizacdo. Observou-se que nos
procedimentos da bidpsia apdés o exercicio ocorreu maior sangramento devido a
vasodilatacdo causada pelo esforgo fisico.

4.3 Respirometria de Alta Resolugéo

Atualmente, existem poucos estudos sobre respirometria mitocondrial em
equinos atletas, existem apenas estudos pioneiros com equinos de resisténcia (enduro)
(VOTION et al.,, 2010). Nesta analise pode-se avaliar as repostas da fosforilagdo
oxidativa e da cadeia transportadora de elétrons de equinos utilizando protocolos com
substratos ou inibidores da cadeia transportadora de elétrons pode-se avaliar a funcao
respiratoria medindo o fluxo de oxigénio consumido quando elétrons sdo transferidos
para 0s complexos dessa cadeia. As medicdes sdo totalmente dependentes do que é
fornecido em cada passo dos protocolos realizados com condigGes experimentais
especificas (ou seja, 37 °C, alta concentracdo de ADP, sem limitagdo de substrato e de
controle do nivel de oxigénio no meio. Nesse estudo o fluxo de oxigénio foi entre 200 a
50 pmol de O,/s*mg de fibra fresca) para atingir a respiracdo maxima (GNAIGER,
2009).

A fosforilacdo oxidativa é o processo que forma ATP a partir de ADP, para que
0COrra esse processo € preciso que a cadeia transportadora de elétrons esteja acoplada. O
acoplamento é conseguido através das bombas de protdns que geram e utilizam a forca
proton-motriz num circuito de protons atraves da membrana mitocondrial interna. Este
circuito de protons € parcialmente desacoplado por vazamentos destes através da
membrana mitocondrial interna. O estado de acoplamento da mitocondria € um
componente chave do controle respiratério mitocondrial considerado seu estado ativo,
aumentando sua afinidade pelo oxigénio. Em condicGes experimentais, o estado
desacoplado é o estado controlado totalmente que pode ser induzido pela adicdo de
substratos desacopladores como o FCCP, obtendo-se um estado de referéncia com
menor potencial de membrana mitocondrial, para avaliacdo da capacidade respiratéria
através do sistema de transferéncia de elétrons (GNAIGER, 2012).

Foi utilizado na presente pesquisa um protocolo de titulagcdo com substratos e
inibidores com a finalidade de avaliar a capacidade respiratoria mitocondrial em fibras
musculares de equinos de CCE antes e ap0s exercicio intenso em esteira de alta
velocidade. Na figura 9, foram ilustrados os valores da respiragdo mitocondrial quando
adicionado os substratos nessa ordem, e a variacdo da respiracdo antes e ap0s exercicio
para cada substrato.

Quando a fibra muscular é colocada na cadmara do oxigrafo com substrato para o
Complexo I, como Piruvato, Malato e Glutamato o ciclo do &cido tricarboxilico sera
estimulado. A estimulacdo da respiracdo mitocondrial aumenta 15% no musculo
esquelético de humanos quando adicionado piruvato/malato (GNAIGER, 2012). A
primeira adicdo de Piruvato e Malato estimulou, principalmente, o Complexo | e em
seguida a adicdo de ADP levou a um aumento da respiracéo, caracterizando o Estado 3.

O citocromo c foi adicionado para avaliar a integridade da membrana
mitocondrial e saber se a respiracdo nao estava sendo superestimada por essa alteragéo.
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Quando o fluxo de oxigénio subiu mais de 15% apds adicdo de citocromo c, foi
descartada a respectiva corrida devido a lesdo na membrana que apresentava.
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Figura 9. Valores da respiracdo mitocondrial quando adicionado os seguintes substratos
piruvato/malato (5/5 mM), ADP (1 mM), citocromo ¢ (0,5 mM), succinato (10 mM),
ADP (1 mM), oligomicina (1 pg), FCCP (1 uM), rotenona (0,5 uM), TTFA (0,3 uM) e
antimicina A (5 uM) antes do exercicio (repouso) e ao final do dltimo galope a 8 m/s,
em equinos submetidos a teste de velocidade incremental até a fadiga em esteira de alta
velocidade.

A adicdo de succinato ativa, predominantemente, o complexo Il e forma o fluxo
maximo respiratorio que envolve o fluxo de elétrons convergente de complexos | + Il
para a proteina Q (GNAIGER, 2009). A reconstituicdo da funcdo do ciclo do acido
tricarboxilico nas mitocondrias permeabilizadas requer a adicdo de succinato como
substrato, principalmente, para o complexo Il (GNAIGER, 2012). Houve adi¢édo
novamente de ADP que pode ser comparada com o ADP regenerado por enzimas como
a hexoquinase ou creatinaquinase para estimulacdo da respiracdo. Em seguida
oligomicina foi injetada para calcular o controle respiratorio, pois a oligomicina inibe a
ATP-sintase.

Para avaliar a respiracdo maxima foi adicionado trés vezes FCCP. Em testes
preliminares observou-se que maiores concentracGes resultavam em inibicdo da
respiracdo. A respiracdo maxima também chamada de capacidade do sistema de
transferéncia de elétrons (ETS) é avaliada em uma operacdo de circuito aberto do
gradiente transmembrana de protons, e esse estado de circuito aberto é estabelecido
experimentalmente por desacoplamento completo usando FCCP. A respiracdo do
complexo | foi medida com a adicdo de rotenona que inibe esse complexo e a respiracao
do complexo Il foi medida com a adi¢do de TTFA que inibe o segundo complexo. A
respiracdo mitocondrial e ndo mitocondrial foi avaliada com a adi¢do de antimicina A,
que inibe a respiracdo mitocondrial.

Os resultados do controle respiratério, respiragdo maxima, respiracdo
mitocondrial, complexo |, complexo Il, respiracdo ndo mitocondrial e estado 3 da
respiracdo com substrato piruvato/malato antes do exercicio (repouso) e ao final do
altimo galope a 8 m/s, em equinos submetidos a teste de velocidade incremental até a
fadiga em esteira de alta velocidade demonstraram que s6 houve alteragdo antes e apds
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0 exercicio nos valores de respiracdo ndo mitocondrial e no estado 3 da respiragdo com
0s substratos piruvato/malato (Tabela 3). Os resultados que apresentaram diferenga
significativa antes e ap0s o exercicio estdo representados na figura 10.
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Figura 10. Valores da respiracdo ndo mitocondrial e estado 3 da respiragdo com
substrato piruvato/malato antes do exercicio (repouso) e ao final do ultimo galope a 8
m/s, em equinos submetidos a teste de velocidade incremental até a fadiga em esteira de
alta velocidade.

N&o houve diferenca (p>0,05) nos valores medios do controle respiratorio antes
e apos exercicio intenso em equinos de CCE. Essa variavel é calculada pela divisdo dos
valores maximos encontrados apds a adi¢do da segunda dose de ADP com os valores do
consumo de oxigénio apos adicdo de oligomicina. Os valores médios observados foram
antes e apds do exercicio, respectivamente, 1,962 + 0,58 e 2,27 + 0,77 (pmol de
O,/s*mg de fibra fresca) (Tabela 3). Essa variavel € a forma indireta de estimar o quanto
de ATP esta sendo formado a parte de ADP, sua média varia normalmente entre 1 e 2
(pmol de Oy/s*mg de fibra fresca) (GNAIGER, 2012).

Os valores da respiracdo maxima encontrados antes e apos do exercicio intenso
ndo diferiram entre si (p>0,05), sendo os valores observados 102,50 + 31,03 e 114,90 +
32,78 (pmol de O./s*mg de fibra fresca), respectivamente (Tabela 3). Como dito
anteriormente, essa variavel é chamada de capacidade do sistema de transferéncia de
elétrons (ETS) que € o fluxo total de protons que passa pela membrana desacoplada.
Votion et.al. (2010) afirmaram que a respiracdo mitocondrial é inibida por valores altos
de lactato plasmatico mostrando a predominancia do metabolismo anaerébio, essa
afirmacdo ndo foi vista nesse estudo onde 0s equinos apresentaram altos indices de
lactato plasmatico mas os valores da respiracdo mitocondrial ndo diminuiram,
caracterizando o metabolismo anaerébio como a principal fonte de energia durante o
teste de esforco maximo.

A respiracdo mitocondrial é o resultado da respiracdo maxima menos o valor
encontrado para o consumo de oxigénio apos adicdo de Antimicina A. Esses valores
médios antes e apos exercicio também ndo variaram entre si (p>0,05) (Tabela 3).

A respiracdo mitocondrial correspondente ao complexo | foi feita pela
diminuicdo do valor do consumo de oxigénio apos a adicao de rotenona no valor médio
encontrado para a respiracdo maxima e a respiracdo correspondente ao Complexo Il é o
valor encontrado para o complexo | menos o consumo de oxigénio observado apds
adicdo de TTFA. Esses dois parametros ndo variaram entre si (p>0,05) como pode ser
visto na tabela 3.
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Tabela 3. Valores médios + desvio padrdo obtidos para controle respiratorio, respiracéo
maxima, respiragdo mitocondrial, complexo I, complexo I, respiracdo ndo mitocondrial
e estado 3 da respiragdo com substrato piruvato/malato antes do exercicio (repouso) e ao
final do dltimo galope a 8 m/s, em equinos submetidos a teste de velocidade incremental
até a fadiga em esteira de alta velocidade.

