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ATIVIDADE PLASMATICA DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA
EM EQUINOS PURO SANGUE ARABE EM TREINAMENTO E DURANTE
PROVA DE RESISTENCIA

RESUMO - Estudos com cavalos de enduro submetidos a exercicios de
resisténcia enfocam o desempenho individual. Na medicina esportiva humana,
muitos estudos foram realizados mensurando a concentragdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA) e relacionando-a com corredores de maratona
de elite, especialmente aqueles com menores concentracdes plasmaticas desta
enzima. No entanto, como na medicina veterindria poucos estudos foram
realizados neste campo, decidiu-se avaliar a atividade plasmatica da ECA em
equinos durante treinamento e, posteriormente, antes e durante prova de
resisténcia. Foram utilizados 11 equinos adultos da raca Arabe, higidos, mantidos
sem treinamento durante 16 semanas. Foram realizados dois testes de esforco
fisico progressivo (TEP) para determinar o condicionamento fisico dos animais,
sendo um antes e outro ao final do treinamento, que durou 12 semanas. Uma
semana apos o segundo TEP, foi realizado um teste de resisténcia (TR) de 80 km.
Antes, durante e apos a realizacdo do TR, amostras de sangue foram colhidas
para mensurar a atividade plasmatica da ECA. Os dados obtidos foram avaliados
por meio de analise de variancia e, quando verificadas diferencgas estatisticas (p <
0,05) em relacdo a variavel tempo, os dados foram analisados pelo teste de
Fisher. Houve diminuicdo gradual da atividade da ECA ao longo do periodo de

treinamento. Os valores médios obtidos antes e durante o TR variaram e 0s



valores encontrados antes do TR foram menores que os obtidos vinte e quatro
horas apdés o término do mesmo (p=0,003). Os menores valores encontrados
neste experimento foram apds os equinos completarem 50 km do teste, 0 que nao
ocorreu durante o TR e é sugestivo de estar relacionado a desidratacdo. A
diminuicdo da atividade plasmatica da ECA com o treinamento se revelou
ferramenta em potencial para avaliacdo dos efeitos de treinamento.

Palavras-Chave: Enzima conversora de angiotensina, treinamento, equino,

enduro



Xi

PLASMA ANGIOTENSIN CONVERTING ENZYME ACTIVITY FROM ARABIAN
HORSES UNDERGOING TRAINING AND DURING ENDURANCE EXERCISE

SUMMARY - Studies about horses submitted to long distance exercise have
focused on individual performance and reasons for failure. In human sports
medicine, many studies have measured plasma concentration of angiotensin
converting enzyme (ACE) and correlated it to the performance of elite marathon
runners, which present lower plasma concentration of this enzyme. This study
evaluated plasma ACE activity during training and an endurance ride in a group of
endurance horses. Eleven healthy adult Arabian horses were submitted to sixteen
weeks of rest before the initiation of the training period. Before start and after the
training period, a progressive exercise test (PET) was carried out in order to
determine the horse’s fitness and to plan the training protocol. Horses were trained
for twelve weeks, and at the end of the training period, one week after the second
PET, horses were submitted to an 80 km endurance exercise test (ET). Before,
during and after the ET, blood samples were collected to determine ACE’s plasma
activity. Effects of sampling times were evaluated by ANOVA and significant
differences analyzed by the Fisher's test. ACE’s plasma activity gradually
diminished during the training period The mean values of ACE’s activity obtained
before and during the ET varied and values before the ET were lower than twenty
four hours after the end (p=0,003). Lowest ACE values were found after 50 km of
ET, and were simultaneous to the highest total protein. It indicates that the lowest

ACE during endurance exercise may be related to dehydration, possibly indicating



xii

a body adjustment. Plasma ECA activity of horses decreased with training and may

be used as a potential tool to measure training effects.

KEYWORDS: Angiotensin converting enzyme, training, equine, endurance



l. INTRODUCAO

Os equinos estdo envolvidos em varias modalidades esportivas, algumas muito
diferentes entre si como o enduro equestre e as corridas de turfe. Tais diferencas
refletem a aptidao individual de cada raca, fazendo a escolha do animal sejam inerente
as caracteristicas desejaveis a modalidade esportiva a ser praticada. Em geral, muitas
dessas caracteristicas desejaveis sdo transmitidas de pais para filhos através da
genética e moldadas de acordo com o ambiente e tipo de treinamento instituido
(HINCHCLIFF & GEOR, 2008).

O treinamento deve ser adequado ao tipo de exercicio realizado nas
competicbes e muitos estudos tém sido realizados visando o desenvolvimento de um
treinamento eficiente para a modalidade a ser praticada. Ademais, o treinamento
também evita o desenvolvimento de injurias debilitantes aos animais. Embora muitos
avancos tenham sido alcancados no campo da fisiologia do exercicio, este tema €&
ainda extremamente controverso, pois embora tenha sido produzido muito
conhecimento nesta éarea, sua aplicabilidade €& comprometida devido a pequena
aceitabilidade por parte de treinadores de cavalos (EVANS, 2000).

A avalicdo do lactato sanguineo € uma das variaveis que pode ser avaliada em
testes de exercicios padronizados, 0s quais sdo comumente realizados com o objetivo
de verificar a eficiéncia do treinamento adotado. Outra ferramenta importante para este
objetivo € a avaliacdo da frequéncia cardiaca durante e apés o exercicio (CAMPBELL,
2011).

Existe muito interesse por parte dos pesquisadores em identificar outras
ferramentas que possam ser associadas com o desempenho fisico em equinos. Muitos
genes em humanos foram associados com habilidade atlética superior e dentre eles se
destaca o gene de insercédo (l) e delecdo(D) da enzima conversora de angiotensina
(ECA) (GAYAGAY et al.,, 1998; MONTGOMERY et al.,, 1999; TAYLOR et al., 1999;



ALVAREZ et al., 2000; NAGASHIMA et al, 2000; CERIT et al., 2006; THOMPSON et al.,
2006).

Estudos em humanos apontam que individuos com menores concentracfes
plasméticas desta enzima possuem melhor desempenho em exercicios relacionados
com resisténcia fisica, como por exemplo, as maratonas. Este achado tem gerado o
interesse de pesquisadores de equinos para estudar a existéncia desta relacdo na
espécie (MYERSON et al., 1999; CAM et al., 2006; BAE et al., 2007).



ll. REVISAO DE LITERATURA

O cavalo é um atleta por exceléncia. A necessidade de fuga de predadores em
territorios adversos fez com que desenvolvessem habilidades relacionadas a velocidade
para sobreviver. Estas caracteristicas foram aprimoradas e moldadas conforme a
domesticacdo dos equinos para a funcdo a qual se destinavam. O homem tem
realizado selecédo de diversos equinos de elite, em virtude de suas aptiddes fisicas e
aptiddo genética, para a modalidade esportiva desejada, fazendo com que o

cruzamento entre os individuos mais aptos leve a otimizagdo das caracteristicas
desejaveis em cada modalidade (HINCHCLIFF & GEOR, 2008).

Com excecao da funcéo pulmonar, os equinos passam por diversas adaptacoes
fisiolégicas em resposta ao treinamento fisico. Varios fatores contribuem para uma
habilidade atlética superior, dentre os quais a alta capacidade aerObica maxima, a
elevada capacidade de armazenamento intramuscular de substratos energéticos (como
glicogénio), o maior numero de mitocéndrias nas células musculares, a capacidade de
contracdo esplénica durante o exercicio que resulta no aumento da capacidade de
carreamento de oxigénio aos tecidos, e a eficiéncia do andamento, assim como o
destacado desenvolvimento da capacidade termorregulatéria (HINCHCLIFF & GEOR,
2008).

Todas as células do organismo precisam de energia para manter suas funcdes
bésicas e para a obtencdo de energia varias moléculas e substancias como o oxigénio,
glicose, aminoacidos, gorduras e ions sdo necessarios. O metabolismo celular abrange
uma série de reacgdes quimicas envolvendo mudancas orgéanicas, as quais Ssao
coordenadas para manter a célula viva. A manutencdo da célula necessita de
adenosina trifosfato (ATP), assim como as células musculares em exercicio intenso,
sendo a principal diferenca a demanda energética necessaria para manter o exercicio,

gue para manter o exercicio precisa gerar muito ATP (GUYTON & HALL, 2002).



Os principais substratos utilizados para a obtencdo de ATP s&o os carboidratos
na forma de glicose e o glicogénio (muscular e hepatico) e a gordura na forma de
acidos graxos livres (Figura 1)(MARLIN & NANKERVIS, 2002).

Figura 1. llustracdo dos principais substratos necessarios ao metabolismo energético para manutencgéo
celular. HINCHCLIF & GEOR, 2008.

Segundo LEHNINGER et al (1995), a glicélise compde a via central metabdlica,
existente em todas as células, para a obtencdo de ATP. Ela ocorre no citoplasma da
célula e utiliza a glicose como substrato inicial. Ndo necessita de oxigénio e cerca de

dez reacdes sequenciais ocorrem, sendo cada uma catalisada por uma enzima



diferente, até a obtencado de piruvato e producdo de quatro moléculas de ATP. Como o
processo todo também consome duas moléculas de ATP, o ganho efetivo de energia na
glicélise é apenas de duas moléculas de ATP para cada molécula de glicose utilizada
(Figura 2).

O piruvato formado no citoplasma pode permanecer no citoplasma e por acdo da
enzima lactato desidrogenase ser levado a lactato, anaerobicamente, ou pode entrar na
mitocondria e pela acdo da lipoamida desidrogenase gerar duas moléculas de Acetil
coenzima A (Acetil-CoA) e entrar no ciclo do &cido tricarboxilico (ciclo de Krebs)
(HINCHCLIFF & GEOR, 2008).

No ciclo de Krebs (Figura 2), o citrato formado sera levado a oxaloacetato por
outras oito reacgdes, também catalisadas por enzimas. A proxima fase é a respiracédo
celular, nesta via metabdlica, ha necessita de oxigénio, pois 0s produtos gerados como
o NADH e o FADH; passam por reacdes de oxirreducdo na cadeia de transporte de
elétrons (fosforilagdo oxidativa), na membrana mitocondrial para serem regenerados
(NAD" e FADY), e os elétrons liberados por eles sdo carreados por diversos
transportadores de elétrons, os quais recebem e doam elétrons gerando assim energia
para a sintese de ATP (LEHNINGER et al., 1995).

