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CAPITULO 1 — Potencial do American Pit Bull Terrier como modelo de
estudo em fisiologia do exercicio

RESUMO

s

A Fisiologia do Exercicio € um ramo da ciéncia que elabora métodos e
programas de condicionamento aplicados no controle, prevencao e tratamento
de enfermidades, bem como explica os mecanismos adaptativos comparando
espécies animais. A espécie canina ainda é pouco estudada em seu perfil
atlético mais amplo, sendo as racas tradicionalmente escolhidas para este fim o
Greyhounds, cées de tren6 e Retrievers do Labrador. O American Pit Bull
Terrier, apesar de sua popularidade mundial, tem sido negligenciado pela
comunidade académica, apesar de sua versatilidade comprovada por sua
participacdo bem sucedida em diversos esportes. Esta revisdo traz aspectos
relevantes sobre a raca e sua origem, bem como sobre as expectativas de
inovadores estudos com enfoque no Pit Bull como modelo experimental.

Palavras-chave: caes, esporte, experimentacdo, monitoramento.



A Fisiologia do Exercicio € um ramo da ciéncia formada por trés
segmentos fundamentais. O primeiro tem a finalidade de aplicar conceitos
elementares para elaboracdo de métodos e programas de condicionamento
fisico objetivando especificamente o aumento do desempenho fisico'. A
segunda aplica conceitos utilizados na prescricdo de programas de exercicio
fisico com o objetivo de tratar, controlar e prevenir enfermidades relacionadas
com a sindrome metabélica em individuos da espécie humana?. Finalmente, a
outra vertente esta relacionada ao interesse académico de elaborar hipoteses
sobre os mecanismos de adaptacdo a partir da prescricdo de intensidades de
esforco além de comparar espécies animais.

A avaliacdo do desempenho ou da aptiddo atlética, por meio da
mensuracdo de variaveis fisiologicas como a concentracdo de lactato
plasmético, glicemia e frequéncia cardiaca pode ser realizada tanto em
ambiente controlado, com o auxilio de equipamentos como esteira rolante®,
quanto a campo, em situacées reais ou simulagées”.

A partir destas mensuracdes, a capacidade atlética de um individuo
pode ser amplificada com a realizacdo de exercicios especificos, como por
exemplo, priorizando a utilizacdo do metabolismo anaerébio, que ressintetiza o
ATP a partir da glicose proveniente de carboidratos, ou do metabolismo
aerdbio, que necessita do oxigénio para formacdo de ATP, desta vez por meio
da combustdo de carboidratos e gorduras®.

Exercicios aerdbios sdo associados a atividades em baixa velocidade e
longa duracao, ao contrario dos exercicios anaerdbios, associados a atividades

de curta duracéo e intensidade elevada, entende-se, velocidade ou peso®. A via



energética predominante dependera tanto da intensidade do exercicio quanto
de sua duracéo’.

Mensuracfes do desempenho atlético por meio da lactatemia, por

13-15 16-18

exemplo, sdo amplamente realizados em ratos®*?, cavalos e humanos
A ciéncia evolui constantemente e transcendeu o esporte, na medicina
humana permitiu que areas como a cardiologia, nefrologia, fisioterapia,
geriatria, nutricdo, psicologia e enfermagem se beneficiassem dos
conhecimentos adquiridos em fisiologia do exercicio 923,
Na medicina veterinaria, atletas da espécie equina sdo 0s maiores
favorecidos com os avancos desta ciéncia, uma vez que sao protagonistas de

2425 & outros como o trote?®, enduro?’, salto de

esportes classicos como corrida
obstaculos®, pélo % e adestramento ?°, compondo modelos para estudos em
fisiologia do exercicio e mais especificamente, no delineamento ou visando o
incremento das capacidades atléticas destes animais, elevando o nivel das
competicoes.

JA os a espécie canina foi por décadas utilizados como modelos
experimentais, submetidos ao exercicio, como método de avaliacdo das
respostas fisioldgicas frente a desafios como injlrias cardiacas induzidas®,
administracdo de farmacos®! e procedimentos cirdrgicos®* para extrapolacéo
dos resultados para a espécie humana assim como Corneille Heymans que
utilizou cédes para demonstrar o papel de quimiorreceptores periféricos na
regulacdo respiratoria, trabalho pelo qual recebeu seu Prémio Nobel em
1938%,

As primeiras participacdes dos cdes como modelo experimental em

34,35

pesquisas no esporte, tiveram suas racas omitidas Caes sem raca



definida (SRD) também foram amplamente utilizados como modelo 364017,

Subsequentemente, com a evolugcdo dos esportes caninos, 0s velocistas

41-47 48-52

Greyhounds e caes de trend ganharam notoriedade no estudo em
fisiologia do exercicio. Outros estudos foram delineados para racas especificas,
como os Foxhounds **°* Beagles >>®’, Pastores Australianos °® e Retrievers

do Labrador %%t

, participantes de modalidades como farejamento, pastoreio e
busca, respectivamente. Estudos também foram realizados para descrever
respostas fisiolégicas para determinadas atividades, como o Agility °2°* bem
como, busca e resgate®.

Apesar da aparente disponibilidade para se trabalhar com cdes em
ambiente experimental, até o momento ha poucos estudos em fisiologia do
exercicio com a espécie e principalmente sobre o American Pit Bull Terrier,
raca escolhida por nés devido a sua popularidade mundial e por possuir um
biotipo singular, com membros capazes de absorver mais energia nos 0Ssos,
evitando fraturas®® e maior capacidade muscular, gerando mais forca®’
garantindo maior capacidade anaerébia quando comparado ao Greyhound, por
exemplo. Além de ser uma raca bastante adaptavel ao uso da esteira rolante,
em estudos desenvolvidos por nés, esteira de alta performance destinada a

equinos, bem como ao manejo e equipamentos utilizados para mensuracoes

das variaveis fisiolégicas (Figura 1).



Figura 1. American Pit Bull Terriers durante experimento em fisiologia do exercicio
nas dependéncias do Lafeq (Lafeq-Unesp-Jaboticabal). Esteira rolante de alta
performance projetada para equinos (A); Pit Bull correndo na esteira durante protocolo
experimental de esforco (B e C). Morfometria de exemplar de Pit Bull durante
experimento (D); Pit Bull utilizando equipamento de monitoramento cardiaco Polar
Equino® adaptado a peitoral anatdmico (E). (Fotos pertencentes ao acervo dos
autores).

A maioria das informacdes sobre a raca é difundida por meio de sitios na
internet, documentarios e livros, escritos em sua maioria por criadores ou
entusiastas. O que nos motivou ainda mais para a realizacdo deste estudo,
qguicd o primeiro, que caracterizou as respostas fisiolégicas induzidas pelo
exercicio intenso em esteira.

Como muitas racas modernas, é impossivel ter certeza absoluta dos
detalhes da histéria do American Pit Bull Terrier. No entanto, muitos

entusiastas acreditam que as origens da raca remontam a antiguidade aonde a

tribo Molossi selecionavam cées robustos e musculosos para guerra,



originando a classificacdo molosséides®®. Muito embora o Pit Bull ndo pertenca
a essa categoria (AKC).

Entre 50 d.C. a 410 d.C., a raca foi amplamente difundida por todo o
Império Romano como cées de briga. Ao longo do caminho, foram inseridas
racas européias originando os bulldogs. Quando os Normandos invadiram a
Inglaterra, em 1066, introduziram um novo esporte chamado “isca”, onde
acougueiros mantinham cées para lidar com touros indisciplinados conduzidos
ao mercado de abate. Quando um touro exibia comportamento incontrolavel, os
cdes mordiam seu focinho até o manipulador recuperar o controle do animal
rebelde. Consequentemente, demonstracdes publicas foram organizadas para
mostrar as habilidades dos cdes. Em 1835, esta pratica tornou-se ilegal, em
face disso surgiram outras atividades como o “ratting”, onde o cao era jogado
em um focgo (“pit”) com um varidvel numero de ratos e corriam contra o relégio
para determinar qual deles mataria 0 maior numero de ratos no menor periodo
de tempo®’.

Finalmente o desejo do publico recaiu sobre a luta entre os caes,
necessitando para tanto, animais menores e mais ageis. Bulldogues de
combate foram cruzados aos terriers, resultando o “bull-and-terrier”, mais
comumente conhecido como o primeiro pitbull terrier criado especificamente
para 0 combate entre cdes. Os combatentes caninos passavam por um
processo rigoroso do que os criadores chamavam de “treinamento” privando-o0s
de contato normal com os seres humanos, com uma dieta de sangue e carne
crua e mantendo-os em completa escuriddo. Para aumentar a ansiedade pelo
combate, seus manipuladores os obrigavam a correr em uma esteira rolante

com um animal mais fraco a frente e fora do alcance, servindo de recompensa



ao final do exercicio. Durante o curso de uma luta, esperava-se que 0s caes
atacassem seus adversarios sem medo ou hesitacdo, sinais contrarios a esses
eram interpretados como fragueza ou desisténcia, culminando em sua morte
pelas méos o préprio manipulador .

Em meados dos anos 1800, Pit Bulls foram levados aos Estados Unidos,
trazidos do Reino Unido™*. Quando os imigrantes ingleses vieram para a
América juntamente com seus caes, as lutas tornaram-se comuns, contudo,
com a marcha para o oeste, o pit bull assumiu uma fungcéo mais ampla, lidando
com o gado e protegendo estes e seus proprietarios de ladrdes e animais
selvagens®.

Criadores e entusiastas estdo ainda em busca do reconhecimento oficial.
O American Kennel Club (AKC) foi criado em 1884 com o proposito de
promover 0s interesses dos cdes de raca pura e seus proprietarios,
patrocinando eventos destinados a testar diversas ragcas nas areas de
desempenho e conformac&o’.