(pmol de O,/s*mg de fibra fresca) Respirometria mitocondrial
Repouso Apos exercicio
Controle respiratorio 1,962 + 0,58 2,27 +0,77°
Respiracdo Maxima 102,50 + 31,03° 114,90 + 32,78°
Respiracdo Mitocondrial 99,26 + 31,22° 110,30 + 30,89°
Complexo | 62,96 + 34,36° 69,36 + 27,88°
Complexo 11 46,46 + 30,71° 50,06 + 33,28°
Respiracdo Ndo Mitocondrial 3,65 + 2,96" 5,71 + 3,37°
Estado 3 (P/M) 31,23 + 13,87 43,01 + 14,08

Meédias seguidas de letras diferentes nas linhas diferem entre si em teste t pareado (p < 0,05)

No entanto, o consumo de oxigénio correspondente a respiracdo nao
mitocondrial foi maior apds o exercicio (p<0,05) comparada com o valor observado
antes do teste de esforco (Tabela 3). Esse resultado mostra que houve aumento da
respiracdo residual de oxidases do musculo apds o exercicio intenso (GNAIGER, 2012).
Votion et.al. (2010) avaliando equinos ap0s prova de enduro obtiveram um valor de
respiracdo ndo mitocondrial de apenas 2% da respiracdo maxima, consideraram que as
reacOes oxidativas secundarias foram insignificantes, nesse estudo esse indice foi de
aproximadamente 4%. Os valores do consumo do Estado 3 ap0s o exercicio também foi
maior comparado com o anterior ao exercicio (p<0,05) como mostrado na tabela 3,
porém, essa variacdo necessita de mais estudos para que haja entendimento do porqué
desse aumento.

No presente estudo, a respiracdo mitocondrial por massa muscular foi
determinada por adicGes sequenciais de combinacdo de substratos que fornecem
elétrons para a coenzima Q. A cadeia transportadora de elétrons ndo pode ser
conceituada como linear, 0 Complexo | e o Il devem ser vistos como ramos de entrada
convergentes para a coenzima Q. In vivo, o fluxo de elétrons se liga a coenzima Q,
vindos de diversas vias metabodlicas. Os elétrons sdo provenientes de glicélise aerdbica
que resultam da descarboxilacdo de piruvato pela piruvato desidrogenase localizada nas
mitocdndrias, a partir do ciclo do acido tricarboxilico e da B oxidagdo de acidos graxos.
Essa funcdo integrada dos substratos que chegam a proteina Q pelos complexos
aumenta a funcdo do ciclo do &cido tricarboxilico em até duas vezes comparado com
experimentos que usavam apenas succinato + rotenona (Complexo I1) ou substratos
apenas ligados a NADH (Complexo I) (GNAIGER, 2009).

A capacidade oxidativa da célula muscular pode ser aumentada de acordo com o
treinamento que o equino pratique. Programas de condicionamentos aer6bios em equino
de enduro induzem maior aumento na atividade do metabolismo oxidativo e uma
diminuicdo do metabolismo anaerobio comparado com outros tipos de treinamento
(RIVERO et al, 1995 c). Mamiferos podem aumentar a taxa metabdlica em até 30 vezes
em exercicio maximo, porém, equinos atletas podem aumentar essa taxa em até 50
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vezes. No entanto, o aumento da demanda energética ap6s o inicio do exercicio ndo é
essencial para ativacdo da respiragdo, ela esta limitada, in vivo, pelo suplemento de
oxigénio da célula (GNAIGER, 2009). Esse parametro é limitado pelo metabolismo
oxidativo das células musculares, pois se ele ndo sustentar o consumo de energia pelo
musculo, o metabolismo anaerébio produzird energia com a liberacdo de lactato para o
sangue que em altas concentracGes pode cessar a pratica do exercicio (WEIBEL et.al.,
2005).

4.4 Lactato Plasméatico

Houve diferenca (p<0,05) nos valores médios de lactato plasmatico antes do
teste, imediatamente apds o ultimo galope e 30 minutos ap6s o término do exercicio,
correspondendo ao final da recuperacdo. Os valores observados nesses momentos
foram, respectivamente, de 0,39 £ 0,10; 11,83 £ 5,77 e 3,96 £ 4,64 mmol/L (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios * desvio padrdo da concentracdo plasmatica de lactato antes
(repouso), ao final do Gltimo galope a 8 m/s e 30 minutos apos 0 exercicio,em equinos
submetidos a teste de velocidade incremental até a fadiga em esteira de alta velocidade.

Repouso 8m/s Ap06s 30 min

Lactato plasmatico 0,39 + 0,10° 11.83 +5.77° 3,96 + 4,64°
(mmol/L)

Meédias seguidas de letras diferentes nas linhas diferem entre si em teste t pareado (p < 0,05)

O aumento da concentracdo de lactato no musculo e no sangue pode ser
causados por varios fatores, sendo a quantidade de O, presente no masculo um deles. O
lactato € um composto produzido pelo metabolismo anaerobio, caracterizado pela
auséncia de O,, mas também, quando ha concentracdes baixas de O, (GLADDEN,
2004). Os valores de lactato plasmatico observados apos o exercicio foram considerados
altos demonstrando que a intensidade do exercicio foi elevada, por existir uma
correlacdo altamente positiva entre a concentracdo de lactato e a intensidade das sessdes
de exercicio, segundo Guhl et al. (1996).

A exponencial das concentragdes plasmaticas de lactato em funcdo da
velocidade determinada para os equinos exercitados em esteira rolante resulta curva
velocidade-lactato (Figura 11).
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Figura 11. Valores de lactato (mmol/L) durante o exercicio nas velocidades 1,7 m/s, 4
m/s, 5 m/s, 6 m/s, 7 m/s e 8 m/s, em equinos submetidos a teste de velocidade
incremental até a fadiga em esteira de alta velocidade.

O aumento da intensidade do exercicio na velocidade 6 m/s fez aumentar a
demanda energética provida pelo metabolismo anaerobio causando aumento marcante
do lactato, caracterizado por uma inflexdo da curva para cima nesse ponto
(HOLLMANN, 1985).

A utilizacdo da velocidade que coincide com a inflexdo da curva velocidade-
lactato para cima é denominada tradicionalmente como limiar anaerobio, sendo fixada
na velocidade obtida em testes progressivos na qual a concentracao de lactato atinge 4,0
mmol/L (VL4) esse ponto é usado para estabelecer a carga de trabalho durante o
treinamento e avaliar o condicionamento fisico do equino. Porém, estudos mostram que
essa velocidade é elevada para os equinos, causando diversas lesbes em articulacOes
distais dos membros (SHEARMAN et al., 2002).

No presente estudo, o valor de VL4 foi de 8,8 £ 1,97 m/s (Tabela 5). Persson et
al. (1983a) observaram valor médio de VL4 semelhante em equinos sobreanos treinados
durante teste progressivo em esteira de alta velocidade, sendo o valor de VL4 de 8,2m/s,
que foi significativamente maior comparado a média de equinos ndo treinados durante
as mesmas condicdes de teste, que foi de 5,8m/s, demonstrando que esta variavel
apresenta efeito do treinamento.

Tabela 5. Valores médios + desvio padrdo das variaveis VL2, VL4 e V200 em equinos
submetidos a teste de velocidade incremental até a fadiga em esteira de alta velocidade.

VL2 (m/s) VL4 (m/s) V200 (m/s)

6,4+1,6 88+19 89+12

O valor de V2 observado nesse estudo foi de 6,4 + 1,55 m/s (Tabela 5). Valor
médio de V2 de 6,7 0,75 m/s, semelhantes ao do presente estudo foi observado por
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Piccione et al. (2004) em um grupo de 30 equinos Anglo Arabe realizando teste
composto de trés cargas de esforgo progressivo a campo.

O valor médio de lactato plasmatico ao final do teste de esforgo fisico foi de
11,8 £ 4,16 mmol/L, ocorrendo aumento de 68,5% em relacdo ao valor médio
observado na velocidade de 7 m/s de 3,5 + 1,39 mmol/L. Ap6s 10 minutos do final do
teste, foi observado valor médio de lactato plasmético de 7,9 + 4,42 mmol/L,
caracterizando decréscimo de 36,7% em relacdo ao valor médio ao final do teste. Aos
30 minutos do término do teste incremental foi observada reducéo de 72,8% no valor
médio de lactato plasmético em relacdo ao observado imediatamente apos o teste, sendo
os valores médios apds 30 minutos do final do esforco fisico de 3,5 + 2,97 mmol/L
(Figura 12).
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Figura 12. Valores de lactato (mmol/L) durante o exercicio nos tempos 4 min, 8 min, 9
min, 10 min, 11 min, 12 min e ap0s exercicios nos tempos 22 min e 42 min, em equinos
submetidos a teste de velocidade incremental até a fadiga em esteira de alta velocidade.

