UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

RESPOSTA DAS FIBRAS MUSCULARES ESQUELETICAS DE
EQUINOS DA RAGA PURO SANGUE ARABE AO
TREINAMENTO DE ENDURO

ADRIANA SPINELLI RINO

BOTUCATU-SP

Julho 2010



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

RESPOSTA DAS FIBRAS MUSCULARES ESQUELETICAS
DE EQUINOS DA RAGA PURO SANGUE ARABE AO
TREINAMENTO DE ENDURO

ADRIANA SPINELLI RINO

Dissertacado apresentada junto ao
Programa de Pés-Graduagdo em
Medicina Veterinaria para a

obtencao do titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Rogério

Martins Amorim

BOTUCATU-SP

Julho/2010



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE

Rino, Adriana Spinelli.

Resposta das fibras musculares esqueléticas de eqiiinos da raga
Puro Sangue Arabe ao treinamento de enduro / Adriana Spinelli
Rino. - Botucatu, 2010

Dissertagdo (mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, 2010

Orientador: Rogério Martins Amorim

Capes: 50501070

1. Eqiiino. 2. Bidpsia.

Palavras-chave: Biopsia; Eqiiino; Fibra Muscular.




Nome do Autor: Adriana Spinelli Rino

Titulo: RESPOSTA DAS FIBRAS MUSCULARES ESQUELETICAS DE
EQUINOS DA RACA PURO SANGUE ARABE AO TREINAMENTO DE
ENDURO EQUESTRE

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Rogério Martins Amorim
Presidente e Orientador
Departamento de Clinica Veterinaria
FMVZ — UNESP - Botucatu

Profa. Dra. Maria Verdnica de Souza
Membro

Departamento de Clinica Veterinaria
UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA — MG

Prof. Dr. Marcos Jun Watanabe

Membro

Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria
FMVZ — UNESP — Botucatu

Profa. Dra. Maeli Dal Pai Silva
Membro

Departamento de Morfologia

IB — UNESP - Botucatu

Prof. Dr. Roberto Calderon Gongalves
Membro

Departamento de Clinica Veterinaria
FMVZ — UNESP - Botucatu

Data da Defesa: 02 de julho de 2010



Dedico este trabalho aos meus pais, Rosely
Spinelli Rino e Plauto Sampaio Rino, pelo amor
incondicional, abrindo mdo dos seus proprios

sonhos para realizar os sonhos de seus filhos.



Ao meu irmdo Caio por encorajar-me e nunca

fazer-me desistir.



Ao meu marido e companheiro Bin/io pelos
nossos doces momentos de carinho, nossas
aventuras e pelo grande amor que existe entre
nos.



Meu maior e mais profundo agradecimento é ao meu DEUS, a Quem
eu devo toda a minha gratidao pela realizacao deste trabalho.

Aos meus pais, pois sem eles esta etapa jamais seria concluida.

Ao meu irmido Caio Spinelli Rino que, muito contribuiu para a
conclusao desta obra.

Agradeco com muito amor e carinho ao meu marido Binho por sempre
me apolar e compreender a importancia desta realizacdo para mim.
Sempre com um sorriso no rosto e com palavras de apoio e motivacao.
Mostrando-me sempre por onde seguir, mesmo quando eu queria ir no
sentido contrario.

Enfim, a toda a minha familia, avés, tios, primos e aos meus sogros
Alaide e Jacob que também sempre me apoiaram com doces palavras
de motivacgao.

Um agradecimento especial a minha cunhada Rosana Jacob, por ser
uma mulher especial com quem posso contar a todo e a qualquer
minuto.

Muito agradeco ao meu orientador, amigo, professor e mestre Dr.
Rogério Martins Amorim pela sua dedicacdo para realizacdo deste
trabalho, sempre com suas idéias inovadoras, espirito desbravador,
para buscar sempre o melhor resultado.

Ao Meédico Veterinario, Dr. Ricardo Summa, pela concessdo da
realizacao das biopsias musculares nos equinos deste estudo.

Agradeco a Profa. Dra. Renée Laufer Amorim por muito contribuir
para o aprimoramento dos métodos aplicados neste trabalho, cedendo
seu tempo, sua experiéncia e seus conhecimentos, que foram de
grande importancia para mim.

Agradeco especialmente a Profa. Dra. Maeli Dal Pai Silva, por
conceder o uso do laboratério de histologia e por nos auxiliar na
execugao desta pesquisa.