Os eventos de desempenho, que incluiam categorias de trabalho,
desporto e de pastoreio, representavam um problema imediato para o pit bull ja
gue a funcdo para a qual foram criados era ilegal. Assim como hoje é
considerada aqui no Brasil, atividade classificada como crime de crueldade aos
animais (art. 32 da Lei 9.605/98) com pena de 3 meses a 1 ano de detencéo e
multa (CBKC)

Apesar de ainda ndo ser reconhecido na Federacdo Cinoldgica
Internacional (FCI) o AKC reconheceu o pit bull em 1936. Hoje, a AKC continua

a incluir o Staffordshire Terrier americano em seu registro, embora,



ironicamente, esta tem se transformado em uma raca distinta de seu primo
americano Pit Bull Terrier’?,

Em 1898 o United Kennel Club (UKC) reconheceu o primeiro exemplar
da raca, ja com o nome de American Pit Bull Terrier, e em 1909 foi fundada nos
Estados Unidos a ADBA (American Dog Breeders Association), uma
associacao exclusiva de criadores de cées raca American Pit Bull Terrier”>.

Atualmente, na medida do possivel, tenta-se manter o American Pit Bull
Terrier no formato original, com o incomparavel e exclusivo “Gameness”, que €
uma das principais caracteristicas da raca, seguido de for¢ca muscular,
agilidade e resisténcia. Sua forca é desenvolvida tanto para deslocamentos
horizontais como corridas, quanto verticais como saltos e escaladas em
arvores™.

O American Pit Bull Terrier tem ganhado muitos admiradores no Brasil e
no mundo e tem sido respeitosamente inserido em uma variedade de funcdes
na sociedade, como céo policial, cdo de busca, céo de terapia e fazenda. Sem
contar os esportes antes dominados por outras ragas, como o Agility, o Flying
Ball, Mergulho, tracdo, e os esportes criados para Pit bulls, como salto livre,
salto em distancia, escalada e skatedog. Apesar da publicidade ainda muito
negativa, com treinamento e formacdo adequados o American Pit Bull Terrier
pode ser um membro extremamente leal e valorizado da familia.

Por todas estas razdes, sd80 necessarios estudos adicionais em
comportamento, fisiologia do exercicio e desempenho atlético do American Pit
Bull Terrier, objetivando mostrar as qualidades atléticas destes formidaveis

caes e consequentemente minimizar o mito que o deprecia, mostrando que sdo



individuos sensiveis ao meio ambiente que os cercam, e que com dedicacao e
técnica podem aprender a ser bons cdes de companhia ou de trabalho.
Importante informar que esta Tese foi elaborada sob a forma de
capitulos, sendo que os mesmos foram formatados de acordo com as normas
estabelecidas por cada periddico, medida prevista nas normas do programa de
Pos-Graduacdo em Medicina Veterinaria da FCAV. O segundo capitulo, que
descreve algumas respostas observadas a partir de métodos como a
hemogasometria, termografia e histoquimica muscular foi enviado para o
peridédico Veterinary Record. O terceiro capitulo que revela a determinagéo
visual e por métodos fixos do limiar de lactato foi enviado para o The Veterinary
Journal. Finalmente, no quarto capitulo, estudamos a comparacdo de duas
metodologias para quantificacdo de lactato sanguineo e plasmatico e foi

submetido para o Veterinary Clinical Pathology.
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CAPITULO 2 — Respostas fisiologicas de cdes American Pit Bull Terriers
destreinados submetidos a exercicio intenso

Resumo

Dez cdes American Pit Bull Terriers realizaram um teste de exercicio
incremental (TEI) em esteira. Quantificaram-se a temperatura superficial de
cinco regides anatdbmicas. Determinaram-se o hematocrito (Ht), a frequéncia
cardiaca (FC), lactatemia [LA] e glicemia [GLI], variaveis hemogasométricas e
do equilibrio &cido-base. Realizou-se biopsia do musculo biceps femoral para
andlise histoquimica. Empregou-se andlise de variancia (ANOVA) e correlacdo
de Pearson (P<0,05). O exercicio induziu aumento da temperatura corporea e
da FC. O Ht, [GLI] e pH né&o se alteraram. No momento da fadiga observou-se
reducdo da PvCO2, HCO3- e do excesso de base. Observou-se elevacdo da
PvO2 e [LA]. Correlacbes positivas foram observadas entre PvCO2 e pH;
PvCO2 e HCO-3; HCO-3 e EB. Entre a PvO2 e PvCO2; PvO2 e HCO-3; lactato
e PvCO2; e lactato e HCO-3 as correlagdes foram moderadas. Predominaram
as fibras musculares do tipo Il. O esforco intenso provocou mudancgas
relacionadas com o aumento da demanda de oxigénio e com a contribuicdo da
via anaerdbia de producdo muscular de ATP com evidente aparecimento da
alcalose respiratoria e a acidose metabdlica. Estes resultados fornecem uma
base de referéncia para comparacdo com outros cdes da raca American Pit
Bull Terriers.

Palavras-chave: C&o; Desempenho; Equilibrio Acido-base; Termografia;
Histoquimica.
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INTRODUCAO

E conceito classico que o exercicio fisico provoca uma série de
alteracdes reversiveis no organismo. Alguns estudos descreveram respostas
fisiologicas de cdes submetidos ao exercicio durante competigcdes caninas. A
maioria destas pesquisas utilizou cades de corrida (Greyhounds), de trené
(Huskyes Siberianos) ou de busca (Labradores Retrievers) (llkiw e outros 1989;
Hinchcliff e outros 1993; Steiss e outros 2004).

Ao final de uma corrida, os cdes Greyhounds podem atingir até 18 m s™
numa distancia de 800 m, sendo esta modalidade considerada de intensidade
méaxima que provoca alteracbes hematoldgicas, bioquimicas e do equilibrio
acido-base, evidenciadas principalmente pelo hematdcrito, que atinge 64%,
[LA] de 28,9 mmol I e pH venoso de 6,997 (llkiw e outros 1989; Hinchcliff e
outros 1993). J& em atividades que exigem velocidades menores como a
busca, praticada por Labradores Retrievers, ocorrem elevacbes moderadas da
[LA], atingindo 3,1 mmol I'*. Diferente da corrida, neste tipo de exercicio podem
ocorrer, de modo concomitante, alcalose respiratéria e acidose metabdlica
moderada (Matwichuk e outros 1999; Steiss e outros 2004). As mesmas
alteracbes moderadas ocorre nos cdes de agility, com [LA] de 4,5 mmol I*
acompanhada de um Ht igual a 52% (Rovira e outros 2007a). Em esteira
rolante, numa intensidade submaxima de esforco, a 2 m s™, cdes da raca
Beagle atingiram uma [LA] de 2,47 mmol I e um Ht de 48% (Piccione e outros
2012).

Em cées, os estudos a campo (Rovira e outros 2007a; Rovira e outros
2007b; Rovira e outros 2008; Rovira e outros 2010) sdo comuns. Entretanto,

testes de esforco realizados em esteira podem ser realizados com maior
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controle das condigcbes ambientais que podem interferir no resultado das
variaveis fisiologicas. A obtencdo destas variaveis pode ser utilizada como
referéncia para estudos posteriores, notadamente, para avaliacdo de cdes com
reducdo de desempenho ou com colapso induzido pelo exercicio (Steiss e
outros 2004), intolerancia ao exercicio (Rovira e outros 2007a) ou das
possiveis alteracdes benéficas provocadas por programas de condicionamento
gue objetivam o alto rendimento e/ou a saude.

O monitoramento dos cdes num ambiente laboratorial, equipado com
esteira, pode ser ainda simplificado com a utilizacdo de aparelhos portateis
(Steiss e outros 2004) que quantificam varidveis hemogasométricas e do
equilibrio acido-base, a partir de uma quantidade reduzida de sangue.

Outras avaliacbes podem ser realizadas para a descricdo de
caracteristicas morfométricas. A tipificacdo das fibras musculares por meio de
técnicas como a histoquimica e a imunohistoquimica é uma delas. Sabe-se que
a proporgéao de fibras musculares varia de acordo com a raga (Toniolo e outros
2007), sendo que a proporcéo de fibras tipo I, IIA 1IB ou 11X e as capacidades
oxidativa, glicolitica e do recrutamento das mesmas podem influenciar
diretamente na resposta metabdlica frente ao exercicio (D’Angelis e outros

2008).

Outra ferramenta que pode ser utilizada € a termografia cutédnea, pois
durante o exercicio a temperatura (T°C) da pele pode estar relacionada ao
trabalho muscular devido a eficiéncia da dissipacdo do calor corpéreo que
acontece, em grande parte, por meio de ondas eletromagnéticas de frequéncia
infravermelha (Xu e outros 2013), que depende do fluxo sanguineo

subcutaneo. Quesada e outros (2015) detectaram a relacdo entre temperatura
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cutanea de algumas regides anatdbmicas e a atividade muscular de ciclistas

submetidos a um TEI em bicicleta estacionéaria.

Atualmente ndo encontramos, numa pesquisa bibliografica online
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), sobre a fisiologia do exercicio
realizados com cdes American Pit Bull Terriers. Deste modo, nds monitoramos
respostas fisiologicas por meio da quantificacdo da FC, [LA], [GLI] e de
variaveis hemogasométricas. Ademais, nés fizemos termografia e tipificacéo
muscular em cédes American Pit Bull Terriers saudaveis e sedentarios que

foram submetidos a um TEI.