O lactato € considerado um importante composto intermediario para inumeros
processos metabolicos, especialmente, para metabolismo aerdbio. Durante o repouso, 0
lactato plasmatico é distribuido para os tecidos onde é oxidado. O musculo esquelético,
por sua grande massa e seu metabolismo, produz e consome lactato. A maior parte do
lactato absorvido pelo musculo € oxidado para a producdo de energia, sendo melhor
consumido no musculo exercitado moderadamente. Assim, o lactato compete com a
glicose como fonte de hidratos de carbonos em células musculares exercitadas
moderadamente, poupando glicose para o uso de outros tecidos (GLADDEN, 2004).

Jacobs et.al. (2012) demonstraram que as mitocondrias de musculo esquelético
humano ndo podem oxidar diretamente o lactato dentro da matriz mitocondrial. Estes
resultados apoiam afirmac6es anteriores que o lactato é convertido em piruvato dentro
do espaco intermembranar mitocondrial, e este levado a matriz mitocondrial onde entra
no ciclo do &cido tricarboxicilico sendo finalmente oxidado.

Pode-se afirmar, que em exercicio submaximo, a taxa de gliconeogénese
aumenta comparada com a taxa que ocorre em exercicio maximo, sendo o lactato um
importante percursor da gliconeogénese. Estima-se que a conversdo de lactato a glicose
no figado e nos rins é responsavel por aproximadamente 25% da eliminacdo de acido
lactico durante o exercicio por essa via metabdlica (DONOVAN & BROOKS, 1983).
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Stevenson et. al. (1987), mostrou que o consumo do lactato pelos tecidos caracteriza o
rapido decréscimo que ocorreu em seus valores durante a recuperacao.

Em pH fisioldgico, o lactato é dissociado em fon lactato e H*. Como em
exercicio intenso as concentracdes desse compostos se elevam, pesquisadores afirmam
que os fons H* causam prejuizos no desempenho durante exercicio (GLADDEN, 2004).
Acreditava-se que o declinio na forca muscular era causado pela diminui¢do do pH
muscular por varios motivos, como a diminui¢do da velocidade do encurtamento das
fibras musculares; inibicdo da ATPase miofibrilar; inibicdo da taxa de glicélise; inibicdo
competitiva com o0 Ca*? pela troponina C e a reducéo da reabsorcéo de Ca*? através da
inibicdo da ATPase sarcoplasmatica, levando a subsequente reducéo da liberracdo de
Ca*? (GLADDEN, 2004). Atualmente, a acidose muscular como importante causa de
fadiga é contestada. Experimentos mostram que 0s motivos expostos como causadores
da fadiga pela acidose ndo ocorrem em temperaturas que estdo mais préximas as
encontradas fisiologicamente (GLADDEN, 2004). A acidose ndo pode ser descartada
como causa de fadiga muscular, mas estudos mostram que o Pi pode agir como agente
primario de fadiga durante exercicio intenso de curta duracdo em humanos
(GLADDEN, 2004). Os resultados observados nesse trabalho corroboram com a
afirmativa anterior, pois ndo houve correlacdo entre os valores de lactato e o tempo em
que cada equino permaneceu galopando a 8m/s.

4.5 Frequéncia Cardiaca

Os valores da frequéncia cardiaca obtidos em repouso revelaram valores
compativeis com os valores de referéncia para a espécie equina (ASHEIM et al., 1970) e
revelaram um aumento progressivo desde o repouso, de 53 bpm até o valor maximo de
207 bpm na velocidade de 8 m/s (Tabela 6).

Tabela 6. Valores médios = desvio padrdo da frequéncia cardiaca (bpm) antes
(repouso), na velocidade de 8 m/s, ao final do ultimo galope a 8 m/s e 30 minutos apds
0 exercicio, em equinos submetidos a teste de velocidade incremental até a fadiga em
esteira de alta velocidade.

8 m/s Ao final da

Repouso velocidade de 8m/s

Apos 30 min

Frequencia — os 4 96156 187442053 207 + 12,66° 78 + 13,55
Cardiaca (bpm)

Médias seguidas de letras diferentes nas linhas diferem entre si em teste t pareado (p < 0,05)

Os valores médios das frequénicas cardiacas aferidos quando 0s animais
galopavam na velocidade 8m/s e ao final do tempo transcorrido nessa velocidade nédo
diferiram entre si (p>0,05), sendo que os animais alcancaram sua frequéncia cardiaca
maxima, mesmo aumentado a intensidade do exercicio esse valor ndo aumentaria.

De acordo com Art et al., (1990a), a frequéncia cardiaca e a concentracdo de
lactato correlacionam-se diretamente com a velocidade, esse dois parametros estdo
fortemente relacionada ao esforco fisico. Asheim et al. (1970) registraram valores de
frequéncia cardiaca superiores durante o trabalho de trote rapido e galope em relacdo ao
repouso. Os valores da frequéncia cardiaca ndo séo alterados com o treinamento, porém
pode-se aumentar a velocidade que o equino alcanca sua frequéncia cardiaca maxima.
GEHLEN et al. (2006) avaliando equinos de CCE treinados e ndo treinados e a
influéncia do treinamento na funcéo cardiaca perceberam que a frequéncia cardiaca ndo
foi significativamente diferente entre os animais de ambos 0s grupos. No entanto,
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observaram decréscimo mais rapido dos batimentos cardiacos durante a recuperagdo nos
animais treinados quando comparado aos néo treinados. Pode-se afirmar que 0s equinos
deste estudo ndo apresentavam com bom condicionamento fisico, pois a média da
frequéncia cardiaca ap6s 30 minutos de repouso foi maior (p<0,05) que a apresentada
antes do exercicio, ndo ocorrendo completa recuperacdo dos animais nesse periodo.

A relacdo entre frequéncia cardiaca e intensidade do exercicio é influenciada
pelo treinamento e o nivel de condicionamento fisico, sendo um dos indices mais
utilizado em equinos o V200, intensidade do exercicio em que o animal atinge
frequéncia cardiaca de 200 bpm (EVANS, 2008). A media do V200 calculada nesse
estudo foi de 8,9 + 1,2 m/s, semelhante ao valor encontrado por Ferreira (2012) que
avaliou equinos de CCE em esteira de alta velocidade em teste progressivo,
apresentaram valor médio de 8,65 +1,38 m/s.

4.6 Hematocrito e Proteina Plasmaética Total (PPT)

O valor médio do hematdcrito no ultimo galope do teste foi de 53,21 + 4,75 %
(Tabela 7), semelhante ao valor médio observado por Mufioz et al. (1997), de 52,81%,
avaliando equinos da raga Andaluz em teste em esteira de alta velocidade.

Tabela 7. Valores médios + desvio padrdo do hematdcrito (%) e PPT (g/dL) antes
(repouso), ao final do ultimo galope a 8 m/s e 10 e 30 minutos apds o exercicio, em
equinos submetidos a teste de velocidade incremental até a fadiga em esteira de alta
velocidade.

Repouso 8 m/s Apos 10 min Apos 30 min

Hematocrito (%) 339+21° 53,2+ 4,8° 43,0 +6,0° 35,3+ 4,9°

PPT (g/dL) 6,1+ 0,4° 7,2 +0,5° 6,5+ 0,6 6,3+0,3°

Médias seguidas de letras diferentes nas linhas diferem entre si em teste t pareado (p < 0,05)

O acréscimo nos valores do hematdcrito verificado apds o exercicio em esteira é
resultante do estimulo simpatico que mobiliza eritrocitos armazenados no baco, que
apresenta a capacidade de armazenar aproximadamente 33% do volume de eritrocitos
do organismo, com a finalidade de aumentar a capacidade sanguinea de transporte de
oxigénio (KINGSTON, 2004). Apds 30 minutos do término do exercicio, os valores de
hematocrito se igualavam aos valores do inicio de teste, mostrando a redistribuicdo dos
eritrocitos e devido a ingestdo de agua nesse periodo, 0 aumento do volume plasmatico.

Incrementos nos percentuais de hematdcrito foram observados a medida que a
intensidade do exercicio aumentou (Tabela 7). Andrews et al. (1995) e Bayly &Kline
(2007) obervaram em equinos de corrida, considerada uma modalidade de esforco
intenso, aumentos nas porcentagens de hematdcrito chegando a valores de 65 a 70%.
Em exercicio fisico de baixa intensidade, com frequéncia cardiaca abaixo de 150 bpm,
observam-se menores variacdes nos valores de hematdcrito o que foi atribuido a uma
contracdo esplénica de menor intensidade, provavelmente associada a um estimulo
simpéatico também menor (LEKEUX et al., 1991) (Figura 13). No entanto, estas
varidveis isoladamente, sdo incapazes de predizer o nivel de treinamento ou de
desempenho de equinos (LINDNER, 2000), demonstram apenas a intensidade do
exercicio praticado e em provas de longa duracédo, o grau de desidratacdo do equino.
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Figura 13. Valores de hematdcrito (%) e PPT (g/dL) antes, nas velocidades 1,7; 4,0;
5,0; 6,0; 7,0 e 8,0 m/s e 10 e 30 minutos ap6s o exercicio, em equinos submetidos a
teste de velocidade incremental até a fadiga em esteira de alta velocidade.