Ao final do ciclo de Krebs, havera a formacdo de 36 moléculas de ATP para
serem utilizadas pela célula muscular em exercicio. Nesta via metabdlica, existem trés
reacdes que sao catalisadas por enzimas aloestéricas e, portanto, séo irreversiveis. A
Figura 2 demonstra resumidamente a integracdo das principais vias metabdlicas das
células musculares, relacionando os metabolismos aerdbico e anaerobico e os
principais substratos utilizados por células musculares de equinos na obtencéo de ATP.
No inicio do exercicio, a célula muscular comeca a produzir energia a partir da glicose
pela glicolise, ciclo de Krebs e fosforilacdo oxidativa. Quando ha aumento no consumo
de oxigénio e o aporte de oxigénio na célula ndo € o suficiente para suprir a demanda,

apos a glicélise, o piruvato formado recebe os elétrons do NADH formando o acido



latico e reestabelecendo o NAD® (que deveria ser reestabelecido pela fosforilagéo
oxidativa) (KANEKO, 2008).

Os triglicerideos compdem a forma de armazenamento de gordura no organismo
e cada trigliceridio € composto por uma molécula de glicerol e trés de acidos graxos. O
processo de mobilizacdo dos triglicerideos para obtencdo de energia, que se inicia com
a acao de lipases, é chamado de lipdlise. Apés a acdo das lipases, ha formacdo de
acidos graxos livres que podem cair na circulacdo e ir para as células em exercicio. Ao
chegar ao citoplasma, com a acéo da enzima CoA, ocorre a quebra da cadeia de acido
graxo, diminuindo-o em dois carbonos, e gerando um NADH e o FADH,, que passaram
pela fosforilagdo oxidativa gerando ATP (LEHNINGER et al.,, 1995; MARLIN &
NANKERVIS, 2002; KANEKO, 2008).



Figura 2. Esquema resumido do metabolismo energético. EVANS, 2008.



O treinamento se revela como parte importante no desenvolvimento de
atividades esportivas. Estabelecer um protocolo de treinamento é necessario para que
0s objetivos almejados sejam atingidos de forma eficiente e segura. Para tanto, o
cavalo precisa, regularmente, ser exercitado no mesmo tipo de atividade e intensidade
que ira desenvolver durante a competicdo, a fim de promover adaptacdes fisioldgicas
desejaveis, evitar injurias e aprimorar comportamento adequado no desenvolvimento do

exercicio durante a competicdo (EVANS, 2000).

As células musculares necessitam de energia e essa demanda energética varia
de acordo com a intensidade e duragdo do exercicio. A energia pode ser gerada de
diversas maneiras, como explanado anteriormente, por meio de diferentes vias
metabdlicas dependendo do substrato disponivel para uso e da urgéncia da demanda.
Em geral o organismo, utiliza a glicose para a obtencdo de energia e esta, através da
glicolise, € levada a piruvato que pode ser oxidado na mitocondria pelo Ciclo de Krebs
(metabolismo aerdbico) ou, passar por fermentacdo latica, na auséncia de oxigénio,
onde o piruvato é levado a lactato (metabolismo anaerdbico) com a finalidade de obter
ATP. Das duas maneiras havera producao de ATP, porém a primeira que envolve o
Ciclo de Krebs é mais eficiente e gera mais ATP que a outra. Sendo assim, a demanda
de oxigénio para producdo de ATP e a eficiéncia em captar, transportar e difundir o
oxigénio para as células musculares durante o exercicio constitui a capacidade
aerébica do individuo e € crucial para a manutencdo energética da célula e
consequentemente do exercicio (HINCHCLIFF & GEOR, 2008; KANEKO, 2008).

A atividade fisica regular coordena os padrdes estrutural e funcional das
adaptacbes dos diversos sistemas, com énfase aos sistemas muscular e
cardiovascular. A capacidade energética do musculo esquelético de equinos é elevada
e vai muito além da capacidade dos sistemas respiratorio e cardiovascular em captar e
transportar o oxigénio até as células musculares. Neste contexto, 0 sistema
cardiovascular constitui parte muito importante durante o exercicio, pois ajuda a
estabelecer a capacidade aerdbica, a qual se refere a capacidade do individuo em
gerar energia a partir do metabolismo aerdbico (POOLE & ERICKSON, 2008).



O transporte de oxigénio até os tecidos (musculos em exercicio, por exemplo) se
da através da circulagdo sanguinea, sendo que uma pequena parcela dissolvida no
plasma e a outra, grande parcela, ligada a hemoglobina. Esse transporte depende da
habilidade em captar o oxigénio do ar inalado e leva-lo até o alvéolo pulmonar (fluxo
pulmonar), onde subsequentemente, ocorrerda, por difusdo, a ligacdo do oxigénio a
hemoglobina. Isto ocorre de maneira rapida em virtude da fina membrana que separa
os alvéolos dos capilares pulmonares e pela extensa area de superficie dos pulmdes de
equinos (Figura 3). Os pulmdes constituem condi¢éo limitante ao exercicio nos equinos,
como mencionado anteriormente, pois ndo aumentam de tamanho com o treinamento.
Por esta razdo qualquer afec¢do que comprometa a fun¢éo dos pulmdes ou vias aéreas
superiores em realizar o transporte de oxigénio aos pulmdes e as trocas gasosas
podem comprometer o desempenho do equino. A capacidade em transportar 0 oxigénio
para os tecidos depende entdo da capacidade do sangue em carred-lo e do débito
cardiaco, constituindo assim os fatores limitantes a eficiéncia desse transporte
(HARGREAVES et al., 1999).

Em conjunto com o débito cardiaco (DC), a capacidade do sangue em
transportar o oxigénio € quem determina o quanto de oxigénio é carreado para 0s
tecidos. Uma vez oxigenado, o sangue sai dos pulmdes e vai irrigar grupamentos
musculares em exercicio (Figura 3). Essa capacidade do sangue em transportar
oxigénio aumenta rapidamente em cavalos devido ao aumento da concentracédo de
hemoglobina oriunda da contragdo esplénica em resposta ao aumento da atividade
simpética que ocorre antes e durante o exercicio sem que haja aumento no volume
plasmatico. Neste contexto, € importante ressaltar que o baco constitui a grande
reserva de hemacias que corresponde a 1/3 do volume circulante. Este dado é
importante, pois estudos indicam que com a contracao esplénica dobra a capacidade

do sangue em transportar oxigénio em equinos (EVANS, 2000).

Sendo assim, em equinos, a capacidade aerdbica é considerada elevada em
virtude da associacdo de fatores como a capacidade em ter um débito cardiaco maximo

maior que outras espécies e 0 aumento subito na concentracdo de hemoglobina. Com
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isso, as adaptacOes estruturais visam melhorar a oxigenacédo sanguinea nos pulmades,
aumentar a capacidade de transporte de oxigénio e aumentar a habilidade em difundir o
oxigénio nos tecidos Logo, quanto maior a capacidade em disponibilizar oxigénio para
as células musculares, maior é a capacidade aerdbica maxima (VOzmax) € melhor € a
capacidade atlética do cavalo (KRONFELD, 2000; CAMPBELL, 2008; EVANS, 2008).

Figura 3. Esquema resumido da captacdo do oxigénio e eliminacéo do diéxido de carbono. RIVEIRO &
PIERCY, 2008.

Os principios do treinamento se baseiam na repeticdo, somatizacdo e duracgao.
Esses trés fatores sdo necessarios para que haja os ajustes adaptativos relacionados
ao treinamento, oriundos do estimulo repetitivo ocasionado pelo exercicio proposto,
resultando na inducdo do efeito de treinamento. Sendo assim, o protocolo de

treinamento escolhido deve ser bem planejado para que se obtenha a maxima resposta
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ao treinamento e reduza os riscos de injurias (EVANS, 2000; HINCHCLIFF & GEOR,
2008).

Apés se estabelecer o protocolo de treinamento, comumente, treinadores e
veterinarios delineiam exercicios testes padrdo para avaliar a eficiéncia do protocolo
proposto. Muitos testes a campo ou em ambientes controlados com esteira rolante tem
sido descritos para tal finalidade em equinos (EVANS, 2000; KRONFELD, 2000;
SERRANO et al., 2002; CAMPBELL, 2008; EVANS, 2008; LINDNER et al., 2009). Entre
os testes, ha vantagens e desvantagens. Os testes realizados em esteira rolante tem
como vantagens o controle das condigcbes ambientais, controle da velocidade, controle
do tempo de exercicio em cada velocidade, facil acesso para colheitas de material
biolégico durante o exercicio (como sangue e frequéncia cardiaca) e execucdo do
protocolo delineado com precisdo. O alto custo da esteira, a manutencdo, a
necessidade de mao de obra especializada, a necessidade de adaptar os animais a
esteira e a diferenca da superficie da esteira em relagdo as pistas onde ocorrem as
provas constituem as principais desvantagens da utilizacdo da esteira para tais testes
(EVANS, 2000; EVANS, 2008).

Os testes realizados a campo possuem vantagens durante sua realizacao no que
diz respeito a superficie onde sdo realizados, proporcionando efeito mais proximo da
realidade das competicbes, assim como levam em conta o efeito do cavaleiro/jockey
gue conduz o cavalo. Entretanto, tais fatores podem dificultar a padronizacdo dos testes
a campo, constituindo uma das principais desvantagens em conjunto com a
incapacidade de controlar as condi¢des climéticas e das superficies (EVANS, 2000;
EVANS, 2008).

Os testes a campo frequentemente avaliam varidveis como frequéncia cardiaca e
a concentracdo de lactato (EVANS, 2000; SERRANO et al., 2002; CAMPBELL, 2008;
EVANS, 2008; LINDNER et al., 2009). A frequéncia cardiaca (FC) é, em geral, utilizada

em exercicios com velocidade submaxima, onde se estabelece a velocidade em que o
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cavalo atinge uma determinada frequéncia cardiaca por minuto (V140, V170 e V200,
por exemplo) (SERRANO et al., 2002; LINDNER et al., 2009).

Indmeros estudos tem sido realizados para avaliar o nivel de treinamento
utilizando como ferramenta a mensuracdo da concentracdo de lactato em diferentes
velocidades, crescentes ou ndo (CAMPBELL, 2011). O lactato aumenta de acordo com
o aumento da intensidade do exercicio, a principio lentamente e, em seguida, bem
rapido. O acumulo sanguineo e muscular de lactato durante exercicio intenso é uma
das primeiras alteracdes metabodlicas associadas a fadiga (KRONFELD et al., 2000).
Neste contexto, a maioria dos testes padronizados descritos para avaliacdo de
treinamento de equinos destacam as velocidades em que os valores da concentragédo
de lactato atingem entre 2,0 ou 4,0 mmol/L (CAMPBELL, 2011).