MATERIAL E METODOS
Caes

A amostra foi composta por 10 cdes American Pit Bull Terrier
destreinados (sete machos e trés fémeas) com idade de 5 + 2 anos, pesando
29 + 3 kg, e altura de cernelha de 50 = 4 cm, pertencentes ao canil municipal
de Jaboticabal, Sdo Paulo, Brazil. A partir de alguns critérios de selecdo, como
comportamento calmo, permissividade ao toque e baixa reatividade a ruidos ou
pessoas estranhas, os cdes foram escolhidos a partir de um total de 18 Pit
Bulls. Os caes foram considerados higidos, apés exame fisico, hematolégico e
anamnese. Todos os individuos foram aclimatados ao ambiente experimental e
a atividade em esteira rolante (Galloper®, Sahinco LTDA, SP - Brasil)
pertencente ao Laboratorio de Farmacologia e Fisiologia do Exercicio Equino
(LAFEQ-UNESP/Jaboticabal). Durante todo o periodo experimental os caes
permaneceram em seus alojamentos habituais, sem qualquer alteracdo na

rotina alimentar, manejo ou realizacdo de qualquer tipo de exercicio fisico. O
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fornecimento de racdo comercial foi realizado 2 h antes do teste de esfor¢co. O
estudo seguiu os principios de ética em Experimentacdo Animal adotadas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e foi aprovado pelo comité
institucional de ética e uso de animais (CEUA — 01236/12).
Adaptacéo a esteira

O procedimento foi realizado dentro do laboratério com os cées contidos
por peitoral anatbmico. A adaptacao iniciou-se com os animais caminhando
sobre a esteira desligada, acompanhados pelo condutor, seguida por sessdes
com velocidades baixas (1,5 a 2,0 m s*) e ao final da adaptacdo, atingindo
velocidades altas (5 e 6 m s™) acrescida de varios graus de inclinacdo, sendo
este conjunto de varidveis foram aleatoriamente combinadas de diversas
maneiras, até que o cdo ndo se assustasse mais com qualquer uma das
variacdes de inclinagdo, velocidades ou ruidos. O protocolo consistiu de cinco
sessfes de 30 minutos cada, durante 5 dias consecutivos. Utilizaram-se
brinquedos como bolinhas ou cordas, associados a reforgco positivo com

biscoitos.

Protocolo de Exercicio Incremental

Apbés 0 aquecimento por 4 min numa velocidade de 1,0 m s, as
velocidades foram incrementadas com 5% de inclinacéo, a intervalos de quatro
minutos, para 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0 m.s™. A partir da Ultima etapa de esforco,
procedeu-se a desaceleracéo, retomando a velocidade para 1.0 m s™, por seis
minutos, que correspondeu ao periodo de desaquecimento ativo. Seguido por
mais 10 minutos de desaquecimento passivo. A fadiga foi determinada quando
0 cao demonstrou sua incapacidade de acompanhar o ritmo da esteira (Figura
1)
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Figura 1. Protocolo de exercicio incremental. Inclinacdo (%); Velocidade (m s™);
Tempo (min); Distancia percorrida (m); Momentos de coletas sanguineas (gota).

Amostras sanguineas e momentos de coleta

Fixou-se cateter (Insyte™ 16G, Becton Dickinson Industrias Cirdrgicas
Ltda, SP - Brasil) no terco médio da veia cefalica esquerda de cada céo.
Coletaram-se 2 ml de sangue nos momentos antes do exercicio,
imediatamente ap0s a fadiga e no periodo de desaquecimento passivo. O
exercicio foi interrompido em 30 segundos para cada coleta. Para a
guantificacdo das variaveis sanguineas obteve-se, em cada etapa de esforco, 2
ml de sangue que foram acondicionados em tubos contendo fluoreto de sédio e
mantidos sob refrigeracdo. Outra coleta de sangue foi realizada minimizando-
se o tempo de contato com o0 oxigénio em seringas de 3,0 ml para

determinacdo da hemogasometria.
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Mensuracdes

As condi¢cdes ambientais, T°C e umidade relativa do ar (URA), foram
controladas com termohigrémetro digital portatil (HT-270 — Instrutherm- Itest
Medicao e Automacdo Ltda). O Ht foi quantificado imediatamente apds a coleta
por meio do método do microhematdcrito. Para a analise da FC foi utilizado
frequencimetro portatil (POLAR® Equino) adaptado para cées. As [LA] e [GLI]
foram determinadas pelo método eletro-enzimatico, com bioanalisador
automatico (YSI 2300 Stat Plus). As analises foram realizadas no maximo 30
minutos apos a cada coleta. A hemogasometria foi quantificada imediatamente
apds a obtencdo das amostras em analisador portétil i-STAT (cartuchos CG4")
que foi programado para funcionar a 37°C. As variaveis obtidas foram pH,
presséao parcial venosa de diéxido de carbono (PvCO,), pressédo parcial venosa
de oxigénio (PvO,), dioxido de carbono total (tCO,), excesso/déficit de base

(EB), saturacao de oxigénio (svO,%) e concentracéo de bicarbonato (HCOs3).

Termografia

As T°Cs superficiais corpéreas das regides da cabeca, torax, abdémen,
membros toracicos e pélvicos do antimero esquerdo foram aferidas por
termografia (FLIR 150%) ajustado com emissividade de 0,98 (BASILE e outros
2010). Para cada regido anatdmica monitorada escolheram-se cinco pontos
aleatérios que foram utilizados para determinacdo da média aritmética da
temperatura (Figura 2). A area da cabeca foi delimitada pelos musculos
cutaneo da face, frontal e zigomatico. A regido toracica compreendeu 0s

musculos serratil dorsal e intercostais, localizados entre a primeira e a oitava
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vértebra. No abdémen, os musculos iliocostal, longuissimo lombar e obliquo
externo do abdome. No membro toracico a area estudada abrangeu os
musculos superficiais localizados lateralmente ao braco e antebraco e no

membro pélvico todos os musculos superficiais laterais da regido da coxa.

Figura 2. Exemplo do método utilizado para calculo da média de temperatura (°C) das
regibes de cabeca, térax, abdome e membros toracico e pélvico de cdes American Pit
Bull Terrier submetidos a exercicio em esteira rolante. Fotografia realizada pela equipe
do Lafeq.

Tipificacdo Muscular

A tipificacao foi realizada apés as sessfes de exercicio na esteira. Para
0 procedimento de biopsia muscular, os cédes permaneceram em jejum
alimentar de 12 horas e hidrico por quatro horas. Ato continuo, foram
submetidos & medicacdo pré-anestésica com diazepam na dose de 0,5 mg kg™
via endovenosa, seguido de 1,1 mg kg™ de xilazina associada a 10 mg kg™ de
cetamina, diluidos na mesma seringa, por via intravenosa. Apdés tricotomia e
antissepsia, foi realizada biopsia incisional do ventre do musculo biceps

femoral (fragmento de 2,0 x 0,5 cm). As amostras foram imediatamente

congeladas em freezer -80°C para posterior analise. A sintese da musculatura

22




e subcutaneo foi realizada com fio absorvivel multiflamentado de diametro 2-0
(Poliglactina 910) e dermorrafia com fio inabsorvivel monofilamentado 2-0,
pontos simples separado. Empregou-se terapia anti-inflamatéria com
cetoprofeno 5mg VO, na dosagem de 1mg mg kg’ por trés dias e terapia
antimicrobiana com enrofloxacino pela via subcutaneo na dose de 5mg kg™

durante trés dias.

Histoquimica para atividade da mATPase miofibrilar

Para analise das fibras musculares quanto a sua capacidade glicolitica e
oxidativa, as secc¢des foram coradas para adenosina trifosfato miofibrilar
(mATPase). A técnica histoquimica empregada foi do método de coloracao
metacromatica da atividade da ATPase em miofibras, descrito por (D’angelis e
outros 2014). Utilizou-se histoquimica para identificacdo das fibras oxidativas,
oxidativas-glicoliticas e glicoliticas. Ap0s 0 seccionamento, 0s cortes contidos
na lamina de vidro foram mantidos a temperatura ambiente, durante 30 a 40
minutos, para secagem e aderéncia a lamina histologica. Eles foram fixados
por 6 minutos a T°C ambiente (19 a 20°C) em formalina tamponada 5% pH 7,2
contendo 0,17 M de cloreto de sodio, 336 mM de sacarose e 0,13M de
cacodilato de sodio. ApdGs lavagens sucessivas, em tampéo TRIS Base 21 mM
pH 7,8 contendo 3,4 mM de cloreto de calcio (ajuste de pH realizado com acido
cloridrico 5N, os cortes sofreram uma pré-incubacéo em meio acido, pH 4,52 a
4,55) contendo 52 mM de acetato de potassio e 17,7mM de cloreto de célcio,
por cinco a seis minutos a T°C entre 19 a 20°C. Os cortes foram lavados,
utilizando-se 0 mesmo tampao e o procedimento acima descrito, e incubados

em meio alcalino (pH 10,50 a 10,55), contendo 40mM de glicina, 20mM de
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cloreto de célcio e 2,5mM de ATP a 37°C por 25 minutos. ApOs esses
procedimentos, 0s cortes passaram por uma lavagem rapida com &agua
destilada e incubados em solucdo aquosa de cloreto de calcio 1% por trés
minutos, lavados rapidamente em agua destilada, corados com azul de
toluidina 1%, desidratados rapidamente em série de concentracao crescente de

etanol, diafanizados em xilol e montados em entelan ou balsamo do Canada.