Houve aumento (p<0,05) no valor medio de PPT quando os equinos estavam na
velocidade de 8 m/s comparando com os valores em repouso e durante a recuperacdo
(Tabela 7) corroborando com os valores encontrados por Art et al. (1990a) que
verificaram aumento significativo na concentracdo de proteinas plasmaticas totais em
equinos submetidos a provas de salto quando comparados aos valores basais e pos-
prova. Rose et al. (1980) observaram aumento de proteinas plasmaticas totais de 68,0
4,7 dg/l para 73,1 £ 6,2 g/l em equinos apds a prova de salto.

As variacOes de concentracOes de proteinas plasmaticas totais tém sido utilizadas
como um indicador das variacbes de volume plasméatico. O aumento dessas
concentragcdes ocorre possivelmente em funcdo da perda de fluidos do compartimento
vascular pelo suor. Com o aumento de intensidade do exercicio, ha um aumento néo
linear de proteinas plasmaticas totais (HARRIS & SNOW, 1988).

A existéncia de uma correspondéncia entre o condicionamento fisico e o tempo
de duracdo do exercicio de alta intensidade para que ocorra elevagdo nos niveis de
proteinas plasmaticas totais foi observada por Hinchcliff et al. (2002). O
condicionamento promove uma reducdo na concentracao plasmatica de proteinas totais
durante o repouso, no final do periodo de aquecimento e durante o inicio da atividade de
alta intensidade. Porém, ndo causa variagdo na concentracdo de proteinas plasmaticas
ap0s o exercicio intenso.

4.7 Bioquimica Sanguinea
4.7.1 Glicose

No presente estudo, a concentracdo plasmatica de glicose apresentou reducéo
(p<0,05) durante o exercicio em esteira de alta velocidade e ap6s 30 minutos de
recuperacdo os valores de glicose plasmatica voltaram aos seus valores fisioldgicos
(Tabela 8).

A reducdo dos valores plasmaéticos de glicose apresentada é consequéncia da
intensidade do exercicio e do tempo de duracdo da atividade fisica. Em exercicios de
alta intensidade e curta duracdo foi relatado queda na glicemia (RALSTON, 2002), e em
exercicios de alta intensidade e longa duragdo, foi relatado aumento na glicemia de
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equinos (FERRAZ et al., 2010). Este aumento é devido a maior glicogendlise induzida
pela necessidade de glicose dos tecidos e liberagdo de catecolaminas (SLOET VAN
OLDRUITENBORGH-OOSTERBAAN et al., 2006). Porém, a glicemia durante o
exercicio ndo reflete de maneira fidedigna o metabolismo de carboidratos, pois sua
concentracdo € resultado do consumo de glicose pelos tecidos e sua reposicdo hepaética,
dependente do balango entre estes dois processos (ANDERSON, 1975).

A concentragdo de glicose varia de acordo com o consumo desta pelos masculos
e a taxa de glicogendlise e gliconeogénese. O exercicio fisico € acompanhado por
variagdes na regulacdo hormonal da glicemia (JABLONSKA et al., 1991). Esta
diminuicdo esta provavelmente ligada ao aumento da secrecdo de insulina pelo pancreas
causando maior exposicdo das proteinas transportadoras de glicose (GLUT-4) na
membrana celular, além da maior captacdo de glicose pelos musculos durante a
contracdo muscular (GOODYEAR & KHAN, 2002).

Tabela 8. Valores médios + desvio padrdo da glicose plasméatica (mg/dL) antes
(repouso), ao final do ultimo galope a 8 m/s e 10 e 30 minutos apds o exercicio, em
equinos submetidos a teste de velocidade incremental até a fadiga em esteira de alta
velocidade.

Repouso 8 m/s Apos 10 min Apos 30 min
Glicose
plasmatica 109,5+158°  796+164%  952+197*°  109,9 + 11,3
(mg/dL)

Médias seguidas de letras diferentes nas linhas diferem entre si em teste t pareado (p < 0,05)

Ferraz et al. (2008), relataram que as concentragdes de glicose aumentaram
significativamente apds exercicio intenso em equinos exercitados em esteira rolante,
confirmando a atividade de horménios que regulam a atividade energética, como as
catecolaminas que tém seus niveis aumentados durante o exercicio e o glucagon que é
ativado pela gqueda da glicemia durante o exercicio intenso, corroborando com o0s
resultados encontrados nesse estudo.

4.7.2 Enzimas séricas (CK e LDH)

Houve diferenca (p<0,05) na concentracdo sérica de CK 6 horas ap0s o teste de
esforco fisico, sendo a maior concentracdo de creatinaquinase com média igual a 416
U/L (Tabela 9). A partir das 3 horas apds o exercicio a creatinaquinase comeca a
aumentar excedendo os valores de referéncia descritos por Rose & Hodgson (1994b)
que varia de 100 a 300 UI/L. Benesi et al. (2009), avaliando equinos BH jovens
relataram medias de 82 (U/L) para CK, bem abaixo da média encontrada nesse estudo.
Ap0Gs 0 aumento inicial encontrado, os valores da atividade de CK diminuiram como é
relatado na literatura, que aponta pico de atividade desta enzima de 6 a 12 horas apds o
exercicio ou a lesdo muscular, devido essa enzima ter alto peso molecular o que diminui
sua passagem para a corrente sanguinea (TEIXEIRA-NETO et al., 2008). Entretanto o
rapido declinio na atividade da CK no soro indica a auséncia de alteracdes permanentes
na integridade das células musculares (SNOW et al., 1982). Boffi et.al. (2007) relataram
valores de CK aproximados de 1.500 a 10.000 U/L em equinos com lesbes musculares
extensas decorrentes de miopatias. Sendo assim, o aumento dos valores de CK foi
devido ao exercicio e ndo pelas bidpsias musculares, pois seus valores ndo tiveram
muito acréscimo como ocorre em caso de lesGes musculares.
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Tabela 9. Valores médios + desvio padrdo da LDH (U/L) e CK (U/L) ao final do ultimo
galope a 8 m/s, as 3h, 6h, 12h e 24h apds o teste, em equinos submetidos a teste de
velocidade incremental até a fadiga em esteira de alta velocidade.

Enzimas séricas

8 m/s 3h 6 h 12 h 24 h

LDH (U/L) 624 +112,4* 654+130,4° 651 +105,1* 615+1359° 613 +100,9°
CK (U/L) 243 +32,0° 356+131,7*° 416 +138,1° 303 +74,1° 283 +102,1°

Médias seguidas de letras diferentes nas linhas diferem entre si em teste t pareado (p < 0,05)

Segundo Harris et al. (1998) o efeito do exercicio fisico na atividade enzimatica
de CK em cavalos saudaveis, depende do condicionamento fisico do animal, da
intensidade do exercicio, da duracdo e do ambiente, e fatores intrinsecos como idade,
raca e sexo (MUNOZ et al., 2002). O aumento nos niveis de CK pds-exercicio é
considerado diretamente proporcional a duracdo do exercicio e inversamente
proporcional ao preparo fisico do equino, afirmado por Anderson et.al., 1975, que
considerou que a extensao da variagdo dos niveis de CK apresenta uma relacéo inversa
ao condicionamento fisico do cavalo e uma relagéo direta com a duragdo do exercicio.

O tipo, a intensidade e a duracdo do exercicio sdo fatores que influenciam o
aumento das atividades séricas das enzimas CK, sendo que varios estudos indicam
aumento significativo destas atividades apos exercicio de alta intensidade (ART et al.,
1990 e LEKEUX et al.,1991). Porém, alguns autores relatam ndo haver alteracdo da
mesma apos exercicios leves ou ate intensos (HARRIS et al., 1998).

Poucos autores estabeleceram uma relacéo entre a atividade sérica da enzima CK
e 0 desempenho. Anderson (1975) relatou que o acréscimo da atividade enzimatica
estaria relacionado com a aptiddo do animal a determinada atividade fisica, no entanto,
Mufioz et al. (2002) relataram que o treinamento diminui 0 aumento da atividade
enzimatica decorrente do exercicio. Fazio et al. (2011), em trabalho com Puro Sangue
de Corrida e trotadores, relataram que o treinamento aumenta a atividade sérica basal
das enzimas CK e atribuiram este aumento a mudancas na permeabilidade celular dos
miocitos associadas a resposta do metabolismo anaerdbio ao estimulo do treinamento.
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Figura 14. Valores de LDH (U/L) e CK (U/L) ao final do altimo galope a 8 m/s, as 3h,
6h, 12h e 24h ap0os o teste, em equinos submetidos a teste de velocidade incremental até
a fadiga em esteira de alta velocidade.
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O acréscimo na atividade da CK nesse trabalho pode ter sido favorecido também
pelo aumento da concentracdo de ions-hidrogénio, pois ela depende da presenca desses
fons para sua atividade e favorece a manutencdo da homeostasia celular pelo controle do
pH, atribuida a sua capacidade tampao.

Né&o houve diferenca (p>0,05) nos valores sericos de LDH durante a recuperacéo
dos equinos apos o teste fisico até 24 horas apds o esforco. Art et al. (1990a) avaliaram
a concentracdo enzimatica de equinos de salto antes e apds um campeonato verificaram
elevacdo significativa na atividade enzimatica de CK, LDH e AST apds a prova. Rose,
Purdue e Hensley (1977) constataram aumento da concentracdo de LDH 30 minutos
ap6s uma prova de enduro de 100 km. No entanto, essa elevacdo coincidia com a
elevacdo na concentracdo de proteinas plasmaticas totais e foi atribuida a desidratacao.