Com muito carinho agradeco a técnica do laboratério de histologia,
Sueli, pelos momentos de descontracio, e por muito me ensinar nos
procedimentos laboratoriais.

A Profa. Dra. Eunice Oba, por conceder o uso do laboratério de
endocrionologia para a utilizacao do Criostato.



Aos meus amigos José Carlos e Ronaldo, técnicos do laboratorio de
patologia da FMB, que me ensinaram e muito contribuiram para
confeccao das laminas histologicas.

A minha amiga, irma e companheira Janaina Socolovski Biava, por
sua cumplicidade, amizade, momentos de diversio e principalmente
por nossas idas as “lojinhas” de Botucatu.

A minha amiga Silvia Lorena Sa por nossos momentos de
descontracdo e bate-papo para aliviar as tensodes diarias. Pelas

Aos meus amigos da poés-graduacgao da clinica de grandes animais,
Paulo Henrique Jorge, Peres Ramos Badial, Andreza Amaral, Ulisses
Stelmann, Danilo (Pebinha), José Filho, Carolina Gimenez, Carla
Ulian e a mais nova Mayra pelo companheirismo e momentos de
alegria com eles vivido.

Aos professores da clinica de grandes animais Simone Biagio
Chiacchio, Roberto Calderon Gongcalves e Alexandre Borges, pela
amizade, carinho e por compartilharmos momentos de descontracao e
brincadeiras.

Aos funcionarios da clinica de grandes animais “Marcdo” e
“Marquinhos” por sempre estarem dispostos a ajudar no que precisei.

Aos secretarios da secdo de Pos-Graduagao da FMVZ-Unesp Botucatu,
José Roberto e Maria, por estarem sempre dispostos a nos ajudar,
sempre com um sorriso no rosto e sempre de boa vontade.



Vi

Dei a minha beleza e a minha juventude aos
homens. Agora, dou a minha sabedoria e minha
experiéncia, o melhor de mim aos animais.

Brigitte Bardot



TABELAS

TABELA 1. Caracteristicas dos diferentes tipos de fibras musculares em
equinos, tomando por base as técnicas NADH-tr; mATPase;
IMUNOISTOQUIMICA. ... .cceiiiieiiiiee e e e e e e e e e e eeeaeaeas

TABELA 2 — Porcentagem individual dos tipos de fibras dos grupos G1 e G2.

TABELA 3. Mediana e valores minimo e maximo da porcentagem das fibras
musculares segundo grupo € tiPO........eeueeiiiiiiiiiiiiiiiieeee e

TABELA 4 Porcentagens das fibras musculares dos tipos | e Il detectadas
pelas técnicas histoquimicas mATPase e NADH-tr e imunoistoquimica com
anticorpo anti-MyHC nos grupos G1 € G2...........cooviiiiiieeie i

TABELA 5. Média e desvio padréo das variaveis segundo grupo e tipo de

TABELA 6. Média e desvio padrao da area relativa de corte transversal
(%CSA) dos tipos de fibras do musculo gluteo médio de equinos PSA dos
grupos G1 e G2

TABELA 7 Avaliagdo de desempenho dos cavalos do G1 e a porcentagem
das fibras MUSCUIAresS...............

vii

Pagina

13

39

50

50

51

52

53



FIGURAS

FIGURA 1. A - Agulha de biépsia percutdnea do tipo Bergstrom n° 8.0.
Composta de: 1- Corpo da agulha com janela de abertura para obtencao do
fragmento muscular; 2- Cilindro cortante e 3- Mandril para remoc¢do do
fragmento muscular do interior da agulha. B. Agulha fechada, com mandril
e cilindro cortante acoplados...........oouiuiiiiiiiii i

FIGURA 2. A — Determinagcao do ponto de perfuracao e realizagédo de
tricotomia em uma area de aproximadamente 25 cm2. B — Insercdo da
agulha de bidpsia ap6s incisdo da pele a uma profundidade de 9 cm. C —
Sutura da pele com ponto simples e aplicagédo de pomada cicatrizante. D —
Remocédo do fragmento muscular da agulha através da janela
LoTo] o =] o1 (= 2 OSSPSR

FIGURA 3. A - Fragmento muscular sobre papel filtro, para absor¢éo dos
liquidos tissulares e fim dos processos de contragdo muscular. B —
Fragmento muscular disposto em cassete e envolto em talco neutro
utilizado COmMO CriOPrOtEIOr. .. ..uuee e