Histoquimica para potencial oxidativo-glicolitico das miofibras

O potencial oxidativo das fibras musculares esqueléticas foi avaliado por
meio da técnica de nicotinamida adenina dinucleotideo tetrazélio redutase
(NADH-TR) descrita por Novikoff e outros (1961). Para tanto, utilizou-se como
marcador do padrdo oxidativo, a enzima NADH (Sigma, SP). A técnica
consistiu em incubar a amostra em solucdo que contém a enzima NADH e NBT
(Nitro Blue tetrazolium) para formar o complexo NADH-TR. As laminas
contendo os cortes musculares foram mantidas a T°C ambiente durante 40
minutos, para secagem e aderéncia dos mesmos a lamina histologica. Os
cortes foram incubados durante 40 minutos em estufa a 37°C em solugéo
contendo 8mg de NADHTR, 10mg de NBT e 10mL de tampé&o tris 0,2M pH 7,4.
Em seguida, lavados em agua destilada. Posteriormente, fixou-se em formol
5% tamponado pH 7,0, durante cinco minutos, seguidos de lavagem em agua
destilada e montados com xarope de Apathy. A analise imuno-histoquimica das
fibras do musculo biceps femural direito foi utilizada para comprovar os dados
histoquimicos. Para este método, duas secc¢des seriadas transversais, de 12
pm de espessura, foram obtidas das mesmas amostras utilizadas para as

andlises histoquimicas e, simultaneamente, a confec¢cdo dos cortes para as
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mesmas, utilizando-se criostato a —25°C. Os cortes foram submetidos ao
método imunohistoquimico indireto (peroxidase anti-peroxidase: PAP) para
marcacao de fibras contendo miosina de contracao lenta. Apés secagem por 30
minutos a temperatura ambiente, os cortes foram fixados em formalina 3,5%
por 30 minutos a temperatura ambiente. Decorrido este periodo, eles foram
lavados em tampéao fosfato 0,1M pH 7,2 (duas vezes por dois minutos cada).
Em seguida, foi realizado o bloqueio de peroxidases enddgenas com 3 % de
peréxido de hidrogénio em metanol, por 5 minutos. Apds lavagem com tampéo
fosfato, os cortes foram incubados com soro inespecifico de coelho (1:50 em
tampao fosfato) por 30 minutos a 4°C, em camara Umida, para reducdo do
background. Depois de retirado o soro, os cortes foram incubados com
anticorpo primario monoclonal anti-slow myosin (1:4000 em tampao fosfato)
por 2 horas e 30 minutos a 4°C, em camara Umida. Os cortes foram lavados
novamente com tampado fosfato (duas séries de quatro minutos, sob leve
agitacdo), incubados com anticorpo secundario conjugado com peroxidase de
cabra anti IgG de camundongo (1:100 em tampao fosfato) por lhora e 30
minutos a 4°C, em camara Umida. Apds nova lavagem com tampéo fosfato
(duas series de quatro minutos), os complexos antigeno-anticorpo foram
revelados por incubacdo com diaminobenzidina (DAB - 0,2mg/1,5 mL de
tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2) contendo 2 a 3 gotas de perdxido de hidrogénio,
a temperatura ambiente. A intensidade de coloragéo foi controlada visualmente
ou sob microscopio. A reacdo de revelacdo foi bloqueada com a lavagem dos
cortes com o tampdo fosfato. Apds contraste com hematoxilina férrica, os
cortes foram desidratados, diafanizados e montados com entelan. As fibras de

contracdo lenta (tipo 1) foram identificadas pela coloragcdo dourada do
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precipitado de DAB formado no complexo antigeno-anticorpo e as fibras de

contracao rapida (tipo Il) foram identificadas pela auséncia de coloracéo.

Analise Estatistica

Utilizou-se o programa computacional Sigma Plot v.12, sendo que o0s
resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. Para avaliagcédo
da normalidade dos dados utilizou-se o teste de Shapiro-Wilks. Empregou-se
analise de variancia (ANOVA) de uma via para amostras repetidas no tempo,
seguido pelo teste de Holm-Sidak, quando necessario. Para a variavel pH
empregou-se o teste de Friedman. Realizou-se correlagcdo de Pearson entre
todas as variaveis analisadas, sendo considerada correlagao alta quando 0,6 <
r < 1,0, média com 0,4 < r < 0,5 e baixa quando o valor de r foi menor que 0,39.
Para todas as andlises estabeleceu-se o nivel de significAncia em 5% (P<

0,05).

RESULTADOS

A T°C e a URA mantiveram-se em 19,8 + 0,18°C (variacéo, 19,2-20,1%)
e 62,5+ 0,52% (variacdo, 62-63,4%). Oito cdes atingiram a fadiga na etapa 5 m
s, umem 4 ms™ e outro em 6 m s*. O tempo de fadiga variou entre 16 a 24
minutos e a distancia percorrida entre 2400 a 5040 m. Todos os céaes
mostraram sinal de arquejo apos a fadiga.

A tabela 1 revela que houve aumento da T°C corpérea superficial
durante o esfor¢co, com excecdo dos membros toracicos. Nao houve alteracdo
do Ht ou da [GLI]. Houve elevacao da FC (P < 0,001), no momento da fadiga e

na recuperacdo em relacdo a antes do exercicio.

26



TABELA 1: Média £ DP das temperaturas de algumas regides anatbmicas de
cdes saudaveis da raca American Pit Bull Terrier submetidos a exercicio
incremental em esteira.

Momentos

Localizacdes Antes Fadiga Recuperacéo
Anatdbmicas

Cabeca 32,9+1,26 33,3+1,72 33,9+1,30°
Torax 31,8 +1,22 32,7+1,37 33,3+1,09°
Abdome 31,1 +1,26 32,4+1,74 32,9+ 2,50
Membro Toracico 31,3+1,50 32,3+1,32 32,7+1,64
Membro Pélvico 32,5+ 1,39 33,9+ 1,30 34,1+ 1,80

* Indica aumento em relacéo a antes do exercicio (P < 0,05).

O pH néo sofreu alteracéo (P = 0,358). No momento da fadiga observou-
se reducao da PvCO, (P=0,012), HCO3 (P=0,003) e do EB (P=0,004). Houve

aumento da PvO, (P = 0,018) e da [LA] (P=0,002) (Tabela 2).

TABELA 2: Média + DP do hematécrito (Ht), da frequéncia cardiaca (FC),
glicose (Glic), lactato plasmatico (Lac), pH, PvCO,, HCO';, BE e PvCO, de cées
saudaveis da raca American Pit Bull Terrier submetidos a exercicio incremental
em esteira.

Momentos
Variaveis Antes Fadiga Recuperacao
Ht (%) 43+ 4 48 +7 42 +9
FC (bpm) 130 + 18 211+5 137 + 28
Glic (mmol 1Y) 4,51 +£0,28 4,58 £ 0,56 4,72 £ 0,91
Lac (mmol I 1,75+ 0,86 4,61 + 3,03* 3,36 +2,19
pH 7,46 £ 0,06 7,53+0,14 7,45+ 0,19
PvCO, (mmHg) 29+55 21,7 +7,4% 245+78
HCOz (mmol I 20,82 +2,41 16,88 £3,25* 18,46 + 1,84
BE -25+28 -5,6+2,9* -4,4+23
PvO,(mmHg) 49,6 £9,98 62,56 +15,08* 53+11,94

* Indica alteragcdo em relagéo a antes do exercicio e ao periodo de recuperacao (P < 0,05).

As correlagdes entre as variaveis relacionadas ao equilibrio acido-base e
0 [LA] estdo apresentadas da Tabela 3. Correlagdes altas foram observadas
entre PvCO; e pH; PvCO, e HCO'3; HCO'; e EB. Entre a PvO; e PvCO;; PvO,

e HCO';; [LA] e PvCOy; e [LA] e HCO'; as correlacdes foram moderadas.
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TABELA 3: Correlagbes entre as variaveis que participam do controle acido-
base e do lactato plasmatico.

PvCO, HCO; EB PvO, Lactato
pH -0,808°  -0,288 0,221 0.140 0,326
PvCO, 0,718 0,259 -0,425" -0,568"
HCO5 0,832°  -0,441 -0,564"
Excesso de base -0,285 -0,343
PvO, 0,319

"p<0.05

As fibras musculares identificadas de acordo com a técnica de mATPase
podem ser visualizadas na Figura 3A. Na técnica de coloracao histoquimica
NADH-TR (Figura 3 B), as fibras do tipo | séo coradas em azul escuro, as do
tipo 1l em azul intermediario e as do tipo Ill em azul claro. Enquanto na imuno-
histoquimica, fibras de contracao lenta (tipo ) e fibras de contracao rapida (tipo
II) foram identificadas pela coloracdo marrom-dourado (Figura 3C). A
frequéncia e a éarea total relativa das fibras do tipo I, IIA e IIX foram de 29.3,

30.7 e 40%; 29.32, 25.06 e 45.62%, respectivamente.
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Figura 3. Cortes seriados histolégicos do biceps femoral de cdes American Pit
Bull Terriers. Seccdo transversal de um mosaico de fibras musculares. (A)
Coloracéo de atividade mATPase apoés pré-incubacao a pH 4,53 e incubacao a pH
10,52. (B) Coloragéo de actividade mATPase apés pré-incubacéo a pH 10,51 e
incubagdo a pH 9,40. (C) coloragdo histoquimica de NADH-TR. (D) Imuno-
histoquimica para a miosina de contratacéo lenta. O tipo de fibra | = marrom, e
tipo Il = auséncia de coloracao, 200x.

DISCUSSAO

A maioria das varidveis monitoradas teve alteracdo no momento
imediatamente apos a fadiga. A T°C ambiente e a URA da sala do laboratorio
mantiveram-se estaveis, sendo que o controle destes fatores permitiu minimizar
as influéncias ambientais sobre variaveis fisiologicas como a T°C corpérea e a
FC (McLaren e outros 2005). Nosso estudo pode ser utilizado como referéncia
para a raca, no que tange os protocolos de exercicio padronizados, bem como
para agqueles casos relacionados com episodios de intolerancia ao esfor¢o ou
no colapso induzido pelo exercicio. Entretanto, como os valores iniciais da
frequencia cardiaca e do lactato plasmatico foram relativamente elevados, em

relacdo aos de referéncia para a espécie canina no repouso, podemos inferir
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que, provavelmente, os cées tiveram um reflexo antecipatorio a sala da esteira
e ao inicio do exercicio. O mesmo efeito foi relatado em cées da raca Labrador
Retriever submetidos a esforco realizado a campo (Steiss e outros 2004).