Muitos trabalhos descrevem a realizacdo de um ou mais testes de exercicios
padronizados, os quais sdo aplicados antes do inicio ou logo apos o inicio do
treinamento e repetidos ao fim do treinamento ou apés um determinado tempo com o

objetivo de avaliar o efeito do treinamento (LINDNER et al., 2009).

As modalidades esportivas equestres exigem tanto habilidade como bom
condicionamento fisico de cavalos e cavaleiros. O enduro equestre é uma modalidade
que exige muita resisténcia fisica, visto que algumas provas fazem com que o animal
percorra 160 quilémetros de distancia em um Unico dia. A termoregulacdo deve ser
eficiente, pois as provas sao realizadas muitas vezes em condigfes climaticas adversas
com predominio, muitas vezes, de clima quente e imido. O cavalo em exercicio produz
guantidades elevadas de calor metabdlico e a maneira mais eficiente para dissipar este
calor é pela evaporacdo. Com isso, ha importantes perdas hidricas e eletroliticas
durante a prova, principalmente pelo aumento abrupto de producdo de suor para
dissipar o calor produzido em exercicio fazendo com que haja necessidade de
manutencdo da homeostase pelo organismo (KRONFELD, 2001; HESS et al., 2006;
McKEEVER, 2008).
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O sistema Renina-Angiotensina (SRA) é muito importante na regulacdo da
pressdo sanguinea regulando o fluxo para diferentes tecidos do corpo e manutencao
dos fluidos e eletrélitos em mamiferos. Como parte deste sistema, o figado produz
angiotensinogénio o qual por meio da acdo da renina, produzida pelos rins, € convertido
em angiotensina | (ANG 1) (INAGAMI, 1994). Esta é um decapeptideo que, mediante
acdo da ECA, é convertida em angiotensina Il (ANG 1), um octapeptideo chave na
modulacdo da pressdo sanguinea, pois ao se ligar a receptores AT1 causa
vasoconstriccdo (REID et al., 1978). A conversdo de ANG | em ANG Il pela enzima
conversora de angiotensina (ECA) ocorre predominantemente nos pulmdes (PARSONS
& COFFMAN, 2007).

A ANG | pode ser convertida por outras peptidases fora a ECA. A ANG | pode ser
convertida em angiotensina 1-7 por uma endopeptidase ou em angiotensina 1-9 por
outra enzima com estrutura diferente chamada de enzima conversora de angiotensina 2
(ECA 2). A ECA 2 é uma enzima chave na geracdo de um potente vasodilatador que é
a angiotensina 1-7, constituindo uma perspectiva para novas descobertas terapéuticas
para pacientes com hipertensdo arterial e outras doencas cardiovasculares
(FRANCISCHETTI et al., 2005).

Em humanos, a ECA se caracteriza por possuir polimorfismo genético. A
concentracao plasmatica em humanos e ratos € determinada pela expressao génica de
dois alelos, a saber, D de delecéo e | de insercdo, os quais determinam a existéncia de
trés fenotipos: D/D, D/l e I/l. A expressdo desses genotipos pode sofrer influéncia do
treino e do meio (TOZAKI et al., 2005; GONZALEZ et al., 2006; LEEB et al., 2006;
YAMAGISHI et al., 2007). Em cavalos o gene da ECA também apresenta o

polimorfismo relatado para humanos (ELLIS et al., 2002).

Alguns pesquisadores tem associado a expressao do gendtipo I/l com a melhoria
do desempenho de atletas humanos (GAYAGAY et al., 1998; MONTGOMERY et al.,
1999; TAYLOR et al., 1999; ALVAREZ et al., 2000; NAGASHIMA et al, 2000; CERIT et
al., 2006; THOMPSON et al., 2006), principalmente em maratonas (MYERSON et al.,
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1999; CAM et al., 2006; BAE et al., 2007). O gendtipo I/l faz com que o individuo tenha
menor concentragdo de ECA no plasma, enquanto o genétipo D/D confere uma
concentracdo maior (GOH et al., 2009; TOBINA et al., 2010).

Concentracbes sanguineas normais de ECA tanto em humanos quanto em
equinos ja foram publicados. Em humanos estas variam de 86 a 103 U/L (RYAN et al.,
1977) e em cavalos de 51 a 77 U/L (TILLMAN & MOORE, 1989; COOMER et al., 2003).

Mais recentemente, estudos realizados em humanos e animais de laboratorio
tem procurado enfocar o componente genético do polimorfismo da ECA, visando
quantificar a presenca dos alelos I/D e determinar a frequéncia de cada genotipo (I/1,
D/D e I/D) nos individuos e populagbes estudados, relacionando-os ou ndo ao
desempenho fisico (GAYAGAY et al., 1998; MONTGOMERY et al., 1999; MYERSON et
al., 1999; TAYLOR et al., 1999; ALVAREZ et al., 2000; NAGASHIMA et al, 2000; CAM
et al., 2006; CERIT et al., 2006; THOMPSON et al., 2006; BAE et al., 2007). A
correlacdo entre a concentracdo plasmatica de ECA e o genotipo de 60 atletas de elite
e 400 individuos controle foi relatada, e constatou-se que os atletas I/l apresentavam
concentragdes plasméticas dessa enzima 3 a 4 vezes menores que os individuos do
grupo controle com gendtipo D/D, sugerindo que este fator genético influencia o
desempenho fisico (ALVAREZ et al. 2000).

A variacdo genética deste polimorfismo da ECA, juntamente com a expressao
génica, influéncia a concentracdo plasmatica circulante desta enzima. Ela compde um
dos principais mecanismos responsaveis pela regulacdo de pressdo arterial e
homeostase sanguinea mediante a degradacgéo de cininas vasodilatadoras e formacao
de angiotensina Il (ANG 1) que desempenha importante acdo vasoconstrictora
(WOODS et al.,, 2000). Por esta razdo, o sistema renina angiotensina (SRA) é
amplamente estudado e descobriu-se que além da acao sistémica, ha relatos de acao
local independente do SRA no miocéardio, musculo esquelético e tecido adiposo (DZAU,
1988; JONSSON et al., 1994; DRAGOVIC et al., 1996) e individuos D/D podem
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apresentar atividade plasmética e tissular de ECA 25% a 200% maiores que individuos
I/l (SAMANI et al., 1996; ALVAREZ et al., 2000).

Estudos apontam que a menor atividade plasmatica de ECA reduz a quantidade
formada de ANG II, diminuindo seus efeitos vasoconstrictores do SRA e os efeitos
troficos em células musculares cardiacas (GAYAGAY et al., 1998; MYERSON et al.,
1999). A diminuicdo da atividade da ECA também causa aumento da meia vida da
bradicinina, o que resulta na melhora da vasodilatagdo endotélio-dependente e aporte
de oxigénio e nutrientes ao musculo em exercicio (BUTLER et al, 1999; WOODS et al,
2000). MONTGOMERY et al. (1999) sugeriram que ha uma resposta anabdlica maior
nos individuos com menores concentracbes de ECA comparados aqueles com
concentracdes mais elevadas, em virtude da diminuicdo do diametro das fibras
musculares, aumento do numero de capilares e, consequentemente, aumento da
vascularizagcdo muscular local, facilitando o aporte sanguineo e melhora na oxigenacao

dos tecidos e consequentemente um metabolismo energético mais eficiente.

E importante ressaltar que essas alteracdes sdo importantissimas, pois a
musculatura em exercicio demanda muita energia para manutencdo do mesmo, e umas
das adaptacdes ocorridas durante o treinamento € a melhora na eficiéncia energética
por aumentar a mobilizacdo e carreamento de substratos e oxigénio para as
mitocdndrias, as quais sdo responsaveis por obter energia na forma de moléculas de
ATP (WOODS et al., 2000). Um exemplo classico do efeito de mobilizacdo de substrato
inclui o fluxo sanguineo durante o exercicio para adipocitos. Em exercicios de alta
intensidade, carboidratos sao utilizados pelo metabolismo anaerébico (glicélise) como
fonte de energia e o principal motivo para a diminuicdo da lipélise e o aumento da

glicolise é a diminuicdo de fluxo de sangue ao tecido adiposo (Frayn, 2010).

Até o presente momento, poucos trabalhos realizados em humanos mensuraram,
além do genotipo, a atividade da ECA antes, durante e apds o periodo de treinamento
ou durante o exercicio (LENTZ et al., 1998; ALVAREZ et al., 2000; NG, 2009). Um

desses estudos avaliou onze humanos com claudicacdo intermitente e com estenose
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arterial antes e apos oito semanas de treinamento em esteira rolante ndo encontrando
diferenca entre os valores plasméticos de ECA antes e apds o treinamento (NG, 2009).
Este resultado pode ter sido influenciado pela patologia associada que os humanos

apresentavam e por nao serem atletas.

Estudos realizados com atletas japoneses e britanicos, de diferentes
modalidades esportivas, identificaram que os melhores desempenhos em exercicios de
resisténcia foram evidenciados nos corredores com o0 gendtipo I/l comparados ao
genotipo D/D. Além disso, ndo houve nenhum individuo com o gendétipo D/D entre os
cinco maratonistas mais rapidos das corridas acompanhadas, sendo isso sugestivo que
atletas maratonistas humanos de elite sejam portadores de genotipos I/l (MYERSON et
al., 1999; CAM et al., 2006; BAE et al., 2007; TOBINA et al., 2010).

Atletas enduristas humanos de gendétipos D/D possuem aumento significativo
(P<0,05) do indice da massa ventricular esquerda quando comparados com O0S
individuos D/l e I/l. A expressdo génica da atividade da ECA na parede vascular
estimula a taxa local de producdo de ANG Il que influencia na estrutura e funcdo do
tecido (DI MAURO et al., 2010).

O alelo | em jogadores de Rugby asiaticos é sugestivo de conferir vantagem em
sua capacidade aerobica mensurada pela capacidade maxima de oxigénio e o limiar
ventilatorio (GOH et al., 2009).

Em humanos, o aumento da concentracdo plasmatica de ECA também pode ser
associado a doencas como hipertensao arterial (BARBALIC et al., 2006), diabetes
mellitus tipo 2 (LIM et al., 2007), sindrome aguda de estresse respiratério (IMAI et al.,
2007), sindrome metabdlica (ALVAREZ-AGUILAR et al., 2007), sarcoidose pulmonar
(NAGAI et al., 1999) e provavel infarto do miocéardio (ALVAREZ et al., 1998).

Em cavalos, a mensuracdo da atividade plasmatica da ECA permite melhor

avaliacdo do SRA em relacéo a expressao génica do polimorfismo I/D, pois a atividade
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de ECA sofre influéncia de fatores relacionados ao tipo de ambiente e treinamento (DE
MELLO COSTA et al., 2010).