FIGURA 4. A — Corte transversal musculo gluteo médio de equinos, corado
pela técnica histoquimica NADH-TR. B - Corte transversal musculo estriado
esquelético corado pela técnica histoquimica mATPase. Observar os
campos microscopicos idénticos em aumento de 200x, com o padrdo
MOSAICO ClASSICO ...oeeiiiiiiiii i e e e e e e e e e e rr s

FIGURA 5. Corte transversal do musculo Gluteo médio de equinos
submetido a reagéo de imunoistoquimica de dupla marcagao para a
diferenciacéo das fibras de MyHC [ e MyHC 1.

viii

Pagina

40

42

43

48

49



ABREVIACOES

AMP-desaminase Adenosina Monofosfatase Desaminase

ATP
°C
Ca2+
CaCl;
cm
CoCl;
DNA
Kda
Km
mATPase
mL
mm
Mm
MyHC
NaCl
NaOH
NADH-tr
NBT
pH
PCR
PSA
RNA

Adenosina Trifosfato

Grau Celsius

fon Calcio

Cloreto de Calcio
Centimetro

Cloreto de Cobalto

Acido Desoxirribonucléico
Quilo Dalton

Quilébmetro

Adenosina Trifosfatase Miofibrilar
Mililitro

Milimetro

Micrémetro

Cadeia Pesada de Miosina
Cloreto de Sédio

Hidréxido de Sodio

Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Tetrazolium Redutase

Nitro Blue Tetrazolium
Potencial Hidrogenidnico
Reacgé&o Cadeia Polimerase
Puro Sangue Arabe

Acido Ribonucléico



SUMARIO
IR T 330 01U 037-Y o T 1
1. REVISAO DE LITERATURA ...ttt 4
2.1. Anatomia e fisiologia do musculo esquelético .............cccccceeeeeeeeeeeeennnnn, 4
2.2. O mecanismo de contragdo MUSCUIAr ................coeeeeeeeeeeeeeeeiiiiiiaaaaaaannn, 5
2.3. A composigdo do musculo esquelético quanto aos tipos de fibras....... 7
2.4. As fibras musculares e a velocidade de contrag&o................cccccueee.... 8

2.4.1 Classificagdo das fibras musculares por meio da técnica histoquimica

INMATPASE ...ttt ettt et e e e e e e ee e et e e e 9
2.4.2. Classificagcéo das fibras musculares por meio da técnica histoquimica
INADHAL ..ottt ettt e e e e e e e e eeeaaaan 10

2.4.3. Classificagcao das fibras musculares por meio da técnica
IMUNOISTOQUIMICA.......... e et e e e e e e eenaanns 11
2.4.4. Classificagdo das fibras musculares por meio da técnica de ELISA e
EIEIIOFOIESE.........eeeeeeeeeee ettt ettt eeeeeees 14
2.4.5. Classificagcao das fibras musculares por meio da técnica de
RIDFIQIZAGEO 1N SIHU ...ttt 14
2.4.6. Classificagcédo das fibras musculares por meio da técnica de PCR.. 14

2.5. AS FIBRAS MUSCULARES HIBRIDAS E O PROCESSO DE PLASTICIDADE MUSCULAR

...................................................................................................................... 15
2.5.1. Atividade NeuromuSCUIar...................ccoeeeeuueieieeeeeieeeeeee e 20
2.5.2. Trabalho mecanico com carga € Sem Carga...........cccccceeveevvueeeneennan. 22
2.5.3. HOMMONIOS ...ttt 23
2.5.4.1dAAE.............eeeeeeeeeeeeeeeeee e 25

2.6. A MODULAGAO DAS FIBRAS MUSCULARES........cieiiiitiieeeietiieeeeeerieeeeeesneeeeeens 26

2.6.1. Possiveis mecanismos envolvidos na modulagéo dos tipos de fibras



Xi

2.7.2. Alteragbes nas fibras musculares decorrentes da interrupg&o do

BrQINAMENTO. ... e e e e, 32
2.8. O CAVALO PURO SANGUE ARABE E O ENDURO EQUESTRE ...ovvveeeeeeeeeeea. 34
2.9. BIOPSIA MUSCULAR ... et e e e, 35