O nosso protocolo de adaptacéo foi satisfatorio, no que tange a pratica
de exercicio em esteira. Contudo, devido a excitacéo verificada nos cées antes
do exercicio, que pode ser explicada pelo tempo de adaptacdo relativamente
curto as condi¢cdes laboratoriais, algumas abordagens alternativas para o
registro das quantificacdes basais podem ser empregadas em estudos futuros,
notadamente, que as coletas das amostras sejam realizadas no proprio canil
(Steiss e outros 2004). No caso especifico deste estudo talvez a aplicacao
deste procedimento apenas minimizasse o problema, pois os caes ficavam sob
regime coletivo no canil e a simples chegada da equipe de pesquisadores
provocava excitagédo nos caes.

O Ht, no momento da fadiga, ndo se elevou o suficiente para provocar
diferenca estatistica. Isto pode ter ocorrido devido ao n amostral relativamente
baixo. Em contrapartida, os da raca Greyhounds apresentaram hematoécrito de
até 64% ap6s uma corrida (llkiw e outros 1989). Isso pode ser explicado
facilmente pela velocidade atingida pelos Greyhounds (18 m s™ em 800m) que
supera aquelas atingidas por nossos Pit Bulls (5-6 m s * em 5.040m). A
intensidade (velocidade) do esforco € um estimulo para ativacdo do sistema
nervoso simpéatico com liberacdo de catecolaminas, que sensibilizam
receptores adrenérgicos a; do baco, provocando contracdo esplénica
aumentando o numero de hemacias circulantes e a hemoglobinemia. Este
efeito é benéfico, pois eleva a capacidade aerdbia devido ao aumento do

transporte de oxigénio para o musculo esquelético (Ferraz e outros 2009).
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Dentre as principais alteracdes momentaneas na homeostase de caes
que praticam exercicio, parece evidente que a elevacdo da temperatura
corpOrea possui importancia consideravel (Matwichuk e outros 1999; Steiss e
outros 2004), sendo que a génese desta alteracdo esta relacionada com a
energia quimica (ATP) utilizada durante a contragcdo muscular que € convertida
em calor. Os caes fazem a termorregulacdo basicamente por meio do
arquejamento (Reece, 2005). Este mecanismo foi muito evidente em todos os
cdes ao final do exercicio, sendo que os resultados obtidos a partir da
avaliacdo termogréafica indicaram aumento médio de 1,8°C (4,5%). Esta
variacdo foi semelhante aquelas obtidas em outros tipos de exercicio e racas
como o Greyhounds (Ilkiw e outros 1989) e em Labrador Retriever (Steiss e
outros 2004). Porém, nestes estudos avaliou-se a T°C retal. A partir da
comparacao destes resultados, evidencia-se uma relacdo préxima entre a
variacdo da T°C cutdnea com a retal relacionada ao exercicio.

Os resultados das variaveis hemogasométricas e do equilibrio acido-
base obtidos coincidiram com outros estudos (Matwichuk e outros 1999; Steiss
e outros 2004). A correlacéo entre a PvCO, e HCO; foi alta, sendo que a
hiperventilacdo (arquejo) provocou hipocapnia venosa, provavelmente
decorrente de alguns fatores, tais como a necessidade de oxigénio, de
compensacdo respiratéria devido a acidose metabdlica (reducdo do
bicarbonato e do excesso de base) e da termorregulacdo. A hipocapnia
provoca tendéncia de elevacédo do pH venoso, inducao de alcalose respiratoria,
devido ao aumento da razao bicarbonato/PCO,. Ja a elevagcdo da PvO, pode

ser explicada pelo incremento da temperatura corporea que desloca a curva de
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disssociacdo da oxi-hemoglobina para a direita, refletindo a mitigacdo da
afinidade do O, pela hemoglobina (Robinson, 2013).

Durante o esforco intenso ocorre contribuicdo significativa da producéo
anaeobia de ATP por meio do aumento da taxa da glicOlise (Ferraz e outros
2013) devido a contracdo de fibras musculares do tipo Il (IIA e IIX), que nos
cdes do presente estudo tiveram uma frequéncia e area média relativa
aproximadamente de 70,7%. Este fato pode explicar o aumento da [LA]
observado no presente estudo. Concomitante, ocorre acimulo de ions H* como
subproduto do metabolismo anaerdbio (Robergs, 2001) provocando a acidose
metabolica.

Do ponto de vista clinico a ocorréncia de alcalose respiratéria e acidose
metabdlica em conjungdo com a hipertermia podem estar relacionadas a
reducdo do desempenho atlético ou ao colapso induzido pelo exercicio (Steiss
e outros 2004). Porém, o clinico deve compreender que estas alteracfes sao
inerentes ao exercicio, sendo que o grau destas mudancas esta relacionado a
intensidade e duracdo do esforco, condicionamento fisico, bem como as
condicbes ambientais que a atividade fisica é realizada. Os caes que
apresentam intolerancia ou colapso induzido pelo exercicio podem possuir
enfermidades prévias como desequilibrio hidroeletrolitico, insuficiencia cardiaca
ou doenca pulmonar.

Concluindo, o esforgco intenso em esteira produziu mudangas
significativas na temperatura, nos gases sanguineos e no estado acido-base
gue sdo consistentes com a contribuicdo das vias aerObias e anaerdbias de
resintese de energia muscular. Estes valores obtidos num teste de esforco

padronizado servem de referéncia para cades da raca American Pit Bull Terriers.
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CAPITULO 3 - Determinac&o do limiar de lactato em cées: comparacg&o
de métodos

RESUMO

O limiar de lactato (LL) é utilizado tanto para avaliagdo como para a
prescricdo de programas de condicionamento. Sete caes da raca American Pit
Bull Terrier realizaram um teste de exercicio incremental (TEI). Determinou-se
por meio de identificacdo a velocidade no limiar de lactato (V). Quantificaram-
se a V, e V, (velocidades que as [lactato]s atingem 2 e 4 mmol I™). Aplicou-se
ANOVA, método de concordancia de Bland e Altman e testes de confiabilidade.
A V.. ndo diferiu da V, e V4. O modelo mateméatico exponencial foi positivo
(R?=0,93). O viés médio foi de 0.62 e -0.07 m s™. A confiabilidade foi de 0.21 e
0.79. Estudos sobre a correlacdo da V., V», e V4, com a maxima fase estavel
de lactato (MAFEL) sdo necessarios.

Palavras-Chave: caes, limiar de lactato, exercicio incremental, esteira rolante.
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INTRODUCAO

A relagdo exponencial entre a concentragdo de lactato plasmético
[lactato] obtida a partir de um teste de exercicio incremental (TEI) é uma
ferramenta importante para o diagnostico da capacidade de endurance e
prescricao de programas de condicionamento (Faude et al., 2009; Soares et al,
2014). A deflexdo da curva lactato-velocidade (CLV), caracterizada pelo
aumento abrupto da [lactato] durante um TEI, representa o inicio do
desequilibrio entre a producéo e a remocédo de lactato. Em equinos a deflexdo
observada na CLV pode ocorrer entre [lactato]s de 2,0 a 4,0 mmol I'* (Campbell
et al., 2011). Essa deflexdo é conhecida como onset blood lactate acumulation
(OBLA, notadamente quando a [lactato] atinge 4 mmol ") ou limiar de lactato
(LL) (Miranda et al., 2014).

Numa pesquisa bibliogréafica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), ndo

encontramos nenhum estudo em cédes que determinou o LL por meio da CLV.
Um estudo sobre a confiabilidade de um TEI relatou resultados confiaveis e
reproduziveis sobre as [lactato]s. Contudo, o TEIl n&o provocou aumento
abrupto das [lactato]s em cées da raca Labrador retrievers (Ferasin e Marcora,
2009). No6s aplicamos um TEI em caes objetivando determinar o LL (ponto de
deflex&do) e sua velocidade relacionada (V). Ademais, comparou-se a V. com

os métodos fixos V- e V, (velocidades que as [lactato]s atingem 2 e 4 mmol ™).

MATERIAL E METODOS

Sete cées destreinados da raca American Pit Bull Terrier (quatro machos

e trés fémeas) com idade de 5 + 2 anos, peso corporeo de 29 + 3 kg foram
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submetidos a um TEI em esteira. Os cées utilizaram peitoral anatémico para
facilitar a contencao e a aclimatacao consistiu em cinco sessdes de 30 minutos
na esteira por cinco dias consecutivos. Primeiramente, os caes foram
conduzidos sobre a esteira desligada e, conforme se acostumavam com o
equipamento, os caes caminhavam sobre a esteira em baixa velocidade (1,5 a
2,0 m s*) e o condutor que caminhava ao lado do cdo gradualmente o
encorajava a aumentar a velocidade.

Ap6s o aquecimento por 4 min numa velocidade de 1,0 m s™, as
velocidades foram incrementadas com 5% de inclinacdo, a intervalos de quatro
minutos, para 2,0; 3,0; 4,0; 50 e 6,0 m.s. A temperatura (T°C) e umidade
relativa do ar (URA) foram controladas com termohigrémetro (HT-270 —
Instrutherm- Itest Medicdo e Automacdo Ltda). Fixou-se cateter (Insyte™ 16G,
Becton Dickinson, SP - Brasil) no terco médio da veia cefélica esquerda de
cada cao. Coletaram-se 2 ml de sangue 30 segundos apds o término de cada
etapa de esfor¢co. Determinaram-se as [lactato]s pelo método eletro-enzimatico
(YSI 2300, Yellow Springs Instruments, USA). Realizou-se analise estatistica
utilizando-se o programa computacional Sigma Plot v.12. Determinou-se por
meio de identificacdo visual (Cunha et al., 2009) a V.. Por meio de funcao
exponencial quantificaram-se a V, e V4. Empregou-se andlise de variancia
(ANOVA) para comparagdo das velocidades obtidas. Avaliou-se a
confiabilidade por meio do erro tipico (TE) e do coeficiente de variacao (CV).
Aplicou-se o método de Bland e Altman para determinacdo dos viéses médios
e dos limites de concordancia e correlacdo de Pearson entre V. versus V, e
V. versus V,. Para todas as analises estabeleceu-se o nivel de significancia

em 5% (P < 0,05).
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Difference bebwaen V), andV,

RESULTADOS E DISCUSSAO

A T°C e URA foram de 19,8 £ 0,18°C (variacao, 19,2-20,1%) e 62,5 +
0,52% (variacao, 62-63,4%). A V., nao diferiu (P= 0,463) da V, e V4, sendo que

os valores de ET e CV podem ser visualizados na Tabela 1.