Com o treinamento, as subunidades M da enzima LDH se convertem em H, que
possuem maior afinidade pelo lactato e consequentemente, 0 oxida com maior rapidez
no musculo. Porém, estudos mostram que a diminuicdo dos valores de lactato muscular
em equinos treinados ndo é causada pelo aumento de sua oxidacdo pela H-LDH e sim
pela sua maior depuracdo para o sangue (FAVERO et.al., 1999), sendo assim, a rapida
diminuicdo dos valores de lactato observada nesse estudo ndo pode ser atribuida a essa
mudanca nas subunidades dessa enzima.

Brandi et.al. (2010) avaliaram equinos Arabes em esteira rolante simulando uma
prova de enduro de 80 km antes e ap0s alimentagdo com 0leo de soja observaram que
apos a alimentacdo com 6leo, os parametros bioquimicos avaliados, concentracdo sérica
de CK e LDH, diminuiram, comprovando o direcionamento do metabolismo energético
para a oxidagdo lipidica, pois essas enzimas atuam amplamente no metabolismo
energético anaerobio, favorecendo a constante reposicdo de ATP ao longo do exercicio,
0 aumento da atividade da LDH incrementaria a geracdo de NAD enfatizando a
fosforilacdo oxidativa, o que ndo foi observado no estudo, pois ndo houve aumento dos
valores dessa enzima, sendo assim, o metabolismo aerobio ndo estava sendo favorecido
durante o teste de esforco.

4.8 Hemogasometria

A reducdo do pH pos exercicio nos equinos nesse estudo (Tabela 10) séo
consistentes com 0s autores utilizando equinos com intensidade de exercicios
semelhantes (TAYLOR et al., 1995). Aguilera-Tejero et al. (2000) verificaram que
exercicio intenso resulta em alteracGes significativas do equilibrio acido-basico, com
elevacdo significativa dos niveis de lactato apds o exercicio devido as alteracOes
provocadas pela libaracdo de energia muscular, principalmente pela via anaerobia,
podem levar a uma acidose metabolica. Essas variaces da concentracdo de lactato sao
compensadas por variaces na concentracdo de bicarbonato. A diminui¢do do pH da-se
na medida que os mecanismos tampdes organicos ndo sdo mais suficientes para a
manutencdo do equilibrio acido basico sanguineo (PICCIONE et al., 2004).

Alguns autores atestam que o lactato seria o responsavel pela queda de pH
observada durante exercicios intensos (BONING & MAASSEN, 2008). Porém, em pH
fisioldgico, o lactato ndo esté dissociado, ndo sendo responsavel pela acidose ocorrida
durante o exercicio. Stewart (1981) salienta que a concentragdo de H* e HCOs sdo
variaveis dependentes do equilibrio &cido-base, isto €, eles ndo sdo fatores causadores.
Em vez disso, o estado acido-base é determinada pelos efeitos independentes de didxido
de carbono (pCO,), a concentracdo de tampdes de &cidos fracos, principalmente, os
aminodacidos de proteinas de plasma, e a diferenca de ions forte [SID]. Neste método, o
lactato € um componente significativo do SID, porém, ndo é o unico fator envolvido nas
alteracdes de pH (GLADDEN, 2004).
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Tabela 10. Valores médios + desvio padrdo obtidas do pH, HCO3 (mmol/L), pCO2
(mmHg/L), TCO, (mmol/L), sO; (%), pO, (mmHg), BE ecf (mmol/L) e Temperatura
Retal (°C) antes (repouso) e ao final do ultimo galope a 8 m/s, em equinos submetidos a
teste de velocidade incremental até a fadiga em esteira de alta velocidade.

Hemogasometria

Repouso Apos exercicio
pH 7,40 + 0,03 7,26 + 0,06"
HCOs (mmol/L) 28,60 + 1,47° 21,00 + 2,64°
pCO, (mmHg) 46,24 + 3,65° 47,84 + 2,54
TCO, (mmol/L) 30,00 * 1,60° 22,00 + 2,76
s O, (%) 63,00 + 6,22° 58,00 + 10,29
pO; (MmHg) 33,00 +2,78" 41,00 + 5,87
BE ecf (mmol/L) 4,0 +1,50° -5,0 +3,67°
Temperatura Retal (°C) 37,00 +0,0° 39,70 + 0,86°

Médias seguidas de letras diferentes nas linhas diferem entre si em teste t pareado (p < 0,05)

Os valores de HCO3™ ap0s o teste foi menor (p<0,05) comparado com os valores
antes do teste, os valores encontrados foram 21,00 + 2,64 e 28,60 + 1,47 mmol/L,
respectivamente. Sendo o resultado apos o teste menor que os relatados por Piccione et
al. (2004) de 24-25 mmol/L para provas de salto e do que os 13 mmol/L relatados por
Ferraz et al. (2010) para provas de polo, esse Ultimo apresentou maior intensidade.

A diminuicdo do pH é relacionada ao fato que, nos tecidos, a difusdo de dioxido
de carbono para a corrente sanguinea faz com que a reacdo (CO; + H,O — H,CO3 —
HCO3 + H") se desloque para a direita, 0 que acarreta aumento das concentragdes de H*
(PRATTE, 2006). A diminuicdo do pH no exercicio de intensidade méaxima esta
relacionada, segundo Watanabe et al. (2006), ao aumento na concentracdo de H+
ocasionado pela predominéncia do metabolismo anaerdbio durante exercicio de
caracteristica maxima. Pode-se observar que ap0s 0 exercicio intenso ocorreu
diminuicdo nas concentracdes de bicarbonato. Durante o exercicio de intensidade
méaxima o bicarbonato e o pH sdo proporcionais. Isto se deve, provavelmente, ao fato de
que o bicarbonato é mobilizado para o tamponamento dos prétons (H) acumulados
(CARLSON, 1995).

Os valores encontrados no presente trabalho antes do exercicio para as pressdes
parciais de O, e CO, foram 33,00 * 2,78 e 46,24 + 3,65 mmHg, respectivamente, foram
um pouco menores para pO, e pCO, do relatado na literatura por Art et al. (1990b)
sendo esses valores 40,3 e 47 mmHg, respectivamente. Piccione et al. (2004)
observaram valores para essas variaveis de pO, de 37-45 e pCO, de 39-41 mmHg e
Silva et al. (2009) de pO, de 37-43 mmHg.

Apos a realizacdo do teste de esforco houve aumento da pO, decorrente da
utilizacdo acentuada de oxigénio. No entanto, os valores de pCO, permaneceram iguais
0 que difere dos resultados encontrados na literatura que mostra aumento dessa variavel
apos exercicio devido ao aumento da producdo de didéxido de carbono nas células
musculares em exercicio (AINSWORTH, 2008). A este fato, soma-se a incapacidade
dos equinos de realizar uma hiperventilagdo compensatoria por que eles apresentam um
acoplamento entre os galées do galope e os ciclos respiratdrios, impedindo assim o
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aumento significativo da frequéncia respiratéria (ATTENBURROW; GOSS, 1994).
Esse resultado, do pCO, néo elevar no final do exercicio, sugere que 0s equinos ao final
do ultimo galope fizeram hiperventilagdo corroborando com o comportamento dessa
varigvel durante a recuperagdo (ART et al., 1990b; AGUILERA-TEJERO et al., 2000).

Os valores da saturacdo de oxigénio ndo diferiram entre si antes ou apds o
exercicio (p>0,05) mesmo 0s animais apresentarem aumento da temperatura e queda de
pH apos o exercicio o que causaria 0 chamado efeito Bohr, que é o desvio da curva de
saturacdo da oxihemoglobina a direita causada por esse dois fatores (AINSWORTH,
2008) e da menor pressdao parcial de oxigénio (FENGER et al., 2000). Como apds o
exercicio a pO, foi maior que antes do exercicio, isso pode ter compensado a menor
afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, assim o valor da sO, ndo diferiu entre os
tempos. TERZI (1992) relatou que a porcentagem de saturacdo de hemoglobina depende
da pressé@o parcial de oxigénio e, por isso, quanto maior a pressao parcial de oxigénio
mais fortemente saturada a hemoglobina se encontrard (FENGER et al., 2000).

As limitagGes pulmonares ao exercicio é bem relatada em equinos (BAYLY et
al., 1983) e incluem aumento no gradiente de pressdo de oxigénio alvéolo-pulmonar e
hipoxemia arterial durante exercicio intenso (WAGNER et al., 1995). A diminuicdo na
difuséo alvéolo-capilar que ocorre nos cavalos em atividade fisica intensa se deve as
elevadas velocidades do fluxo sanguineo pelas ramificagOes arteriais pulmonares. O
aumento acentuado do debito cardiaco durante o exercicio causa reducdo acentuada no
tempo de transito capilar e, consequentemente, diminuicdo no tempo de equilibrio do
0O,, com impedimento da difusdo (WILKINS et al., 2001). WAGNER et al. (1989) e
WATANABE et al. (2006), relataram hipoxemia arterial em testes com protocole com
incrementos de velocidade a cada um minuto como foi feito nesse estudo, porém, os
equinos ndo apresentaram hipoxemia, ao contrario, a pO, foi maior ap6s o teste
(p<0,05) mostrando que os equinos fizeram hiperventilacdo antes da coleta do sangue
para a analise. A hiperventilacdo é necessaria tanto para a regulacdo da pressao parcial
de oxigénio no sangue arterial como para o controle da temperatura corpérea
(TAYLOR et al. 1995).