Um estudo demonstrou a relagcdo inversa entre a concentracdo plasmatica da
ECA com a distancia percorrida por cavalos Puro Sangue Inglés de corrida de turfe. Foi
constatado que quanto maior a atividade plasméatica de ECA, melhor o desempenho em
corridas de curta distancia (COSTA et al., 2012). Logo, foi levantada a hipétese de que
cavalos com menores concentragfes plasmaticas desta enzima poderiam apresentar

um melhor desempenho em exercicios de resisténcia.

O objetivo deste trabalho foi determinar a concentracdo plasméatica da enzima
conversora de angiotensina (ECA) em equinos da raca Puro Sangue Arabe (PSA)

durante a fase de treinamento e durante exercicio de resisténcia.
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ll. MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi conduzido com a aprovagdo da Comissido de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UNESP — Campus de Jaboticabal — numero do protocolo

028195/10, de dia dezessete de dezembro do ano de dois mil e dez.

I1I.1. Animais

Foram utilizados 11 equinos adultos, nove machos e duas fémeas, da raca Puro
Sangue Arabe (PSA), pertencentes a Fazenda Serra da Prata, municipio de Aguas da
Prata, S&o Paulo. Antes de iniciar o periodo experimental, os animais passaram por
exames fisicos (TAYLOR & HILLYER, 1997), foram pesados, e submetidos a exames
hematoldgicos. Foram utilizados somente equinos higidos e em boas condi¢cdes
nutricionais ap6s passarem por programas de desverminacdo!, controle de

ectoparasitas® e vacinagao.

Dezesseis semanas antes do experimento, os animais foram mantidos em
piquetes com sal mineral, feno de tifton e 4gua ad libitum e foram encaminhados a
baias individuais, duas vezes ao dia, para a complementagdo da alimentacdo diaria em
racdo comercial balanceada que supria 40% da exigéncia energética para trabalho
moderado (NRC, 2007). Neste periodo, os animais ndo foram treinados caracterizando
o periodo de inatividade fisica de treinamento a fim de evitar que houvesse interferéncia
de efeitos de condicionamentos fisicos realizados anteriormente. Os cavalos utilizados

eram atletas de enduro que haviam participado de provas de resisténcia anteriormente.

! Equalan®. Merial Satide Animal LTDA. S&o Paulo, SP.
2 Butox® P CE 25 — Intervet Brasil, Akzo Nobel Ltda. S3o Paulo, SP.
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[11.2. Teste de esforgo fisico progressivo (TEP)

Encerrado o periodo de inatividade fisica, os equinos foram submetidos a teste
de esforgo progressivo padrdao (TEP) a campo antes de iniciar o treinamento (TEP 1).
Ao término do periodo de treinamento, outro TEP foi realizado (TEP 2), como
demonstra a Figura 4A e 4B. O treinamento durou 12 semanas. Esses dois testes
tiveram como objetivo avaliar a eficiéncia do treinamento e o condicionamento dos
animais antes do teste de resisténcia. O protocolo utilizado no segundo teste foi
exatamente igual ao primeiro.

Trinta minutos antes do inicio TEP, os equinos tiveram uma de suas veias
jugulares cateterizada®, & qual se acoplou extensor®, a fim de facilitar a colheita de
sangue. Durante o TEP, antes de cada incremento de velocidade, foram efetuadas
colheitas de sangue para determinacdo da concentracdo sanguinea de lactato (Figura
5B).

O TEP foi realizado em uma pista de hipismo pertencente a fazenda, com piso
de areia e superficie plana, e o trajeto delimitado para cada volta media 470 metros (m)
de distancia (Figura 4A e 4B). O protocolo consistiu de um periodo de aquecimento
fisico de dez minutos (min) a 1,7 metros por segundo (m/s) ao passo, seguido de cinco
minutos de trote a 3,0 m/s. Apés o periodo de aquecimento, a cada momento do teste
(T) a velocidade dos cavalos era aumentada em 1,0 m/s, até a velocidade final de 10
m/s. Os animais realizaram entdo um desaquecimento ativo de cinco minutos de trote a

3,0 m/s e outros cinco minutos ao passo a 1,7 m/s (Tabela 1).

Um equipamento de posicionamento global via satélite® foi utilizado para
monitorar a velocidade e a distancia, garantindo assim que o protocolo estabelecido

fosse executado nas exatas velocidades propostas (Figura 6A e 6B).

* BD Intracath™ 16G - BD Vacutainer®. S&o Paulo, SP.
* Extensor para cateter 40cm Luer Lock — Embramed. Jurubatuba, SP.

® Monitor Cardiaco RS300X G com Elastico Eletrodo Wearlink Equino — Polar®. Lake Success, NY — EUA.



Tabela 1. Protocolo utilizado em ambos os testes de esfor¢o progressivo a campo de equinos.
Aguas da Prata, 2011.

VELOCIDADE DISTANCIA DURACAO

ETAPAS MOMENTO .
(m/s) (m) (min e seg)
REPOUSO TO - - -
AQUECIMENTO Tl 1,7 1020 10'
T2 3 480 2'40"
T3 4 720 3
EXERCICIO DE T4 5 960 312"
T5 6 1200 320"
ESFORCO T6 7 1200 2'51"
T7 8 1440 3
PROGRESSIVO T8 9 1680 3'09"
T9 10 1680 2'48"
DESAQUECIMENTO T10 3 480 5
T11 3 480 5'
T12 1,7 480 5'
T13 - - -
REPOUSO T14 i i i
e

A M=)

Figura 4. A e B - Realizac&o do teste de esforco progressivo a campo. Aguas da Prata, 2011.

20
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B

Figura 5. A - Colocacao do frequencimgtro para realizagdo do primeiro TEP. B — Cateter utilizado
para as colheitas de sangue. Aguas da Prata, 2011.

Figura 6. A — Colocacao de equipamento de posicionamento global via satélite para realizagao

do TEP realizado a campo. B — Em detalhe o equipamento fixado no brago do cavaleiro.
Aguas da Prata, 2011.

[11.3. Protocolo de treinamento (PT)

Apés a realizagdo do primeiro TEP, 0s equinos passaram por um programa de
treinamento com 12 semanas de duracdo. Todos foram submetidos a um treinamento a
campo, composto por duas sessfes semanais de 60 minutos de duracao,

predominantemente ao passo e trote, e uma sessao semanal de 90 minutos de duracéao
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ao galope em pista de areia. A frequéncia cardiaca dos cavalos néo foi aferida durante

0 treinamento.

Durante o processo de treinamento, os animais foram avaliados clinicamente a

fim de evitar qualquer afeccdo que comprometesse a higidez dos atletas.

l11.4. Teste de resisténcia (TR)

Ao final do periodo de treinamento, foi realizado, em um Unico dia, um teste de
resisténcia (TR) constituido por uma prova similar as competi¢des oficiais de enduro
equestre, utilizando os animais que participaram do treinamento. Os equinos
percorreram um trajeto de 80 quilébmetros (km) de distancia, dividido em quatro etapas,
sendo a primeira de 30, a segunda de 20 e a terceira e quarta de 15 km cada, com uma
parada obrigatéria de 50 minutos para colheita de sangue e para exames fisicos (EF),
que foram realizados antes do inicio do exercicio (EF1), entre cada etapa (EF2, EF3 e

EF4) e ao final (EF5), realizado 20 minutos apds o término da quarta e Ultima etapa.

Apenas nove dos onze equinos participaram do teste de resisténcia. Dois
equinos apresentaram claudicacdes durante a fase de treinamento e foram afastados

para tratamento médico.

[11.5. Exame fisico (EF)

Exames fisicos (EF) antes do TR e durante as paradas obrigatérias foram
efetuados para atestar a saude dos animais, habilitando-os ou ndo a prosseguir para a
proxima etapa da prova. O exame final (EF5) foi realizado apés a concluséo da prova,

em carater eliminatério.

Os EF realizados seguiram a regulamentacdo da Federacdo Equestre

Internacional (FEI, 2010). Os parametros observados incluiram avaliagdo de
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frequéncias cardiaca (batimentos por minuto) e respiratéria (movimentos por minuto),
coloracdo de mucosas (normal ou alterada), desidratacédo (ausente, até 6% ou acima de
6%), tempo de preenchimento capilar (em segundos), turgor de pele (normal ou
alterado), auscultacdo abdominal (normal ou alterada), sensibilidade muscular (normal
ou alterado) e avaliacdo do andamento ao trote para deteccéo de claudicagao (ausente
ou presente), impulsdo e atitude geral. Os parametros foram anotados em fichas

individuais para analise.

Durante os 50 minutos da parada obrigatéria, os cavalos tiveram livre acesso a
agua e ao feno de tifton. Nao foi administrada pasta com eletrélitos aos animais em

nenhum momento antes ou durante a prova.

[11.6. Colheita das amostras de sangue

Durante o TEP amostras de sangue foram colhidas em repouso, ao final do
aquecimento, no ultimo minuto de exercicio ao final de cada momento (T) de aumento
da velocidade. Durante as 12 semanas de treinamento o sangue foi colhido antes do
primeiro TEP, na quarta e décima segunda semanas de treinamento. No dia do TR, as
amostras foram obtidas 30 minutos antes do inicio, na chegada de cada parada

obrigatoria, 01, 24 e 48 horas ap0s o término do teste.

A cada colheita descrita, o sangue foi obtido de uma das veias jugulares, apds
antissepsia local adequada, com o uso de agulha® ou cateter’, dependendo do dia e
atividade realizada. As amostras foram acondicionadas em tubos sem anticoagulante®

ou com anticoagulante (EDTA® ou Heparina'®), de acordo com a analise realizada.

BD Vacutainer® Passive Shielding Blood Collection Needle 21g x 1" - BD Vacutainer®. S&o Paulo, SP.
BD Intracath™ 16G - BD Vacutainer®. S&o Paulo, SP.

Serum Tube, No Additive, Silicone-Coated Interior - BD Vacutainer®. Sao Paulo, SP.

Plastic Whole Blood tube with spray-coated K,EDTA - BD Vacutainer®. Sao Paulo, SP.

1% plasmaTube 60 USP Units of Lithium Heparin (spray-coated) - BD Vacutainer®. Sdo Paulo, SP.

© 0 N O
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I11.7. Analises laboratoriais

Todos os momentos relacionando as diferentes analises laboratoriais realizadas
neste experimento foram sumarizados na Tabela 2, ao final da descricdo desta

subsecéo.