TABELA 1. Média (xDP), erro tipico (ET) e coeficiente de variacdo (CV) das
velocidades obtidas a partir um teste de exercicio incremental de cdes da raca
American Pit Bull Terrier.

Velocidades M ET Cv
Vi 2,90+0,58 - -
V> 2,27+1,18 0,21 (0,14; 0,51) 27,2 (13-41)
V4 2,97+1,45 0,79 (0,51; 1,74) 18,7 (8-28)

N&o houve diferencas entre as velocidades (m s’l). V.., velocidade relacionada ao limiar de
lactato determinado por meio de identificacdo visual. V, e V, (velocidades que as [lactato]s
atingem 2 e 4 mmol I'*, determinadas por meio de regress&o exponencial). CV foi expresso em
porcentagem (%). Nas colunas ET e CV as comparagfes da segunda e terceira linhas s&o
sempre entre V| vs V, e V| Vs V,, respectivamente. Valores entre parénteses representam os
limites de confianca inferiores e superiores a 95%.

O viés médio e os limites de concordancia (Figura 1) foram relativamente
estreitos, 0,62 m.s™ (95% IC -1,12 a 2,38 m.s™) para V., vs V; e -0,07 m.s™

(95% IC -2,63 a 2,12 m.s™) para V. Vs V..

[}
R

=
Difference between V| and W,
-
L

57
(5]
L]

15 20 25 N ] s 4.0 4.5 15 ] 25 3.0 - 4.0 4.5 £0

Musan batweeen V| and WV, Mean between V,, and WV,

FIGURA 1. Limites de concordancia entre V. vs V2 (A) e VL vs V4 determinado por
meio da metodologia Bland e Altman. V|, velocidade relacionada ao limiar de lactato

determinado por meio da inspecdo visual da cuva lactato-velocidade. V»

EV4

velocidades que as [lactato]s atingem 2 e 4 mmol I, respectivamente. Os testes foram

realizados em 7 caes da raca American Pit Bull Terrier.
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A elevacao abrupta da [lactato] e determinacgédo visual da V. pode ser
observada na Figura 2A. Exemplificando, o cdo 1 possui melhor resisténcia ao
exercicio quando comparado ao céo 4, pois a sua CLV é mais deslocada para
a direita, indicando maior capacidade de endurance e resisténcia a fadiga
(Figura 2B). A regressao exponencial (Figura 2C) teve um coeficiente de
determinacao (R?) positivo, indicando que o modelo matematico exponencial da
CLV foi satisfatorio. As correlacdes entre V. e V, e VL e V4 (Figura 2D)
apresentaram uma tendéncia de correlacao positiva.

O principal achado deste estudo foi a identificacdo do LL em cées, a
partir de um crescimento exponencial das [lactato]s induzidas por um TEI. O
periodo de adaptacdo contribuiu com o desempenho dos cdes na esteira,
melhorando a eficiéncia do movimento em relacdo as velocidades do TEl,
contrariamente ao estudo realizado por Ferasin e Marcora, (2009).

O nosso resultado foi diferente daquele publicado por Ferasin e Marcora
(2009), que aplicaram um protocolo de TEI semelhante em cdes da raca
Labradores retrievers. Eles ndo encontraram o ponto de deflexdo da CLV,
sendo que este achado foi imputado pela possivel diferenca existente em céaes,
no que tange a capacidade de transporte de lactato produzido pelo musculo e
transportado para o sangue. Os autores especularam que o transporte de
lactato pode ocorrer mais lentamente no céo, talvez pela densidade baixa dos

transportadores de monocarboxilatos.
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FIGURA 2. Determinacao visual do limiar de lactato (A). Comparacao entre dois caes,
cdo 4 possui maior capacidade de resisténcia devido a sua curva lactato-velocidade
ser mais deslocada a direita (B). Linha de tendéncia representando o modelo
matematico exponencial (C). Correlagdo com tendéncia positiva entre V, vs Ve V4 vs
V... Os resultados foram obtidos a partir de um teste de exercicio incremental
realizado em esteira com 7 caes da raca American Pit Bull Terrier.

Outros fatores como a protocolo-dependéncia dos testes,
condicionamento fisico, raca, tipo de fibra muscular (Lindner et al., 2010;
Miranda et al., 2014), podem influenciar no aumento da [lactato] nos céaes
submetidos a exercicio. Indubitavelmente, a relacao entre protocolo de esforco
e todos os fatores citados € uma lacuna presente na literatura.

O método da inspecéo visual (V) teve uma concordancia relativa com
0s métodos fixos. Os métodos fixos sédo intensamente utilizados em humanos e

equinos (Soares et al, 2014). Na verdade, tanto a determinacdo visual como o0s
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meétodos fixos sdo metodologias utilizadas para predizer a maxima fase de
lactato (MFEL), “método padrdo ouro” para determinacdo da capacidade de
endurance, que indica a maior contribuicdo possivel do fornecimento de
energia a partir da fosforilacdo oxidativa. Na pratica, a predicdo da MAFEL, a
partir do TEI e da CLV determina a maior intensidade de exercicio que pode
ser mantida por um periodo de tempo longo, sem a contribuicdo consideravel
do metabolismo anaerébio e aumento da [lactato]. Esta abordagem é
inexistente em caes, sendo que estudos futuros sdo necessarios para elucidar

gual método esta mais correlacionado com a MAFEL.
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CAPITULO 4 - Comparacido do aparelho portétil i-STAT com o YSI 2300
para determinacdo da concentracdo de lactato em American Pit Bulls
Terrier submetidos a exercicio intenso em esteira

Abreviaturas:

[lactate]: concentracéo de lactato

[lactate],: concentracdo plasmatica de lactato
[lactate]s: concentracdo sanguinea de lactato
CG4+: cartucho CG4+ do aparelho portatil i-STAT

VO,: Consumo de oxigénio

ANTECEDENTES: Informac@es sobre a validade do dispositivo portétil i-STAT
e do seu cartucho CG4+ para determinacdo da [lactato] sdo escassas,
principalmente em cées da raca American Pit Bulls submetidos a esforco fisico.
Objetivos: Determinar a validade do dispositivo portatil i-STAT para quantificar

a [lactato] em cées submetidos a esforco fisico.
Animais: Céaes da ragca American Pit Bulls Terrier (n=8).

Métodos: Amostras de sangue venoso, obtidas durante esfor¢o fisico de
velocidades crescentes em esteira, foram utilizadas para quantificacdo da
[lactato] por meio de metodologia amperométrica, em aparelho i-STAT,
cartuchos CG4+. Como referéncia, quantificaram-se, pelo método eletro-
enzimatico, as [lactato], e [lactato], no aparelho de bancada YSI 2300. Para
verificacdo do efeito do exercicio sobre as [lactato], empregou-se o teste
ANOVA para amostras repetidas no tempo seguido de teste de Tukey (P<

0.05). Regressao ordinaria dos produtos minimos, coeficiente de correlacéo e
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graficos de Bland-Altman foram utilizados para avaliar a validade e os vieses,

fixo e proporcional, no i-STAT.

Resultados: Houve aumento da [lactato], em decorréncia do esforgo fisico.
Observou-se correlacdo entre 0 i-ISTAT e o0 YSI 2300, tanto no plasma (r=0.97)
como no sangue (r=0.88) embora com grande variabilidade entre os
equipamentos (SD=2.05 para o plasma e 2.58 para o sangue). O viés fixo foi
pequeno (-0.25 mM) sendo detectado somente entre a [lactato], YSI 2300
versus i-STAT CG4+. Houve viés proporcional entre os instrumentos, sendo
para a [lactato], YSI 2300 versus i-ISTAT CG4+ de 0.89 mM. Na comparagao

entre a [lactato], YSI 2300 versus i-ISTAT o viés proporcional foi de 1.22 mM.

Conclusdo e Importancia Clinica: Os valores de lactato obtidos pelo
analisador portatil i-STAT tiveram alta correlagdo com as [lactato], e [lactato],
obtidas pelo método de referéncia e, viés sistematico reduzido com a [lactato]p,
mas com grande variabilidade em ambas as comparacdes. O i-STAT pode ser
utilizado em avaliacfes clinicas como os testes de esforco para avaliacdo de
protocolos de treinamento ou da higidez de caes da raca American Pit Bulls

Terrier.

Palavras chaves: analise de regressdo dos produtos minimos; YSI 2300;

Exercicio; validacao.
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INTRODUCAO

Em cées, a quantificacdo da concentragdo do lactato plasmatico
([lactato]p,) ou sanguineo ([lactato],) € uma ferramenta clinica importante,
principalmente para o prognéstico de pacientes criticos que apresentam
hipoperfusdo tecidual sistémica’. Este biomarcador também foi relacionado
com alteracdes clinicas, bioquimicas e hematolégicas de cadelas com
piometra®. Outra aplicacdo comum da [lactato] é na avaliacdo fisiolégica da
resisténcia durante a pratica de exercicio fisico, sendo considerada uma
importante variavel para avaliacdo do efeito do exercicio em cées®, ratos?,
humanos® e equinos®.