Os valores de antes do exercicio das varidveis de BE, HCO3; e TCO; assim
como sua queda apds o exercicio foram semelhantes ao relatado na literatura para
exercicios de intensidades moderada a alta (AGUILHERA-TEJERO et al., 2000;
PICCIONE et al., 2004; FERRAZ et al., 2010).

SOBIECH et al. (2005) mostrou que a diminui¢éo no excesso de base no sangue
arterial € relacionada a baixa concentracdo de bicarbonato, o que foi observado nesse
trabalho, que ocorreu diminuic¢do dos valores de BE e HCO3™ pds o exercicio. Relativo
ao exercicio, o comportamento do excesso/deficit de base acompanha a variacao do ion
bicarbonato. O HCOj3' representa aproximadamente 95% do TCO,, por isso os valores
de TCO, foram menores apds o exercicio comparado com o resultado em repouso
(p<0,05), pois os valores do HCO3™ também diminuiram apds o teste. O CO, dissolvido
no plasma corresponde a apenas 5 % do valor do TCO2 (LINDNER et.al., 2006).

4.9 Eletrolitos Plasmaticos

A hipercalemia induzida pelo exercicio de alta intensidade € uma das mudancas
mais acentuadas que ocorrem no equilibrio idnico durante exercicio. Lindinger et.al,
(1995) observaram valores aproximados de 8 mmol/L de potéassio plasmatico em atletas
humanos, afirmaram que esse aumento ocorreu devido ao maior efluxo de K* durante a
despolarizacdo do reticulo sarcoplasmatico comparado com a taxa de recaptacdo desse
ion pela bomba Na/K ATPase. Valores mais altos foram observados em equinos aps
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exercicio extenuante em esteira de alta velocidade, sendo os valores 10 mmol/L,
aproximadamente (HARRIS & SNOW, 1992). Diferenciando do resultado encontrado
nesse estudo, que apds o exercicio extenuante a média dos valores de potassio
plasmatico foi de 5,50 + 0,23 mmol/L, ocorrendo aumento significativo em relagdo ao
valor encontrado antes do exercicio que foi de 3,80 + 0,20 (Tabela 11).

Tabela 11. Valores médios + desvio padrdo obtidas do Na (mEg/L), K (mEg/L) e Ca
(mmol/L) antes (repouso) e ao final do ultimo galope a 8 m/s, em equinos submetidos a
teste de velocidade incremental até a fadiga em esteira de alta velocidade.

Eletrdlitos plasmaticos

Repouso Apos exercicio
K* (mEg/L) 3,80 + 0,20° 5,50 + 0,23°
Na* (mEg/L) 137 +1,35° 142 +2,77°
Ca®* (mmol/L) 1,76 + 0,05° 1,55 + 0,05°

Médias seguidas de letras diferentes nas linhas diferem entre si em teste t pareado (p < 0,05)

Aumentos dos valores de potéssio plasmatico podem contribuir para o
desenvolvimento de fadiga muscular, porém existem mecanismos regulatorios para
atenuar esses aumentos. As respostas regulatorias incluem a captacio de K* pelos
eritrocitos dentro do espaco vascular, bem como distribuicdo para tecidos menos ativos
durante o exercicio, principalmente, masculo ndo exercitados da cabega. A captagédo
pelos eritrocitos pode ser responsavel pelo sequestro de aproximadamente 10% do K*
liberados durante o exercicio extenuante (LINDINGER et al , 1995).

Em relacdo aos equinos, os maiores valores no plasma de K" provavelmente
refletem a utilizacdo de uma maior porcentagem de massa total de musculo esquelético
durante exercicio comparando com atletas humanos. Os equinos também possuem
menos muasculo ndo exercitado disponivel para absorgdo K*. Portanto, esses distdrbios
ionicos podem contribuir para a fadiga muscular nesta espécie. Perda continuada de K*
do masculo ativo causa desequilibrio no potencial de membrana, levando a um declinio
progressivo no seu potencial de repouso. Como consequéncia, a despolarizacdo do
reticulo sarcoplasmatico € acompanhada por um aumento do potencial de acdo e uma
velocidade progressivamente menor deste, 0 que pode levar a menor libertacao de calcio
pelo reticulo sarcoplasmatico durante a contragdo muscular (LINDINGER et. al., 1995).

Apds o término do exercicio, os valores plasmaticos de K* diminuem
rapidamente devido a rapida recaptacdo pelo musculo esquelético que estava ativo
durante o exercicio (LINDINGER et al., 1995). Porém ha a liberacio do K" absolvido
na corrente sanguinea pelos masculos ndo exercitados. A recuperacdo dos valores de
potassio plasmatico ocorre apds 15 minutos do final do esforgo fisico (SCHOTT et.al.,
2002). As elevacdes deste cation no plasma constituem o principal estimulo para a
liberacdo de aldosterona, fazendo com que seja eliminado na urina e prevenindo seu
aumento excessivo (PRATT, 2006).

Durante exercicio intenso, o volume plasmatico diminui devido a mudanca do
liquido extracelular para o intersticio e para o interior das células. Este deslocamento
do fluido causa hemoconcentracdo e aumentos na concentracdo de inumeros
componentes do plasma, incluindo Na* e K'. No entanto, a concentracio de Na’
plasmatica diminui devido ao efluxo de 4gua no musculo esquelético ativo, enguanto
que as concentracdes de K™ aumentam (VAN BEAUMONT et.al., 1973). Estudos com
equinos discordam dessas afirmagGes, Schott et.al. (2002) mostraram um aumento
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aproximado de 6 % da concentracdo de Na* apds exercicio extenuante em relagdo ao
valor em repouso, consistente com uma perda maior de agua do que de Na* a partir do
plasma. Como foi observado nesse estudo, ocorreu aumento nos valores plasmaticos de
sodio apds o exercicio em comparacdo aos valores em repouso, sendo eles
respectivamente, 142 + 2,77 e 137 £+ 1,35 mmol/L, ocorrendo um aumento de 3,6 %.
Essas mudancas indicaram que a perda de &gua do plasma através de tecidos ativos
ultrapassou a perda de Na’. O musculo inativo é considerado como um reservatdrio de
agua durante o exercicio extenuante.

Quanto as concentragdes de célcio ionizado no sangue venoso durante o
exercicio, apresentaram diminuicdo ap6s o teste de esforco fisico em relagdo aos
observados com o animal em repouso, os valores foram 1,55 £ 0,05 e 1,76 + 0,05
mmol/L, respectivamente. Diminuicdo das concentracdes de Ca’* estd associada a
mobilizacdo deste ion para a contragcdo muscular (GEISER et al., 1995).
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5 CONCLUSOES

O exercicio intenso ndo causou alteracdo nos valores de respiragdo maxima
mitocondrial, ainda que com elevadas concentragcbes de lactato, mostrando que o
metabolismo anaerdbio estava bastante ativo, o ciclo do &cido tricarboxilico ainda
permaneceu fornecendo energia para a contragcdo muscular. Com os resultados pode-se
concluir que ocorreu aumento da atividade de enzimas oxidases ndo mitocondriais ap0s
0 exercicio, pois a taxa de respiracdo ndo mitocondrial foi maior em relagéo a observada
com o animal em repouso.

O exercicio fisico intenso causa variacbes marcantes em parametros
hematoldgicos, bioquimicos e fisiolégicos em equinos iniciantes de Concurso Completo
de Equitacdo. Os pardmetros hematoldgicos avaliados, hematécrito e proteina
plasmatica total, tém suas medias aumentadas juntamente com o aumento da
intensidade do esforcgo fisico, voltando aos parametros basais logo ap6s o término do
exercicio.

Dos parametros bioquimicos analisados, os valores médios de lactato tiveram
aumento exponencial quando houve o aumento da velocidade, porém ndo voltou aos
valores fisioldgicos no tempo estipulado para recupera¢do, 0 mesmo ocorreu com a
frequéncia cardiaca, respostas correspondentes a equinos iniciantes na modalidade
esportiva. A concentracdo serica de glicose é reduzida pela atividade fisica
desempenhada no teste de velocidades incrementais e voltam a glicemia fisioldgica
pouco tempo apads o término do exercicio.

Pelos resultados expostos pode-se concluir que o teste de velocidades
incrementais até a exaustdo caracterizou estimulo suficiente para o extravasamento
celular da enzima CK, que teve seu pico apés 6 horas da realizacdo do teste.

O exercicio causou reducdo nos do pH, HCO3 e BE, porém os valores de pO, e
pCO2 ndo diferiram antes e apds o exercicio, provavelmente porque os animais fizeram
hiperventilacdo ao final do teste de esforco.
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Tabela 1: Valores das concentracfes de Hematdcrito (%) dos equinos, ao longo dos testes de esforco fisico e do periodo de recuperacdo pos teste.