[1.7.1. Hemograma

As amostras de sangue para realizacdo de hemograma foram colhidas e
acondicionadas em tubos contendo anticoagulante EDTA®, conforme descrito por
ROSENFELD (1955), sendo imediatamente homogeneizadas, acondicionadas em
isopor com gelo e levadas ao laboratério'! onde foram processadas com o auxilio de

um contador automatico de células®?.

A contagem diferencial de leucdcitos foi obtida utilizando-se de esfregacos
sanguineos corados com solucdo de May-Grunwald, Giemsa e Metanol.
Posteriormente, as preparacdes citoscopicas foram analisadas a microscopia optica,
utilizando microscépio'®* com aumento de 1000 vezes (em imersdo). A férmula
leucocitaria absoluta foi calculada a partir dos valores relativos das contagens global e

diferencial de células leucocitarias, por regra de trés direta.

Para dosagem de proteinas séricas, amostras de sangue foram colhidas em
tubos sem anticoagulante e centrifugadas** por 5 minutos com forca de centrifugacéo
de 1509 gauge (g). Ao fim da centrifugacado, aliquotas de soro foram pipetadas em

microtubo®® e refrigeradas. Em seguida, foram transportadas até o laboratério’® onde

| aboratério de Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia — UNESP — Campus de Jaboticabal.
'2 Contador automatico de células pocH- 100 iV Diff® - Mundelein, IL — EUA.

¥ Microscépio Nikon® modelo Eclipse E200 - Melville, NY — EUA.

' Centrifuga BABY®| Mod. 206 BL - FANEM®. Sao Paulo, SP.

!> Microtubo 2,0 ml tipo eppendorf de polipropileno transparente - AZLON®, Ribeirdo Preto, SP.

'8 | aboratério de Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia — UNESP — Campus de Jaboticabal.
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foram armazenadas e mantidas em freezer'” a -20° Celsius (C) até serem analisadas.
As aliquotas de soro congelado foram utilizadas para dosagem de proteina total por

espectrofotometria®® utilizando kit comercial®.

[11.7.2. Lactato

As amostras de sangue obtidas durante a realizacdo de ambos os TEP e durante
o TR para a dosagem da concentracdo de lactato foram colhidas em tubos contendo
anticoagulante Fluoreto de s6dio®®. As aliquotas de sangue total com anticoagulante
foram transferidas para microtubo?!, acondicionadas em isopor com gelo e
transportadas até o laboratério®® onde foram armazenadas e mantidas congeladas em

freezer®® a -20° C até serem analisadas.

A determinacdo da concentragdo de lactato foi realizada, posteriormente, pelo

método da lactato oxidase com um analisador automatico?.

As médias das concentracfes de lactato, de ambos os testes, obtidas para cada
uma das velocidades crescentes, constituindo os momentos do teste (T), foram
utilizadas para obter duas curvas (uma para cada TEP) relacionando a velocidade com

a concentracao de lactato.

7 Freezer Brastemp® modelo Frost Free Flex BVR28GRBNA — S&o Paulo, SP.

18 Espectrofotometro LABQUEST BIO 2000 — LABTEST®. Lagoa Santa, MG.

19 Kit para dosagem de PROTEINA TOTAL Ref. 99-250 — LABTEST. Lagoa Santa, MG.

% plastic Plasma Tube with Glycolytic Inhibitor, 5.0mg Sodium Fluoride, 4.0 mg Pot. Ox. — BD
Vacutainer®. S&o Paulo, SP.

*I Microtubo 2,0 ml tipo eppendorf de polipropileno transparente - AZLON®, Ribeirdo Preto, SP.

2 | aboratério de Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia — UNESP — Campus de Jaboticabal.

%3 Freezer Brastemp® modelo Frost Free Flex BVR28GRBNA — Sao Paulo, SP.

2 Lactimetro - YSL 2300 Stat Plus. Yellow Springs — EUA.
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[11.7.3. Enzima conversora de angiotensina

As amostras de sangue para mensurar a atividade da ECA foram colhidas
antes do inicio do treinamento (B1), na quarta (B2) e na décima segunda semana (B3)
apos o inicio do treinamento, sempre pela manha (no mesmo horério), trinta minutos
antes do inicio do TR (B4), imediatamente a chegada em cada parada obrigatéria (B5,
B6, B7 e B8), uma hora (B9), 24 horas (B10) e 48 horas (B11) ap6s o encerramento do

enduro.

O sangue foi colhido em tubos contendo heparina® e foram imediatamente
centrifugados™® por 5 minutos com forca de centrifugacdo de 1509 g. Ao fim da
centrifugacao, aliquotas de plasma foram pipetadas em criotubos® e congeladas em
nitrogénio liquido a -196° C. Em seguida, foram transportadas até o laboratério?’ onde
foram armazenadas e mantidas em freezer®® a —70° C até serem analisadas. O tempo
decorrido entre a colheita de sangue e o congelamento da amostra em nitrogénio

liquido foi menor que uma hora.

A atividade da ECA foi determinada utilizando-se o hippuryl-L-histidyl-L-leucine
(Hip-His-Leu) como substrato e medida pela analise fluorimétrica para o dipeptideo His-
Leu formado (YANG & NEFF, 1972). O volume de 20 uL de plasma foram incubados a
temperatura de 37°C com 200 uL de solucédo de Hip-His-Leu (10 mM) em Tampé&o Tris
HCI 20 mM com 0,3 M NaCl. Apés 15 minutos, foi adicionado 1 mL de NaOH 0,5 M para
interromper a acdo enzimatica. O dipeptideo His-Leu foi detectado pela adi¢do de 0,1
mL de o-ftaldialdeido 1% (massa/volume, em etanol), seguido da adicdo de 0,2 mL de
HCI 6 M ap6s 4 minutos. A fluorescéncia foi medida em fluorimetro® com comprimento
de onda de excitacdo de 365 nm e de emissao de 495 nm. Os ensaios foram feitos em

triplicata.

% Tube, 60 USP Units of Lithium Heparin (spray-coated) - BD Vacutainer®. Sao Paulo, SP.

?® Criotubo com capacidade 2,0 ml - Modelo 89020. Trasadingen — Suica.

" Laboratério de Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia — UNESP — Campus de Jaboticabal.
*8 Ultra Freezer AL374 — 80V — AmericanLab. Charqueada, SP.

% Fluorimetro automatico BioTek® Synergy 2 - Winooski, VT — EUA.
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Uma curva padréo foi elaborada para o dipeptideo His-Leu (0-25 nmol) com a
finalidade de estabelecer os parametros da relagcédo entre concentracdo de His-Leu e a

fluorescéncia medida pelo espectrofluorimetro.

Para cada amostra com plasma, adicionou-se todos os componentes do ensaio
acima descrito com excec¢do do hip-his-leu. E para cada placa utilizada, foi realizada a

analise de uma amostra sem o plasma, chamada de branco.

A andlise de cada amostra foi efetuada em triplicata. Por este motivo, para cada
amostra foi calculada a média das leituras efetuadas e, em seguida, o valor obtido foi
inserido em uma férmula previamente descrita por YANG & NEFF (1972) para encontrar

o valor da atividade da ECA.

Para todos os resultados apresentados, uma unidade (U) de atividade enzimatica
de ECA foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 nmol de His-Leu
por minuto, por mL de plasma, nas condi¢cbes descritas. Sendo assim, a atividade da

ECA foi expressa em nmol de His-Leu/min/mL de plasma.

Tabela 2. Resumo dos momentos de colheita de sangue de equinos para diferentes analises laboratoriais

Jaboticabal, 2011.
ENZIMA CONVERSORA DE
MOMENTO HEMOGRAMA LACTATO ANGIOTENSINA

ANTES DO TREINAMENTO INICIAL Bl
PRIMEIRO TESTE DE ESFORCO

PROGRESSIVO (TEP 1) T0-T14
APOS 4 SEMANAS DE TREINAMENTO B2
APOS 12 SEMANAS DE TREINAMENTO B3
SEGUNDO TESTE DE ESFORCO 0114
PROGRESSIVO (TEP 2)

ANTES DO TES'I;_lE_RD)E RESISTENCIA ey ey o
PRIMEIRA PARADA OBRIGATORIA EF2 EF2 B5
SEGUNDA PARADA OBRIGATORIA EF3 EF3 B6
TERCEIRA PARADA OBRIGATORIA EF4 EF4 B7

QUARTA PARADA OBRIGATORIA EF5 EF5 B8
01 HORA APOS O FIM DO TR B9
24 HORAS APOS O FIM DO TR B10

48 HORAS APOS O FIM DO TR B11l
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I11.8. Analise estatistica

A analise de variancia (ANOVA) foi efetuada para avaliar os resultados dos TEP
e do TR, utilizando o programa SAS*. A todos os testes estatisticos foi aplicado o nivel
de significancia de 5% de probabilidade (p < 0,05). Um modelo misto foi utilizado onde
0S tempos constituiram as variaveis fixas e os cavalos, dentro de cada tempo, foram
considerados como fatores aleatérios. Quando as ANOVAS apresentaram diferenca
estatistica entre os efeitos do tempo, os dados foram analisados pelo teste de
comparacéao de Fisher.

A variavel dependente analisada durante o periodo de treinamento foi a ECA e
nesta analise os fatores fixos foram os tempos de colheita de sangue e os cavalos
foram considerados como fator aleatorio.

Para os testes de esfor¢co progressivo, as variaveis analisadas como fatores fixos
foram os momentos do teste (T) e o estado de treinamento (destreinados e treinados), e
os cavalos dentro do estado de treinamento foram consideradas como fatores

aleatdrios. A concentracdo sanguinea de lactato foi a variavel dependente.

J& para as variaveis obtidas antes e durante o TR, os efeitos dos tempos de
foram avaliados como fatores fixos e os cavalos individualmente foram utilizados como
fator aleatdrio. As varidveis dependentes foram os parametros clinicos, hematolégicos e
bioquimicos.

Foi realizada uma analise de variancia da atividade da ECA obtida antes e
durante o TR comparando os cavalos que terminaram com 0s que ndo terminaram o

teste.

% statistical Analysis System - SAS 9.2. Cary, NC — EUA.
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IV. RESULTADOS

Onze equinos adultos, sendo nove machos e duas fémeas, higidos da raca Puro
Sangue Arabe (PSA) foram selecionados para a realizacdo deste experimento. Exames
clinicos e laboratoriais foram efetuados antes do inicio da fase de treinamento para

atestar a salde dos animais.

Os resultados das variaveis analisadas foram apresentados com os valores

médios e erro padrdo da média em tabelas e graficos.

O exame laboratorial apresentou apenas um leve aumento da média do nimero
de eosindfilos e de mondcitos em relacdo aos valores de referéncia, como explicitados

na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios e erro padrao da média (XxEPM) do hemograma de onze equinos realizados
antes do inicio do experimento. Jaboticabal, 2011.