Na espécie canina, a maioria dos estudos que quantificou a [lactato],
tanto para avaliacdo do prognéstico de pacientes criticos como em relacdo a
pratica de exercicio, utilizaram como metodologia de determinacdo o0s

7

analisadores portateis®®’ ou analisadores de gases sanguineos®®. Numa

pesquisa bibliografica online (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) néo foi

possivel encontrar estudos clinicos ou sobre fisiologia do exercicio, em caes,
gue determinaram a [lactato] por meio do método eletro-enzimatico utilizando o
bio analisador de bancada YSI 2300 Stat Plus Glucose and Lactate (Yellow
Springs Instruments, Yellow Springs, Ohio, USA). Entretanto, esta metodologia
€ costumeiramente empregada em estudos relacionados com a préatica de

% e humanos™.

exercicio fisico em equinos®*

Alguns estudos com a espécie canina avaliaram a precisdo dos
lactimetros portateis. Um estudo comparou o aparelho portatil Accutrend
(Bohering, Mannheim, Germany), dispositivo que funciona por meio de tiras,

com o aparelho Rapidlab 865, um analisador sanguineo de gases'. Outro
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estudo™ comparou o analisador portatil de lactato Lactate-Scout (Senslab,
Leipzig, Germany) com uma metodologia de espectrometria (Konelab 30i,
Thermo Electron Corp, Vantaa, Finland). Para avaliacdo da validade dos
equipamentos portateis a maioria dos estudos com cédes utilizaram a
combinacédo dos graficos de Bland-Altman com a Regressdo dos quadrados
minimos.

Com relagdo ao exercicio fisico, um estudo determinou respostas
fisiologicas relacionadas ao exercicio agudo (competicdo) em Labradores
Retrievers sendo utilizado para determinacdo da [lactato] um equipamento
portatil I-STAT (Heska Corporation, Fort Collins, CO, USA) por meio de
cartuchos CG4+'3. Outro relatou o efeito do exercicio moderado em esteira
sobre variaveis fisiolégicas em cées destreinados da raca Beagle® sendo que a
[lactato] foi determinada pelo dispositivo portatil Accutrend®.

Em bovinos que apresentaram vérias enfermidades™® determinou-se a
validade de 4 equipamentos portateis para quantificacdo da [lactato]p
utilizando-se como referéncia o método colorimétrico-enzimatico (ELISA),
sendo que o i-STAT apresentou mais precisdo. Apesar de varios estudos que
foram realizados com caes, sobre a validade de equipamentos portateis para
dosagem da [lactato], até a presente data, nds ndo conhecemos nenhum relato
na literatura sobre um método de referéncia para quantificacdo da [lactato] em
cdes. Desta maneira, n0s determinamos a validade do analisador portatil I-
STAT, cartucho CG4+, para quantificacdo da [lactato], utilizando como
equipamento de referéncia o bio analisador YSI 2300, em cées da raca

American Pit Bull Terrier submetidos a exercicio intenso em esteira.
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Quantificaram-se possiveis vieses fixos e/ou proporcionais por meio da

regressao ordinaria dos produtos minimos.

MATERIAL E METODOS

Caes

A amostra foi composta por 8 caes da raca American Pit Bull Terrier
(sete machos e trés fémeas) com idade média de 5+2 anos, peso corpéreo
médio de 29.1+3 kg, pertencentes ao canil municipal de Jaboticabal, S&o
Paulo, Brasil. Todos os individuos foram aclimatados ao ambiente experimental
e & atividade na esteira rolante (Galloper®, Sahinco LTDA, SP - Brasil)
pertencente ao Laboratorio de Farmacologia e Fisiologia do Exercicio Equino
(LAFEQ-UNESP/Jaboticabal). Durante todo o periodo experimental os caes
permaneceram em seus alojamentos habituais, sem qualquer alteracdo na

rotina alimentar, manejo e sem realizagdo de qualquer tipo de exercicio fisico.

Adaptacéo a esteira

Todo o procedimento foi realizado dentro do laboratério, com o0s cées
sempre utilizando peitoral anatdbmico para facilitar a contencédo. A aclimatacdo
consistiu em cinco sessdes na esteira rolante com duracdo de 30 minutos
cada, durante cinco dias consecutivos. Primeiramente, os c&es foram
conduzidos sobre a esteira desligada. A medida que se habituaram ao
equipamento foram conduzidos sobre a esteira ligada em velocidades baixas

(1,5 a 2,0 m s™), sendo que o condutor acompanhou o cdo caminhando ao seu
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lado e, gradualmente, foram estimulados a andar em velocidades crescentes,

com inclinacao, orientado por um condutor segurando a guia ao lado da esteira.

Protocolo de exercicio

Todos os céaes realizaram um exercicio com velocidades crescentes na
esteira com duracdo total de 20 minutos. Empregou-se uma etapa de
aquecimento durante 4 minutos na velocidade de 1.0 m s™, que foi
incrementada, a intervalos de 4 minutos, para 2.0; 3.0; 4.0 e 5.0 m.s™. A partir
desta ultima etapa de esforco, procedeu-se a desaceleracdo, retomando a
velocidade para 1.0 m s, por 3 minutos, que correspondeu ao periodo de
desaquecimento ativo. Toda a fase de esforco fisico, com incremento da

velocidade, foi realizada com a esteira a 5% de inclinagéo.

Amostras sanguineas

Fixou-se cateter (Insyte™ 16G, Becton Dickinson Industrias Cirlrgicas
Ltda, SP - Brasil) no terco médio da veia cefalica esquerda de cada céo.
Coletaram-se 3 ml de sangue nos momentos antes do exercicio, ao final das
etapas 4 e 5 m s e apés o desaquecimento ativo. Para a quantificacdo da
[lactato] no aparelho YSI 2300 acondicionou-se 2 ml de sangue em tubos de
pressdo negativa contendo fluoreto de soédio mantidos sob refrigeracdo. Para o
equipamento YSI 2300 o volume aspirado de sangue ou plasma foi de 25ul.
Para a analise da [lactato] com o i-STAT, utilizou-se 100 ul de sangue, volume

indicado por Dascombe et al., (2007)*.
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Equipamentos

Para a determinacao da validade do i-STAT Plus, utilizamos o analisador
de bancada para Lactato e Glicose da Yellow Springs 2300 (Yellow Springs,
Ohio, USA) como equipamento de referéncia. Este bio analisador utiliza
metodologia enzimatica eletroquimica ligada a membrana. A L-lactato-oxidase
€ imobilizada numa membrana fina colocada sobre uma sonda eletroquimica. A
enzima catalisa a conversao de L-lactato em piruvato e peréxido de hidrogénio.
Este dltimo é oxidado no anodo de platina, para medir a concentracdo de
lactato no sangue total ou plasma. Uma nova membrana foi usada para esta
analise. Os analisador foi inicialmente calibrado usando solu¢cdes de 5, 15 e 30
mmol/L e o controle de qualidade automatico foi efetuado a cada 45 minutos
utilizando uma solucéo de 5 mmol/L.

O analisador portétil i-STAT Plus utiliza um sistema de mensuracao
amperomeétrica, que € a deteccdo de ions numa solucdo com base em corrente
elétrica. A enzima lactato oxidase, imobilizada no bio sensor de lactato
presente no cartucho (EG4+) converte seletivamente o lactato em piruvato e
depois em peroxido de hidrogénio, este, quando libertado € oxidado no eletrodo
de platina para produzir a corrente proporcional a concentracdo de lactato

presente na amostra.

Analise estatistica

Calcularam-se a média e o desvio padrao (D.P) para todos os momentos
analisados. Dados de normalidade foram verificados usando o teste Shapiro-

Wilk. O efeito do exercicio sobre a [lactate] foi avaliado por andlise de variancia
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simples (One way ANOVA) para amostras repetidas utilizando o software SAS
para procedimentos gerais lineares (SAS Institute Inc., 1988, Cary, North
Carolina) por teste de Tukey quando necessario, com 0 objetivo de determinar
diferencas significativas para cada amostra no tempo e analisadores.

Dois métodos foram utilizados para verificar a validade da utilizacdo do
aparelho I-STAT para a quantificacdo da [lactato]. Primeiro, para permitir uma
comparacao dos nossos resultados com outros estudos construiram-se 0s
graficos de Bland-Altman com nivel de confianca de 95%, abordagem
amplamente utilizada neste tipo de estudo. Contudo, como o0s vieses fixo e
proporcional ndo podem ser determinados, de maneira independente, a partir
da abordagem de Bland-Altman, empregou-se a regressdo ordinaria dos
produtos minimos. Assim, a validade e a precisdo foram determinadas a partir
do coeficiente de correlagéo (Pearson) em combinagdo com a presenca e grau
de vieses. Determinou-se o grau de viés fixo por meio do intervalo de confianca
(IC) a 95% do y-interceptor. Se o valor zero estiver incluido no IC do
interceptor, ndo existira viés fixo. O viés proporcional foi determinado a partir do
IC a 95% para a inclinacao (“slope”) da reta. Neste caso, se o IC incluir o valor
de 1.0 nédo existird viés proporcional. Importante ressaltar que a AORPM foi
utilizada ao invés da regressédo dos quadrados minimos, pois foi considerado a
presenca de erro em ambos os analisadores de bancada e portatil*®!’. Para

todos os testes, foi aceito um nivel de significancia de p < 0.05.

RESULTADOS

Os valores de lactato durante o exercicio incremental de velocidade

variaram de 0.84 a 6.88 mM, sendo que os valores médios obtidos a partir dos
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analisadores, nos momentos de avaliacdo, podem ser visualizados na Tabela
1. Em relacdo ao aumento da intensidade de esforco houve aumento (P
=0.043), na etapa 5 m s*, na [lactato], quantificada pelo YSI 2300. Nas outras
determinacdes houve tendéncia de aumento, na mesma etapa de esforco,
sendo P = 0.066 e 0.154 para 0 i-STAT CG4+ e [lactato], determinada pelo YSI

2300, respectivamente.

TABELA 1. Valores de concentracao de lactato (média + DP, range (alcance)) no YSI
2300 (plasma e sangue) e i-Stat (cartuchos CG4") em 8 American Pit Bulls Terrier
submeditos a exercicio em esteira rolante.