Teste Recuperacéo
Animal Basal 1,7 m/s 4 m/s 5m/s 6 m/s 7mls 8 m/s 10 min 30 min
1 37 35 40 42 45 39 51 33 33
2 34 33 - 33 39 37 50 40 32
3 36 38 44 44 46 49 53 45 34
4 33 39 42 43 44 46 56 34 35
5 33 37 40 43 45 47 52 43 35
6 32 35 40 40 43 45 47 39 32
7 33 30 38 40 42 44 48 40 29
8 30 35 38 40 46 47 53 44 36
9 33 33 37 39 40 45 50 42 32
10 31 33 39 40 46 48 48 40 31
11 34 39 45 47 49 50 59 47 38
12 36 43 47 48 51 54 63 51 40
13 37 43 48 49 49 49 57 52 49
14 35 44 44 50 56 53 58 52 38
Média 34 37 42 43 46 47 53 43 35
D.P. 2,065 4,131 3,450 4,463 4,296 4,498 4,585 5,806 4,802
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Tabela 2: Valores das concentracfes de Proteina Plasmética Total (PPT) dos equinos, ao longo dos testes de esforco fisico e do periodo de
recuperacao pos teste.

Teste Recuperacéo
Animal Basal 1,7 m/s 4 m/s 5m/s 6 m/s 7mls 8 m/s 10 min 30 min
1 5,6 5,6 5,8 6,0 6,0 5,6 6,4 54 6,0
2 5,8 5,6 - 6,0 6,0 6,4 6,8 6,2 6,0
3 7,4 6,8 7,2 7,2 7,4 7,4 8,0 7,0 6,6
4 6,2 6,2 6,6 6,6 6,8 6,8 7.4 6,2 6,4
5 6,0 6,2 6,4 6,4 6,6 6,8 7,2 6,6 6,2
6 6,0 6,0 6,0 6,2 6,4 6,6 7,0 6,0 6,0
7 6,0 6,3 6,6 6,8 7,0 7,0 7.3 6,6 6,1
8 6,2 6,2 6,4 6,4 6,6 6,6 7,0 6,6 6,4
9 6,0 6,0 6,0 6,2 6,2 6,4 6,6 6,0 5,8
10 5,6 6,0 6,2 6,2 6,8 7,0 7,0 6,2 6,0
11 6,0 6,3 6,5 6,8 6,9 7,0 7.6 6,9 6,4
12 6,2 6,6 6,8 71 7,0 7,2 7,2 7.1 6,6
13 6,1 6,5 6,8 7,0 7,0 7,0 7.4 7,2 6,2
14 6,3 71 7.4 7,5 7.5 7,7 8,0 7.4 7,0
Média 6,1 6,2 6,5 6,6 6,7 6,8 7,2 6,5 6,3

D.P. 0,414 0,401 0,447 0,458 0,446 0,487 0,448 0,539 0,311




Tabela 3: Valores das concentracdes de Lactato plasmatico (mmol/L) dos equinos, ao longo dos testes de esforco fisico e do periodo de
recuperacao pos teste.

Teste Recuperacéo

Animal Basal 1,7 m/s 4 m/s 5m/s 6 m/s 7mls 8 m/s 10 min 30 min
1 0,39 0,57 0,57 1,15 2,10 2,66 8,64 1,37 0,81
2 - - - - - - - - -

3 0,49 0,62 1,25 1,56 2,98 4,12 16,89 14,80 4,19
4 0,61 0,66 0,91 1,26 2,30 3,32 14,76 8,84 3,46
5 0,44 0,49 1,29 1,49 2,58 3,06 17,97 12,36 4,96
6 0,54 0,69 0,86 0,98 2,38 4,26 16,89 11,81 4,05
7 0,29 0,37 0,62 0,99 1,69 3,66 8,25 7,30 2,46
8 0,33 0,60 0,77 2,03 2,93 5,44 14,58 9,22 3,24
9 0,30 0,47 0,62 0,65 1,44 3,12 9,66 6,82 3,20
10 0,29 0,22 0,33 0,81 1,83 3,48 9,06 6,40 1,28
11 0,32 0,36 0,48 0,73 0,82 1,38 7,46 3,32 2,11
12 0,31 0,33 0,41 0,69 0,95 1,94 5,61 2,18 1,00
13 0,53 0,59 1,18 2,53 5,00 6,59 17,97 15,00 12,81
14 0,37 0,41 0,74 0,80 2,10 3,95 6,00 3,68 1,70
Média 0,40 0,48 0,79 1,21 2,25 3,69 12,09 8,48 3,71

D.P. 0,110 0,143 0,309 0,567 1,064 1,334 4,645 4,154 2,982




Tabela 4: Valores das concentracfes de Glicose (mg/dL) plasmaética dos equinos, ao longo dos testes de esforgo fisico e do periodo de
recuperacao pos teste.

Teste Recuperacéo
Animal Basal 1,7 m/s 4 m/s 5m/s 6 m/s 7mls 8 m/s 10 min 30 min
1 118 100 102 104 112 97 92 91 97
2 120 106 - 85 97 92 113 107 112
3 102 116 116 90 89 81 80 100 126
4 131 119 112 105 103 107 73 91 118
5 124 126 107 84 78 78 74 121 118
6 112 123 114 99 90 71 73 81 126
7 131 141 118 99 101 99 86 102 115
8 112 145 110 106 110 89 93 118 121
9 90 123 97 97 83 68 58 75 101
10 100 119 95 92 95 86,6 75 91 107
11 107 126 117 104 91 90 61 77 94
12 110 99 100 95 97 88 88 97 103
13 103 98 98 80 81 78 96 127 108
14 73 87 82 80 79 75 53 55 93
Média 110 116 105 94 93 86 80 95 110

D.P. 15,207 16,015 10,259 8,932 10,498 10,750 15,787 18,933 10,846




Tabela 5: Valores das Frequéncias Cardiacas (bpm) dos equinos, ao longo dos testes de esforco fisico e do periodo de recuperacdo pds teste.

Teste Recuperacéo
Animal Antes 1,7 m/s 4 m/s 5m/s 6 m/s 7m/s 8m/s 1 8 m/s 10' 30'
1 37 70 99 125 144 165 186 199 84 55
2 38 54 130 152 164 154 177 212 - -
3 52 97 137 157 182 199 201 216 129 92
4 56 83 117 130 150 153 163 190 104 72
5 135 95 89 107 111 137 221 226 108 88
6 50 105 136 157 174 179 206 211 122 90
8 45 84 88 108 139 144 169 195 120 85
9 40 79 110 129 144 153 171 213 99 74
10 41 81 126 155 182 188 193 201 99 68
11 54 86 137 152 169 179 210 221 101 78
12 42 65 110 131 147 166 177 197 99 59
13 62 113 155 176 190 204 207 224 130 99
14 33 54 90 140 148 155 155 190 114 71
Média 45 80 117 142 160 170 183 206 109 76
D.P. 8,972 17,086 22,652 20,262 18,803 19,881 19,142 12,426 11,655 11,925
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Tabela 6: Valores da Hemogasometria dos equinos, antes e no Gltimo momento do teste de esforco fisico.

Teste
. o CO2 BE ecf HCO3 TCO2

Animal TR*C pH (r?qug) PO2(mmHY) (o) (mmol)  (mmohr) S ©92(%0)

Antes  Depois  Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 37,00 38,90 750 7,31 3530 47,60 36,00 3900 4,00 -3,00 27,30 23,20 28,00 2500 75,00 61,00
2 37,00 39,40 739 7,36 49,40 4490 34,00 50,00 500 0,00 29,80 2480 31,00 26,00 64,00 78,00
3 37,00 40,20 7,38 7,18 48,70 51,90 33,00 42,00 4,00 -9,00 2880 1880 30,00 20,00 61,00 53,00
4 37,00 39,70 741 725 4580 47,10 38,00 4500 500 -6,00 29,20 20,20 31,00 21,00 72,00 65,00
5 37,00 40,60 739 7,20 48,60 51,20 34,00 3800 4,00 -800 2910 19,10 31,00 20,00 64,00 45,00
6 37,00 39,70 740 7,24 4750 4990 37,00 3500 4,00 -600 29,20 2050 31,00 22,00 69,00 47,00
7 37,00 37,00 737 7,27 4280 43,80 33,00 30,00 0,00 -7,00 2490 20,10 26,00 21,00 63,00 49,00
8 37,00 40,50 740 7,22 4750 49,70 31,00 37,00 500 -7,00 29,40 1950 31,00 21,00 60,00 45,00
9 37,00 40,00 738 7,29 46,30 42,70 32,00 41,00 3,00 -600 27,60 1990 29,00 21,00 59,00 61,00
10 37,00 39,80 737 7,28 48,60 4790 33,00 54,00 3,00 -400 2840 21,70 30,00 23,00 60,00 76,00
11 37,00 40,20 739 7,30 47,60 49,20 33,00 43,00 4,00 -200 29,00 23,30 30,00 2500 62,00 62,00
12 37,00 40,20 742 7,33 43,00 48,80 32,00 40,00 3,00 0,00 2780 2490 29,00 26,00 63,00 60,00
13 37,00 39,40 739 7,11 46,60 4790 28,00 40,00 3,00 -1400 28,20 14,90 30,00 16,00 52,00 48,00
14 37,00 39,60 741 7,32 49,70 47,20 28,00 36,00 700 -200 31,70 23,60 33,00 2500 52,00 55,00
Média 37,00 39,70 740 7,26 46,24 47,84 33,00 41,00 4,00 -500 28,60 21,00 30,00 22,00 63,00 58,00
D.P. 0 0,862 0,031 0,065 3,650 2,545 2,777 5,873 1505 3,673 1466 2,643 1,604 2,763 6,219 10,287
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Tabela 7: Valores ions plasmaticos dos equinos, antes e no ultimo momento do teste de esforco fisico.