HEMOGRAMA VALORES EM REPOUSO  VALORES DE REFERENCIA*
Hematdcrito (%) 38+1,6 32-55
Eritrocitos (x10° /uL) 8,51+ 0,37 7,0-13
Hemoglobina (g/dL) 125+0,5 10-18
Leucécitos (x10° /uL) 7,018 + 0,362 7-14
Contagem Diferencial (x10° /uL)

Eosindfilos 259 £ 56 0-150
Neutréfilos segmentados 3171 + 408 2100 - 9000
Linfocitos 3461 + 210 1750 — 9800
Mondcitos 127 + 24 0-900
Plaquetas (x10° /uL) 154 +12 200 - 600
Proteina Total 6,4+0,1 5,6-8,0

* Valores de referéncia segundo Laboratério de Patologia Clinica do HV Governador Laudo Natel da
FCAV — UNESP — Campus de Jaboticabal.
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IV.1. Teste de esforco progressivo (TEP)

O primeiro TEP foi realizado com todos os 11 animais. Porém dois equinos
machos foram retirados da fase de treinamento apés oito semanas de treinamento, pois

apresentaram claudicacgéao.

Apenas oito equinos realizaram o segundo TEP ao final da fase de treinamento.
Um animal, durante a realizagdo do segundo teste, teve o cateter deslocado e

inviabilizou as colheitas de sangue, sendo retirado do teste.

Os valores médios da concentracdo de lactato relacionado as mesmas velocidades
diminuiram no segundo teste quando comparado ao primeiro TEP, havendo diferenca
significativa para os momentos referentes as velocidades de oito (P = 0,004), nove
(p<0,0001) e 10 (p= 0,0003) metros por segundo (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios e erro padrao da média (XtEPM) da concentracéo de lactato obtidos para cada
uma das velocidades crescentes dos testes de esforgco progressivo realizado a campo. Aguas
da Prata, 2011.

MOMENTO VELOCIDADE (m/s) LACTATO (mmol/L)
TEP 1 (n=11) TEP 2 (n=8)

T0 0,63 + 0,15" 0,25 + 0,04"
T1 1,7 0,37 + 0,04* 0,16 + 0,04
T2 3 0,43 + 0,10" 0,17 + 0,04
T3 4 0,46 + 0,07 0,23 + 0,04
T4 5 0,58 + 0,09" 0,23 + 0,04"
T5 6 0,90 + 0,10" 0,35+ 0,07*
T6 7 1,46 + 0,15 0,72 +0,18"
T7 8 2,70 + 0,38" 1,0 + 0,24°
T8 9 4,61 + 0,86" 2,05 + 0,39°
T9 10 6,36 + 0,71" 2,46 + 0,49°
T10 3 4,11 +0,83" 2,09 + 0,74
T11 3 1,97 + 0,417 1,13 + 0,47
T12 1,7 1,69 + 0,30" 0,82 + 0,42"
T13 15' 1,27 + 0,217 1,02 + 0,46"
T14 30' 1,35 + 0,217 0,67 + 0,17

Letras mailsculas sobrescritas diferentes na mesma linha representam diferenca entre os testes de
esforco progressivo 1 e 2, separados por 12 semanas de treinamento (p<0,05).
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Um gréfico velocidade x lactato com as médias e erro padrdo da média foi
elaborado, obtendo-se duas curvas. A Figura 7 apresenta o deslocamento da segunda
curva de lactato (TEP 2) para a direita em relacdo a outra curva (TEP 1).
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6.0 *

5,5 -
3 501 —e— TEP 1 (n=11)
é j:i —a— TEP 2 (n=8)
S 351 *
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Repouso 1,7 3 4 5 6 7 8 9 10
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Figura 7. Testes de esforco progressivo (TEP) realizado a campo, em pista de areia, no qual registrou
se os valores médios +EPM da concentracao de lactato para cada uma das velocidades
crescentes. Jaboticabal, 2011. * Representa diferenca entre os mesmos momentos do primeiro
e segundo TEP.

IV.2. Treinamento

Onze equinos iniciaram o periodo de treinamento, mas apds 12 semanas apenas
nove animais completaram o programa de treinamento proposto. A Tabela 5 apresenta
as meédias e erro padrao da média (XtEPM) da atividade de ECA, obtidas antes do
inicio do treinamento (Bl), ap0s quatro (B2) e doze (B3) semanas do inicio do
treinamento. Houve diminuicdo gradual da atividade da ECA ao longo periodo de
treinamento. As diferengas entre B1 e B2 (p=0,0115), B1 e B3 (p<0,0001) e B2 e B3

(p<0,0001) foram bastante evidentes e sao ilustradas pela Tabela 5 e Figura 8.
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Tabela 5. Valores médios +tEPM da atividade plasmatica da enzima conversora de angiotensina de
equinos obtidos antes do inicio do treinamento, ap6s quatro e doze semanas de treinamento.
Jaboticabal, 2011.

MOMENTO ECA
B1 - antes inicio treinamento (n=11) 82,75 +0,48"
B2 - apo6s 4 semanas de treinamento (n=11) 80,87 +1,16"°
B3 - apds 12 semanas de treinamento (n=9) 75,89 +1,13°

Letras mailsculas sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os
momentos (p<0,05).
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Figura 8. Atividade da enzima conversora de angiotensina de equinos obtidas antes e durante o periodo
de treinamento. Jaboticabal, 2011.

IV.3. Teste de resisténcia (TR)

Ao final do periodo de treinamento, uma semana apés o TEP 2, um teste de
resisténcia (TR) foi realizado um com nove cavalos. O TR foi dividido em quatro etapas
e entre elas houve uma parada obrigatdria de 50 minutos para colheita de amostras de

sangue e realizacao de exames veterinarios nos cavalos.

Apenas cinco cavalos completaram a prova. Quatro animais foram eliminados

durante o TR, sendo dois apds percorrerem 30 km e outros dois ap6s 50 km de
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distdncia. No segundo exame fisico (EF2), dois equinos foram eliminados, um
apresentou sensibilidade muscular alterada e outro com claudicagdo no membro
posterior direito. No EV3, outros dois equinos também foram eliminados, um com
sensibilidade muscular da regido lombar aumentada e com claudicacdo no membro
posterior esquerdo e o outro por apresentar desidratacéo acima de 6%, evidenciada por
apresentar tempo de preenchimento capilar acima de quatro segundos, aumento do
tempo de retracdo da pele ao teste de turgor de pele e por apresentar frequéncia
cardiaca acima de 56 batimentos por minuto apds os 50 minutos da parada obrigatoéria.
Todos os animais eliminados, aqui descritos, foram retirados do teste imediatamente e

submetidos a tratamentos quando necessario.

A média de peso dos animais, em quilogramas (Kg) foi anotada em fichas
individuais antes do inicio da prova e na chegada de cada etapa e seus valores
corresponderam a 431+8, 401+6, 394+ 8, 392+ 9 E 389+ 10 kg respectivamente.

A velocidade média da prova foi de 11,75 km/h para completar o teste de 80 km.

A velocidade da 12, 23, 32 e 42 etapa foi de 8, 16, 11 e 11 km/h, respectivamente.

IV.3.1. Exame fisico (EF)

Antes do inicio do TR e entre as etapas da prova, durante as paradas
obrigatorias, houve exames fisicos dos animais participantes do teste. Como relatado

anteriormente, ao longo do TR quatro animais foram eliminados durante o EF2 e EF3.

Os EF avaliaram parametros clinicos que foram anotados em fichas individuais
para andlise e incluiam as frequéncias cardiaca (batimentos por minuto) e respiratoria
(movimentos por minuto), coloracdo de mucosas (normal ou alterada), desidratacao
(ausente, até 6% ou acima de 6%), tempo de preenchimento capilar (em segundos),

turgor de pele (normal ou alterado), auscultacdo abdominal (normal ou alterada),



34

sensibilidade muscular (normal ou alterado) e avaliagdo do andamento ao trote para

deteccao de claudicacdo (ausente ou presente), impulsdo e atitude geral.

Os demais parametros auxiliaram os médicos veterinarios, durante a parada
obrigatoria, no julgamento do animal apto para continuar no teste, prosseguindo o

exercicio.

A frequéncia cardiaca apresentou aumento apés os primeiros 50 km (p=0,0086)
e se manteve mais alta durante o EF4 (p=0,0192) e EF5 (p=0,0233) em relacdo ao
valor antes do inicio do TR. Houve aumento significativo da frequéncia respiratoria
apenas no EF2, apds 30 km de teste, em relacdo ao EF1 (p=0,0002), EF3 (p=0,0210),
EF4 (p=0,0026) e EF5 (p=0,0360).Para o tempo de preenchimento capilar (TPC) houve
aumento no EF3 em relagcdo ao EF1 (p=0,0208) e EF5 (p=0,0361). Os resultados das
variaveis que apresentaram diferenga significativa (p<0,05) foram explicitados na
Tabela 6.

Os parametros coloracdo de mucosas, desidratacao, turgor de pele, auscultacdo
abdominal, sensibilidade muscular e claudicagdo n&o apresentaram diferenga
significativa quando aplicado os testes estatisticos (p>0,05). Porém, os animais que
apresentaram desidratacdo acima de 6%, sensibilidade muscular alterada e

claudicacao presente foram eliminados e retirados do TR.

Tabela 6. Valores médios +tEPM das varidveis obtidas em repouso e nos exames fisicos efetuados
durante o teste de resisténcia em equinos. Jaboticabal, 2011.

VARIAVEIS EF 1 EF 2 EF 3 EF 4 EF 5
FC (bpm/min) 41 + 3" 48 + 4" 53 + 2° 52 +3° 52 +3°
FR (mpm/min) 21+ 2% 47 £ 7° 31+2" 22 1" 30+7"
TPC (segundos) 2+0,2° 2+0,2%° 3+0,3° 3+0,2"° 2+05"

Letras mailsculas sobrescritas diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica entre os exames fisicos
realizados em diferentes momentos (p<0,05).
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IV.3.2. Hemograma

Amostras de sangue para realizacdo de hemograma foram colhidas antes do

inicio e na chegada de cada parada obrigatéria do TR.

O hematdcrito aumentou apdés os equinos completarem 30 km do teste
(p=0,0048) e se manteve mais alto no EF3 (p=0,0022), EF4 (p=0,0232) e EF5
(p=0,0057) quando comparados aos valores obtidos antes do inicio do TR (EF1). Ja os
valores de eritrécitos, apés o inicio do teste aumentaram no EF2 (p=0,0311) e no EF3
(p=0,0139), diminuiram no EF4 e voltaram a aumentar no ultimo exame fisico

(p=0,0273) quando comparados ao valor de EF1.