Concentracao de Lactato (mM)
Métodos Momentos das coletas
Antes 4Ams* 5ms* Recuperacao

Plasma YSI 2.09+0.94 3.69+1.95 3.81+1.99 284 +1.44

(0.97-3.6) (0.84-6.31) (1.54-6.88) (1.28-5.05)
SangueYSl! 1.64+0.66 2.74+148 3.14+128  2.00+0.94

(0.89-2.8) (1.12-5.44) (1.81-5.30) (1.04-3.71)
i-STAT 1.79+0.91 3.13+176 344+171 2.30+1.16

(0.87-1.45) (0.93-5.69) (1.8-6.1) (0.85-4.7)

*indica aumento na relacdo com o exercicio.

Todo o conjunto de dados foi comparado pelo grafico de Bland-Altman,
sendo que as diferencas médias entre as [lactato], estao ilustradas pela Figura
1 A e B. A diferenga média entre a [lactato], YSI 2300 versus i-ISTAT CG4+ foi
de -1.32 mM. J& a diferenca média entre a [lactato], YSI 2300 versus l-istat
CG4" foi préxima de zero (-0.48 mM), enquanto as diferencas entre os métodos
tiveram uma grande variabilidade (DP =2.05 e 2.58, respectivamente).

Como revelam as Figuras 1 e 2, apesar da grande variabilidade
verificada entre os valores quantificados, as mensuracdes pareadas foram

altamente correlacionadas entre si. A regressédo dos produtos minimos indicou
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um viés fixo pequeno (y-intercept = -0.25 mM; 95% CI -0.09 para -0.40)
somente na comparacdo entre [lactato], YSI 2300 versus I-istat CG4+. N&o
houve vies fixo (95% IC -0.24 para 0.06) para a [lactato], YSI 2300 versus |-
istat CG4". Houve viés proporcional em ambas as comparacgdes, sendo para a
[lactato], YSI 2300 versus I-istat CG4" de 0.89 mM (95% IC 0.88 para 0.94). Na
comparacio entre a [lactato], YSI 2300 versus I-istat CG4" o viés proporcional

foi de 1.22 mM (95% IC 1.17 para 1.28).

10 A 10

-10 - -10 4

Difference i-stat and YSI plasma [lactate], mM
o
G
[ ]
*
[ ]
i %
[ ]
'
°®
Difeference i-stat and YSI blood [lactate], mM
o
1 )
®
o®
LR Y
’s

T T T T 1 v v v v y
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10

Mean i-stat and YSI plasma [lactate], mM Mean i-stat and YSI blood [lactate], mM

FIGURA 1. Gréaficos de Bland-Altman, demonstrando o grau de concordancia entre as
concentracoes de lactato determinados pelo analisador portatil i-Stat e o analisador de
bancada YSI. As linhas superior e inferior tracejadas representam os limites superior e
inferior respectivamente, e a linha central representa o viés médio.
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i-STAT [Lactate] (mM)

y=0.89x - 0.09
r=0.97 p<0.001

95% ClI for b' = 0.83 - 0.94
95% ClI for a' = -0.24 - 0.06

3 4 5 6 7

YSI Plasma [Lactate] (mM)

FIGURA 2. Regresséo ordinéria dos produtos minimos da relagédo entre concentragfes
de lactato plasmatico determinadas pelo analisador portatil i-STAT e pelo analisador

de bancada YSI.

i-STAT [Lactate] (mM)

y=1.23x -0.25
r=0.88 p<0.001

95% Cl for b' = 1.17 - 1.28
95% Cl for a' = -0.40 - (- 0.09)

2 3 4 5 6 7

YSI Blood [Lactate] (mM)

Figura 3. Regressao ordinaria dos produtos minimos da relacdo entre concentragédo
de lactato sanguineo determinada pelo analisador portatil i-Stat e pelo analisador de

bancada de referéncia YSI.
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DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo experimental com cées da raca American Pit
Bulls Terrier que realizaram esforco fisico em esteira com mensuracdo da
[lactato]. Cabe informar que todos os cdes se adaptaram de modo satisfatorio a
esteira, sendo que a aceitabilidade a préatica de exercicio foi muito boa. Os
principais achados desta pesquisa foram a existéncia de uma diferenca média,
vieses fixo e proporcional, relativamente reduzidos, no que tange o i-STAT, em
relacdo a [lactato], obtida pelo YSI 2300. Este achado indicou que o i-STAT
CG4" possuiu uma relacdo linear em relacdo ao aparelho YSI 2300, na
comparacao com a [lactato]. Este aspecto é consubstanciado pelo estudo com
atletas da espécie humana que comparou a validade de outro aparelho portatil
para a quantificacdo de lactato com o YSI 2300"".

Nas metodologias utilizadas, os cdes que participaram do presente
estudo produziram valores maximos de [lactato] de 6.88, 5.30 e 6.1 mM,
([lactato], YSI 2300, [lactato], YSI 2300 e i-STAT CG4+, respectivamente).
Estes resultados sé@o consideravelmente maiores, quando comparados com
outros estudos em cdaes, que utilizaram o exercicio como estimulo para
producdio de lactato®'®. Estes autores avaliaram a [lactato] em cées da raca
Beagle ou Labrador Retriever submetidos a um teste de esforco submaximo,
com velocidades moderadas e crescentes em esteira. A possivel explicacao
para a ndo inducdo de aumentos abruptos obtidos por estes estudos®*® na
[lactato],, seria explicado por uma capacidade lenta de transporte de lactato
pela espécie canina, possivelmente por transportadores de monocarboxilatos,
do compartimento muscular para o leito vascular. Contudo, isto deve ser visto

com parcimonia, pois é conceito classico que o incremento da velocidade eleva
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a producdo muscular de lactato devido & elevacdo da taxa da glicélise® em
decorréncia da contracdo de fibras musculares rapidas como as do tipo IlIA e
I1X, que ja foram identificadas em cées'®. Portanto, nos parece que, durante um
teste de esfor¢o, a variavel velocidade (intensidade) € uma variavel central para
o aumento da [lactato]. Comparativamente, na espécie equina, além da
intensidade de esforco, a quantidade de producao de lactato em decorréncia da
atividade fisica esta relacionada também & aptid&o racial, idade, sexo®® e grau
de condicionamento®,

Ainda sobre um possivel contraste entre cdes e outras espécies, como
atletas da espécie humana, em relacdo ao aumento da [lactato], em
decorréncia de um teste de esforco, e sua utilizagao para identificagéo do limiar
de lactato™®, nossa experiéncia indica que concentracées proximas as atingidas
pela maioria dos cédes que participaram do presente estudo sao suficientes
para determinacao do limiar de lactato. Outros estudos com caes submetidos a
esforco fisico também atingiram [lactato] proximas aos nossos resultados®*?.

Outro ineditismo deste estudo na Clinica Veterinaria foi a escolha da
regressao ordinaria de produtos minimos com o objetivo de caracterizar a
relacdo entre as mensuracdes produzidas pelo cartucho CG4+ com 0 nosso
analisador de referéncia, o YSI 2300. Estudos clinicos com pacientes da
espécie canina utilizaram a combinacao entre os graficos de Bland-Altman com
a regressado dos quadrados minimos para determinar o grau de concordancia

entre varios analisadores portateis™’?,

A diferenca média entre o0s
analisadores, como determinada por meio dos graficos de Bland-Altman, é
obtida pela interacédo dos vieses fixos e proporcionais. Deste modo, a diferenca

média entre os métodos nao reflete inteiramente a validade ou o viés fixo do
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dispositivo. Em algumas situacfes pode se determinar a presenca de viés
proporcional ou a reducéo da linearidade. Além disso, a utilizacdo somente da
regressao dos quadrados minimos para descrever o nivel de viés proporcional,
por meio da inclinacdo da reta, pode produzir resultados distorcidos, pois todo
0 erro € atribuido somente a variavel dependente, ou seja, os resultados
obtidos pelo analisador portatil. Portanto, com o emprego da regresséo
ordinaria de produtos minimos, com a finalidade de comparar duas
metodologias, evita estas duas limitagdes, permitindo uma determinacdo mais
precisa de qualquer viés fixo ou proporcional'®’?4.

Uma aplicacdo clinica importante da [lactato] se da nas avaliacdes
realizadas por meio de testes de esforgo, tanto na esteira como no campo.
Podem ocorrer alteracdes fisioldgicas benéficas tanto em cées higidos como
em enfermos. As mudancas mais evidentes sdo a melhora nas variaveis
relacionadas ao lactato e aumento do VO,, que podem ocorrer em decorréncia
da prescricdo de protocolos de programas de condicionamento fisico guiados
pelo limiar de lactato?®. Contudo, erros na mensuracdo da [lactato] podem
produzir, indevidamente, melhoras sub Otimas e reducdo da eficacia dos
protocolos de treinamento®’. O presente estudo indicou viés médio e fixo (-0,48
e -0,25 mM) relativamente reduzido do equipamento i-STAT, em relacdo aos
resultados da [lactato], obtidos pelo equipamento de bancada YSI 2300. Alguns
relatos da espécie canina, que compararam a [lactato] mensurada a partir de
analisadores portateis e que foram comparados com outros dispositivos de
bancada, revelaram valores de lactato com viés médio variando de -0,31 a 0,66

liJ’ZS.
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As duas comparacdes, plasma e sangue total, revelaram viés
proporcional reduzido com 0 i-STAT indicando linearidade satisfatéria entre os
instrumentos'’. O mesmo n&o ocorreu com o analisador manual Accutrend’.
Entretanto, esta comparacéo foi realizada com outro modelo de equipamento
de bancada. Outros estudos com a espécie canina Sao necessarios para
comparacao entre o Accutrend e o YSI 2300, tendo em vista que estudos com
espécie equina foram realizados com o objetivo de comparar os dois
métodos?>%°.

Concluindo, parece viavel a utlizacdo do cartucho CG4+ para

guantificacbes da lactatemia relacionadas a préatica de exercicio em caes, pois

teve boa concordancia com o equipamento de bancada YSI 2300.
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