Teste
Animal Na (mEg/L) K (mEg/L) iCa (mmol/L)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 136 139 3,90 5,40 1,67 1,58
2 135 136 4,30 5,20 1,81 1,46
3 136 144 3,70 5,60 1,75 1,51
4 138 142 3,90 5,30 1,72 1,48
5 139 146 3,30 5,40 1,83 1,62
6 135 141 3,80 5,70 1,74 1,56
7 136 142 3,70 5,40 1,79 1,68
8 137 142 3,70 5,80 1,79 1,54
9 136 141 3,70 5,20 1,75 1,54
10 135 141 3,90 5,50 1,82 1,59
11 139 145 3,60 5,80 1,81 1,58
12 136 138 3,80 5,60 1,73 1,55
13 138 145 3,80 6,00 1,73 1,53
14 136 139 3,70 5,40 1,68 1,52
Média 137 142 3,80 5,50 1,76 1,55

D.P. 1,348 2,771 0,208 0,230 0,049 0,054




Tabela 8: Valores de Creatinaquinase (U/L) dos equinos, na ultima etapa de esforco fisico e no periodo de recuperacao pos teste.

Animal 8 m/s 3h 6h 12 h 24 h
1 287 299 441 347 612
2 228 314 326 247 268
3 254 385 313 364 282
4 263 423 397 384 297
5 210 253 687 351 227
6 294 329 694 445 251
7 236 387 321 273 365
8 182 221 611 179 202
9 276 300 319 353 327
10 245 451 368 302 258
11 274 771 359 310 216
12 204 270 292 255 231
13 220 321 411 250 218
14 232 262 278 180 207
Média 243 356 416 303 283

D.P. 32,034 131,668 138,067 74,109 102,072




Tabela 9: Valores de Lactato desidrogenasa (U/L) dos equinos, na ultima etapa de esforco fisico e no periodo de recuperacéao pos teste.

Animal 8 m/s 3h 6h 12 h 24 h
1 455 457 660 458 799
2 554 615 547 474 773
3 509 723 591 578 469
4 545 645 548 595 499
5 687 656 881 878 610
6 740 660 749 909 576
7 621 618 613 652 758
8 536 474 574 433 541
9 895 564 615 613 605
10 705 704 758 727 622
11 684 1004 765 537 675
12 507 556 471 592 501
13 640 708 659 608 547
14 660 770 687 562 610
Média 624 654 651 615 613

D.P. 112,42 130,38 105,05 135,86 100,86




Tabela 10: Peso corporal (Kg), espessura da gordura subcutanea na garupa (cm) e percentual de gordura (%).

Animal Peso corporal Espessura de gordura da garupa Gordura corporal*
1 468 0,53 11,13
2 470 0,31 10,10
3 447 0,67 11,79
4 456 0,21 9,63
5 522 0,73 12,07
6 524 0,49 10,94
7 534 0,78 12,31
8 520 0,28 9,96
9 497 0,31 10,10
10 516 0,21 9,63
11 511 0,30 10,05
12 420 0,21 9,63
13 520 0,80 12,40
14 512 0,31 10,10
Média 494 0,44 10,70
D.P. 33,936 0,215 1,010

* 9= 8,64 + 4,70 X (12 = 0,86)
D.P.: Desvio Padrdo



Tabela 11. Valores de V2, V4 e V200 dos equinos avaliados durante teste de esforco maximo.

Animal V2 V4 V200
1 6,6 9,1 8,7
2 - - 9,3
3 51 7,4 7,5
4 6,0 8,8 11,5
5 5,6 7,9 8.9
6 5,8 8,4 7,9
7 6,4 8,4 -
8 51 6,9 9,7
9 7,1 9,5 10,3
10 6,5 8,2 8,2
11 - - 7,7
12 8,8 11,6 9,3
13 4,2 6,0 7,9
14 6,1 8,2 -
Média 6,1 8,4 8,9
D.P. 1,2 15 1,2
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Tabela 12. Valores da respirometria mitocondrial antes e ap6s o teste de esforco maximo.

Respiracdo Mitocondrial (Fluxo de O2 pmol/s*mg)

Controle Respiracao Respiracdo ndo
respiratério Respiracdo maxima mitocondrial Complexo | Complexo Il mitocondrial
Antes Depois  Antes  Depois Antes Depois Antes  Depois  Antes  Depois Antes Depois
1 2,14 2,33 89,26 81,00 89,26 76,96 75,48 39,02 67,27 13,18 0,00 4,03
2 2,08 3,38 55,84 81,01 52,44 79,34 20,41 36,75 8,89 14,99 3,40 1,68
4 2,64 1,45 155,98 134,84 151,08 125,72 85,32 68,35 43,31 41,94 4,90 9,12
5 1,89 2,96 118,45 151,19 11845 151,19 106,46 127,86 - 119,77 - -
6 1,42 3,07 71,32 76,68 69,38 76,68 20,64 49,15 - 42,19 1,94 -
7 1,49 2,05 67,09 153,99 58,57 142,26 17,69 83,66 - 43,46 8,52 11,73
8 1,75 1,97 120,21 154,75 112,80 148,18 111,28 98,78 101,37 93,19 7,40 6,58
11 2,78 2,79 118,84 118,47 114,66 112,60 58,81 63,05 23,54 28,53 4,18 5,87
13 2,47 1,74 121,86 82,23 119,42 78,42 62,22 62,11 30,61 48,84 2,44 3,81
14 0,96 0,98 106,62 11454 106,53 111,66 71,32 64,83 50,24 54,47 0,08 2,87
Média 1,96 2,27 102,55 114,87 99,26 110,30 62,96 69,36 46,46 50,06 3,65 5,71
D.P. 0,55 0,73 29,44 31,10 29,62 29,31 32,59 26,45 28,44 31,57 2,79 3,15
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Tabela 13: Valores dos hemogramas dos equinos, obtidos durante a avaliagdo de higidez.

Animais
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Meédia D.P.
Hemacias (106/mm3) 7,57 833 757 831 751 739 715 747 752 726 845 7,48 7,71 7,53 7,6 0,349
Hematdcrito (%) 350 350 330 360 330 330 330 31,0 340 300 350 350 350 360 34 1,791
Hemoglobina (g/dL) 12,2 12,4 11,7 125 116 11,8 11,6 109 119 106 123 126 125 129 120 0,655
VGM (fm3) 47 43 44 43 45 46 46 43 46 44 43 49 47 50 45 2,277
CHGM(g/dL) 343 343 349 348 343 348 351 338 348 336 338 342 342 343 344 0455
RDW (%) 16,0 16,0 16,7 170 164 158 157 159 16,0 16,2 158 16,5 155 151 16,0 0,493
Proteina Total (g/dL) 62 62 70 68 62 62 61 58 60 58 62 62 60 66 6,2 0,346
Plaqueta (103/mmg) 147 165 134 92 139 148 129 136 89 80 119 83 146 70 119,8 30,788
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Tabela 14A e 14B: Valores da leucometria dos equinos, obtidos durante a avaliagdo de higidez.
14A: Valores relativos

Animais
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Média D.P.
Bastonetes (cels/pL) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 86 0 174 83 25 50,820
Segmentados (cels/uL) 5.561 4.745 5.307 5.330 3.894 4980 4.674 3.362 4.134 5518 4.300 4.485 5.394 4.897 4756 638,090
Linfdcitos (cels/uL) 2241 1533 2436 2132 2376 2573 2788 4510 3.276 3.382 3.526 2.070 2.697 2.739 2734 718,682
Mondcitos (cels/uL) 332 730 696 492 792 498 492 82 312 0 258 207 261 166 380 235,435
Eosindfilos(cels/uL) 166 292 246 246 66 166 246 246 78 0 430 69 174 415 203 122,161
Basdfilos (cels/uL) 0 0 0 0 132 83 0 0 0 0 0 69 0 0 20 40,807
14B: Valores absolutos
Animais
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Meédia D.P.

Bastonetes (cels/pL) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 1 0 0,589
Segmentados (cels/pL) 67 65 61 65 59 60 57 41 53 62 50 65 62 56 59 6,805
Linfécitos (cels/pL) 27 21 28 26 36 31 34 55 42 38 41 30 31 33 34 8,134
Monacitos (cels/uL) 4 10 8 6 12 6 6 1 4 0 3 3 3 2 5 3,270
Eosinofilos(cels/pL) 2 4 3 3 1 2 3 3 1 0 5 1 2 5 3 1,452
Basofilos (cels/pL) 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0,589
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Tabela 15: Respirometria mitocondrial dos equinos antes e ap0s exercicio.
(Programa DatLab)
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