Os leucocitos aumentaram significativamente a partir do EF3 (p<0,01) e se
mantiveram mais altos que o EF1 e EF2 até o término do TR. A hemoglobina e a
proteina total (Figura 9) ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados
os valores antes e durante o teste. A média e erro padrdo da média dos resultados dos

hemogramas realizados antes e durante o TR estdo na Tabela 7.

Tabela 7. Valores médios +EPM dos hemogramas realizados antes e durante as paradas obrigatérias de
equinos durante o teste de resisténcia. Jaboticabal, 2011.

VALORES DE
HEMOGRAMA EF1 EF2 EF3 EF4 EF5  REFERENGIA*
A B B B B
Hematdcrito (%) +4§ 0 +5§ 5 +5:23 4 +5;' 3 +5:23 6 32-55
L 9,42" 10,59° 10,86° 10,38"  10,84°
Eritrécitos (x10° /uL) 2047 1097 +033  +0853 4043 7,0-13
. 14,0 15,6 15,8 15,3 15,96
Hemoglobina (g/dL) +07 +06 10.7 +10 108 10-18
L 3 8,578" 9,078" 11543° 12,14® 12,72°
Leucocitos (x107 /uL) +0447 +0582 0,734 +1103 +0,923 r-14
Proteina Total (g/dL) +7603 +7693 +8613 +7(’)6 4 +7i53 56-8,0

Letras mailsculas sobrescritas diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05). * Valores de
referéncia segundo Laboratorio de Patologia Clinica do HV Governador Laudo Natel da FCAV — UNESP
— Campus de Jaboticabal.
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Figura 9. Representacao grafica das médias e erro padrdo da média da concentracéo de proteina total
de equinos obtidas antes e nas paradas obrigatérias de equinos durante o teste de resisténcia.
Jaboticabal, 2011.

IV.3.3. Lactato

A concentragdo de lactato foi aferida antes e ao longo do teste. A comparagéo
das meédias da concentracdo do lactato (Tabela 8) revelou aumento no EF2
(p=0,00211), EF3 (p<0,0001) e EF4 (p=0,401) quando comparados com o valor de
antes do inicio do TR (EF1). Houve aumento também entre os valores de EF2 e EF3

(p=0,0371). A Figura 10 ilustra estas alteracdes durante o teste.

Tabela 8. Valores médios tEPM das concentragfes de lactato de equinos realizados em repouso e nas
Paradas obrigatérias efetuadas durante o teste de resisténcia. Jaboticabal, 2011.

VARIAVEL EV1 EV 2 EV 3 EV 4 EV 5

Lactato (mmol/L) 0,20+0,03" 0,38+0,05° 0,56+0,1° 0,38+0,05°" 0,38+0,07"°"°

Letras mailsculas sobrescritas diferentes na mesma linha representam diferenca entre os momentos
(p=0,05).
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Figura 10. Representacédo gréafica das médias e erro padrdo da média da concentragao de lactato de
equinos obtidos antes e nas paradas obrigatérias durante o teste de resisténcia. Jaboticabal,
2011.

IV.3.4. Enzima conversora de angiotensina

As amostras colhidas para a avaliagdo da atividade da enzima conversora de
angiotensina (ECA) foram obtidas antes do inicio (B4), a cada parada obrigatoria (B5,
B6, B7, B8), a 1 (B9), 24 (B10) e 48 (B11) horas apds o término do TR. Os valores
médios obtidos no B4 foram menores que os obtidos no B10 (p=0,0029). Os menores
valores encontrados neste experimento para a atividade da ECA ocorreram no tempo
B6, o que ndo se repetiu durante o TR. Em B6 houve diminuicdo comparado com 0s
tempos B5 (p=0,0004), B7 (p=0,0020), B10 (p<0,0001) e B11 (p=0,0093). Houve ainda
diminuicdo da atividade da ECA do momento B5 para o B9 (p=0,0438) e aumento do
B11l em relagcéo ao B5 (p=0,0031). A Tabela 9 apresenta os resultados de ECA obtidos

antes e durante o TR.
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O comportamento médio da atividade da ECA antes e durante o TR esta

explicitada na Figura 11 e 12.

Tabela 9. Valores médios +EPM da atividade plasmatica da enzima conversora de angiotensina de
equinos obtidos antes do inicio e nas paradas obrigatérias efetuadas durante o teste de
resisténcia. Jaboticabal, 2011.

MOMENTOS ECA ENDURO
B4 - antes do inicio do TR 75,89 +1,26"
B5 — primeira parada obrigatéria 78,81 +1,42%F
B6 — segunda parada obrigatéria 71,04 +2,20°
B7 — terceira parada obrigatéria 79,69 +1,82%50F
B8 — quarta parada obrigatéria 78,02 +3,57%0F
B9 - 01 hora ap6s o término do TR 74,53 +2,45M¢
B10 - 24 hora apés o término do TR 80,40 +0,70%P
B11 - 48 hora apds o término do TR 76,69 +1,40*F

Letras mailsculas sobrescritas diferentes na mesma linha representam diferenca entre os momentos
(p=0,05).
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Figura 11. Médias e erro padrao da média da atividade plasmatica da enzima conversora de
angiotensina de equinos obtidos antes e nas paradas obrigatérias durante o teste de
resisténcia. Jaboticabal, 2011. * Valores menores que B4 **Valores maiores que B4
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Figura 12. Médias e erro padrao da média da atividade plasmética da enzima conversora de
angiotensina de equinos obtidos em antes e apds o término do teste de resisténcia
Jaboticabal, 2011. * Valores maiores que B4
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V. DISCUSSAO

Um namero consideravel de trabalhos tem sido realizado para determinar as
bases genéticas do desempenho fisico em humanos (GAYAGAY et al., 1998; WOODS
et al.; 1998; MONTGOMERY et al., 1999; MYERSON et al., 1999; TAYLOR et al., 1999;
ALVAREZ et al., 2000; NAGASHIMA et al, 2000; ASHLEY et al., 2006; CAM et al.,
2006; CERIT et al., 2006; THOMPSON et al., 2006; BAE et al., 2007). O polimorfismo
em um dos genes que codifica a biossintese da enzima conversora de angiotensina
(ECA) tem sido implicado como responsavel pela variabilidade da performance fisica de
atletas, em diferentes modalidades esportivas (MONTGOMERY et al., 1998). Por outro
lado, existem poucos trabalhos em humanos e ratos demonstrando o papel da ECA no
exercicio de alta intensidade ou curta duracado (GAYAGAY et al., 1998; MONTGOMERY
et al., 1998; MYERSON et al., 1999; CERIT et al., 2006). Em equinos, tais publicacbes
sdo ainda mais escassas, havendo apenas um trabalho realizado com cavalos de
enduro (DE MELLO COSTA et al., 2010) e outro desenvolvido com cavalos de racas
mistas em treinamento (COSTA et al.,, 2011b). Este estudo é o primeiro a avaliar a
concentracdo de ECA em cavalos submetidos a treinamento para participacdo em
competicbes de enduro equestre e a mensurar a atividade da ECA antes e ao longo de

um teste de resisténcia em equinos.

O principal resultado encontrado neste trabalho foi a reducdo da atividade
plasmética da ECA em equinos da raca PSA no decorrer do treinamento. Este resultado
divergiu de estudo realizado anteriormente, uma vez que foi demonstrado um aumento
da atividade da proporcional a intensidade do treinamento em equinos (COSTA et al.,
2011b). Estes autores realizaram um trabalho mensurando a atividade plasmética da
ECA, a cada quinze dias, em treze equinos de diferentes racas submetidos a dois
protocolos diferentes de treinamento com duracdo de quinze semanas. O primeiro
protocolo de treinamento, do grupo experimental E, era voltado para exercicio de maior

duracdo e menor velocidade, mimetizando um treinamento realizado para equinos
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enduristas, e o outro, denominado grupo experimental S, se baseou em menor duracéo

e maior velocidade, mimetizando o treinamento de cavalos de turfe.

Independente do protocolo de treinamento, em ambos os grupos E e S, houve
aumento da atividade plasmatica da ECA e os maiores valores foram encontrados no
periodo de treinamento com a maior carga de trabalho instituida, aos 75 dias do inicio
do treinamento. Assim que a fase de treinamento foi interrompida, a atividade da ECA
diminuiu significativamente e 8 semanas apos o fim do treinamento voltou aos valores
encontrados antes do inicio do treinamento, sugerindo que o exercicio tenha sido o
principal fator que causou o aumento da atividade da Eca nestes individuos (COSTA et
al., 2011b).

Os resultados encontrados no presente estudo foram diferentes dos relatados
por COSTA et al (2011b). Acredita-se que uma das causas que resultou em tais
diferencas foi o uso de diferentes racas para compor 0s grupos experimentais dos
referidos estudos. Os animais aqui utilizados séo atletas que participam de competicdes
de enduro equestre, ou seja, sdo animais selecionados geneticamente garantindo maior
resisténcia ao exercicio, e os animais utilizados por aqueles autores eram de diferentes

racas, ndo atletas.

Outra diferenca marcante entre os dois estudos foi em relacdo ao tipo de
treinamento utilizado. O estudo de COSTA et al. (2011b) apresentou 2 tipos diferentes
de treinamento, o do grupo E (enduro) e o grupo S (velocista). O protocolo de
treinamento para o0 grupo E consistiu em trés a quatro sessfes semanais de
treinamento ao passo, trote e galope com duragcdo maxima de 30 minutos, montados
em pista de areia ou exercitados com auxilio de uma guia. No treinamento do grupo
experimental deste trabalho, os equinos foram exercitados trés vezes por semana
divididos em duas sessbOes semanais de 60 minutos de duragcdo, predominantemente
ao passo e trote, e uma sessdo semanal de 90 minutos de duracdo ao galope. A
diferenca nos tempos de duracdo de cada sessdo de treinamento entre estes dois

protocolos explicitados podem ter contribuido para as diferencas em relacéo a atividade
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da ECA encontrados nestes dois estudos, visto que o segundo protocolo € mais
adequado ao treinamento de equinos enduristas que 0 primeiro, pois aumenta o tempo
de trabalho, sem necessariamente aumentar a carga de trabalho, a fim de promover
adaptacGes musculares e cardiorrespiratérias para a resisténcia do animal ao exercicio
(EVANS, 2000).

Os valores plasméticos de ECA, determinados neste trabalho, se aproximam
daqueles relatados na literatura para animais da mesma espécie (TILLMAN & MOORE,
1989; COOMER et al., 2003). Porém, outro ponto importante a ser destacado € a
metodologia utilizada para mensurar a atividade da ECA. Um estudo realizado com
diferentes metodologias para mensurar a atividade plasmatica da ECA demonstrou que
ndo ha linearidade entre 0s ensaios realizados e, portanto diferentes metodologias ndo

podem ser comparadas quanto aos resultados obtidos (COSTA et al, 2011b).

No presente estudo a atividade da ECA foi determinada utilizando o hippuryl-L-
histidyl-L-leucine (Hip-His-Leu) como substrato e medida pela analise fluorimétrica para
o dipeptideo His-Leu formado, metodologia adaptada do protocolo descrito por
FRIEDLAND & SILVERSTEIN (1976). No estudo realizado por COSTA et al. (2011a) a
atividade da ECA foi mensurada pelo método cinético, espectrofotométrico, utilizando
um kit comercial. Esta diferenca entre as metodologias e, adicionalmente, as diferentes
racas de equinos utilizados e os diferentes protocolos de treinamento podem constituir

razOes para resultados divergentes.

Ha de se considerar que o treinamento promove adaptacfes em varios sistemas
dentre os quais o cardiovascular (EVANS, 2000; POOLE & ERICKSON, 2008).
Considerando-se que a ECA é responséavel pela formacdo de ANG Il com forte agéo
vasoconstrictora e que 0 treinamento esta associado com a diminuicdo da pressao
arterial (INAGAMI, 1994; WOODS et al., 2000; FRANCISCHETT!I et al., 2005), pode-se
inferir que uma das causas de diminuicdo de pressao arterial seja pela diminuicdo da
atividade de ECA e que esta diminuicdo pode ser promovida pelo exercicio. Equinos

possuem capacidade de atingir pressao arterial sistémica bem maiores que humanos e
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assim h& necessidade de mecanismos regulatorios estritos e com levemente diferentes
dos que ocorrem em humanos (POOLE & ERICKSON, 2008). Corroborando este
argumento, existe uma afeccdo de elevada ocorréncia em equinos atletas, a
hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio (HPIE), que esta associada a hipertensao
(DONALDSON, 1991). Estudo realizado para investigar a correlacdo entre HPIE e/ou
doenca inflamatéria das vias aéreas (DIVA) em cavalos de turfe demonstrou que a
atividade plasmatica de ECA estava aumentada em cavalos com maior grau de HPIE
(COSTA et al., 2012).

Como mencionado anteriormente, este foi o primeiro estudo publicado, dentro do
conhecimento dos autores, até a presente data, a mensurar a atividade da ECA antes e
ao longo de um teste de resisténcia em equinos. Por esta razdo, algumas das
alteragbes aqui encontradas ndo permitem discussdo mais profunda em virtude dos
poucos trabalhos realizados para confrontagdo. DE MELLO COSTA et al. (2010)
mensuraram a atividade da ECA e proteina total antes do inicio e ao término de uma
prova de enduro de 80 km, realizada na Australia, com 19 cavalos e ndo encontraram
diferencgas significativas entre os momentos analisados. Adicionalmente, foi relatado
também que nao houve diferenca nos valores de proteina total antes e apds o enduro,
ndo havendo correlacdo entre a ECA e a proteina total, e adicionalmente a atividade
plasmética da ECA com a classificacdo dos equinos que participaram do enduro. Esta
auséncia de relacdo pode ser atribuida, principalmente, ao tipo de metabolismo
herdado nas diferentes espécies, onde 0s equinos possuem maior capacidade de

acumulo de lactato que humanos (POSO et al, 2008).

Neste trabalho, ap6s completarem 50 km do teste, houve diminuicdo marcante
de 6,4% na atividade da ECA em relacdo aos valores iniciais, fato que pode estar
relacionada a uma tendéncia dos animais a desidratacao, visto que a proteina total,
embora ndo tenha apresentado diferenca significativa na andlise de variancia,
aumentou durante o teste e seu pico foi exatamente neste momento em que a atividade
da ECA estava diminuida. Neste caso, a enzima ndao se comportou como esperado,

pois quando a necessidade em manter a volemia sobrepde a necessidade energética
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demandada pelo exercicio culmina no aumento da atividade plasmatica da ECA,
aumentando a conversdo de angiotensina | em angiotensina Il (REID et al., 1978), que
promove aumento da pressdo arterial por efeito vasoconstrictor e pelo aumento da
liberacdo da aldosterona que ird gerar maior absorcdo de sédio e agua pelos rins
(WOODS et al., 2000). Diante do exposto, sugere-se que 0 exercicio tenha promovido
alteracbes na manutencdo do equilibrio da homeostasia e este comportamento da

enzima seja compensatorio a tais mudancas.

Neste contexto, foi relatado que a atividade de ECA é crucial para a boa
regulacdo da bioenergética muscular e a manutencdo da homeostase da glicose, pois
ao catalisar a conversdo de ANG | em ANG Il ocorre vasoconstriccao diminuindo o fluxo
sanguineo para a musculatura em exercicio e diminui a captacdo de glicose, o que &
antagonico aos efeitos desejaveis em animais participantes de enduro. Ao mesmo
tempo a ECA é responsavel pela degradacdo de cininas que sao responsaveis por
mediar vasodilatacdo e melhorar a captacdo de glicose, logo se houver, durante
exercicio de resisténcia, diminuicdo da atividade de ECA, como ocorreu neste estudo,
h& melhora na irrigacdo do tecido muscular e melhora na captacéo de glicose, efeitos
fortemente desejaveis ao individuo em exercicio de resisténcia que utiliza
predominantemente o0 metabolismo aerdbico para obter energia (DIETZE &
HENRIKSEN, 2008).

Os resultados encontrados por DE MELLO COSTA et al. (2010) corroboram com
aqueles aqui descritos em relacdo a proteina total e atividade da ECA. Embora estes
autores tenham mencionado em seu trabalho que a atividade de ECA néo depende da
hidratacdo, visto que ndo encontraram alteracdo significativa nas mensuracbes de
proteina total. No presente trabalho configurou-se relacdo inversa entre a ECA e a
proteina total, sendo sugestivo que a ECA tenha sua atividade reduzida nos equinos
qgue, ao longo da prova, apresentam algum grau de desidratacdo e hemoconcentragéo,
em resposta ao aumento da viscosidade do sangue e aumento da resisténcia vascular

periférica.
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Menor atividade de ECA pode estar associada com melhores desempenhos em
exercicios relacionados a resisténcia fisica, e WOODs et al. (2000), sugere que seja
pela regulagédo local do SRA que pelo efeito central do mecanismo de regulacdo do
SRA. Por esta razdo mais estudos precisam ser efetuados para melhor elucidar os
mecanismos regulatorios pelos quais a atividade da ECA se relaciona intimamente com
exercicios de resisténcia, quando em menor atividade, e com exercicios de velocidade/

forca quando em maior atividade.

Os testes de esforco progressivo (TEP) realizados antes e apds o periodo de
treinamento foram extremamente importantes para caracterizar o efeito do treinamento
no condicionamento fisico dos equinos estudados. O ponto de infleccdo da curva
lactato X velocidade representa o ponto de desbalanceamento entre a producdo de
lactato e a sua remoc¢do ou metabolizacdo, e 0 comeg¢o de seu acumulo no sangue e
musculatura em exercicio. Logo, antes desta inflecgcdo ha o predominio do metabolismo
aerébico e ap6s o metabolismo anaerdbio (EVASN, 2000; KRONFELD, 2000;
CAMPBELL, 2011).

O uso arbitrario de valores de lactato entre 2 ou 4 mmol/L é constantemente
utilizado por inimeros autores para avaliacdo do efeito de treinamento. Lindner (2010)
descobriu que a concentracdo de 1,5 mmol/L de lactato seria a melhor representacéo
do limiar aerébico-anaerdbico de lactato em cavalos. Neste trabalho, ao invés de utilizar
tais valores, duas curvas lactato X velocidade foram feitas com as médias das
concentracdes de lactato obtidas em ambos os TEP para evidenciar o efeito de
treinamento. No segundo TEP houve reducdo de mais de 50% na concentracao de
lactato ao se comparar com o TEP 1, onde nas maiores velocidades do teste (8, 9 e 10
m/s) os equinos utilizaram, predominantemente, as vias metabdlicas aerdbias para
obtencao de energia em detrimento das vias anaerdbias, confirmada pela diminui¢cdo da
formagcdo e acumulo de lactato no sangue. Esse resultado corrobora com aqueles
obtidos em trabalhos precedentes, onde o treinamento aumenta a capacidade aerdbica

de equinos segundo diferentes modalidades de treinamento (EVANS, 2000;
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KRONFELD et al., 2000; SERRANO et al., 2002; EVANS, 2008; LINDNER et al., 2009;
CAMPBELL, 2001).

A média dos hematécritos dos equinos antes do inicio do TR foi de 43 £ 2,0% e
ao ser comparada aos demais momentos do teste, observou-se aumento em todos eles
de 10%. Esse aumento foi atribuido a contracéo esplénica ocasionada pela liberacéo de
catecolaminas, que ocorre durante o exercicio, e ndo foi considerada condigdo deletéria
para 0s animais, pois € um acontecimento fisiolégico para a espécie. Aumentos do
hematocrito até 60-70% em equinos ocorrem durante exercicios maximos ou apos
administragdo intravenosa de altas doses de adrenalina e essa condicdo é considerada
normal em resposta aos estimulos recebidos (MARLIN & NANKERVIS, 2002), ndo
sendo o caso deste trabalho, uma vez que o exercicio foi de média intensidade e longa

duracéao.
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VI. CONCLUSOES

Com base nos resultados desta pesquisa é licito afirmar que:

1

2- O treinamento aerdbio diminui a atividade plasmatica da ECA em equinos;

O exercicio influéncia a atividade plasmatica da ECA em equinos;

3- O protocolo de treinamento foi efetivo, condicionando os animais para o teste
de resisténcia;

4- A mensuragéo da atividade da ECA se revelou uma ferramenta em potencial
para auxiliar o monitoramento de estado de condicionamento fisico de
equinos;

5- Durante o teste de resisténcia houve relacao inversa entre a ECA e a proteina

total.

Contanto, este experimento deve ser analisado com cuidado e ser considerado
como um estudo preliminar visto o pequeno tamanho da amostra. Estudos futuros sao
necessarios com maior nimero de animais para clarificar a variacdo da atividade da
ECA durante o periodo de treinamento e antes, durante e apos exercicio de resisténcia
para melhor elucidar os exatos mecanismos pelos quais 0 SRA atua na regulacdo de

pressdo e metabolismo energeético.
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