11O = 30 1 @ 1 37
IV. MATERIAL E METODOS ... .ooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeseessessssssssessssessssesssnesssnssssnees 38
A o ANIMALS ¢ e 38
4.2. TREINAMENTO DE ENDURO . ... ettt 40
4. 3. COLETA DAS AMOSTRAS ..ttt et et ettt 40

4.3.1. A técnica de biOpsia MUSCUIAY .................ccceeeeeeeeeieeieiieee e 40
4.4 PREPARO E PROCESSAMENTO DA AMOSTRA .. n ettt 42
4.5. TECNICAS HISTOQUIMICAS ...neeee et e 43

4.5.1. Nicotinaminda Adenina Dinucleotideo Tetrazolium Redutase (NADH-

7 PO URPPPRRUUPIR 43
4.5.2. Adenosina Trifosfatase Miofibrilar (MATPASe) ...........ceeeeeeeeeeveeenne.. 44
4.6. TECNICA IMUNOISTOQUIMICA .....uuuuuuuuinnnninnn e 45
4.7. ANALISES MORFOMETRICAS ....uuiiieeeeieeeiiiinnaaaeeeeeeeeeenennaaaeeeeeeeeessnnnnaaeeaeees 45
V. ANALISES ESTATISTICAS .......cccoerrerrrrrereressasssssssesesessssssssssssessssssasasanens 46
VI. RESULTADOS .......coiannnensnnnnnnnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn s s s s s s s s s s s s n s s s s s e s s s nnnns 47
6.1. ANALISES HISTOQUIMICAS .....uuuuuunuunnnunnnnnnnnnnnnninnnnnnnnnesannnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnes 47
6.1.1. Avaliagcédo da capacidade oxidativa das fibras musculares............. 47
6.1.2. Atividade de mATPase PH 9.8.........cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaa e 47
6.2. IMUNOISTOQUIMICA.......ieieeeeeeeettiee e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e eee e a e e e e e e e eeeeensana s 49
6.3. MORFOMETRIA ....ovtitiieeeeeeeeeeetti e e e e e e e e ettt e e e e e e e e eeeesannnaaeeeeeeeeenessnnnnnnes 50
6.3.1. Percentual dos tipos de fibras musculares.............cccccccccvvueeeeen.... 50

6.3.2. Percentuais estabelecidos pelas técnicas histoquimicas e
IMUNOISTOQUIMICAS ...ttt e e e e e e e e aeaenans 50
6.3.3. Média da area de seccéo transversal, diametros maior e menor das
fIDras MUSCUIAIES ...........cccceeeeeeeeeee ettt e e e e e aeeeaan 51
6.4. DESEMPENHO ATLETICO DOS EQUINOS PSA PERTENCENTES AO GRUPO NAO
TREINADO ... ieeeeeeeettte e e e e e e e e e et e e e e e e e e e ee e eaa e e e e e eeeeeeesaaa e eeeeeeeeeessaaa e eeaeeees 52

VIL DISCUSSAOQ .......ceirereeeccrertsae e seresesssassesessssssssssesssssasssssnssssassssssesssssassens 53



Xii

VIIL. CONCLUSOES ......ooiieeeeeeeeeeeeeeeeeseseeseseessseesssesssnesssnesssnesssnesssnesssnessssessnes 64
IX.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseessnesans 65

D @V =d =1 N[ o] [od =SS 83



RINO, A. S. Resposta das fibras musculares esqueléticas de equinos da raga
Puro Sangue Arabe ao treinamento de enduro. Botucatu, 2010. 102p. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

As fibras musculares esqueléticas sdo entidades versateis, capazes de alterar
seus fendtipos de acordo com a demanda energética. Para avaliar os efeitos do
exercicio de enduro no musculo esquelético, foram utilizados neste estudo 36
equinos da raca Puro Sangue Arabe divididos em dois grupos: treinados e n3o
treinados para enduro. Foram obtidos fragmentos musculares da regiéo
profunda do musculo gluteo médio e processados para técnicas histoquimicas
e imunoistoquimica, utilizando-se anticorpos especificos contra isoformas de
cadeia pesada de miosina (MyHC) lenta e rapida. As fibras identificadas pela
histoquimica e imunoistoquimica foram analisadas uma a uma. Determinou-se
a porcentagem dos diferentes tipos de fibras musculares, e avaliou-se que, a
porcentagem das fibras do tipo IIA foi significativamente mais alta do que a
porcentagem das fibras dos tipos | e IIX no grupo nao treinado (P<0,05). Em
contra partida, a porcentagem das fibras do tipo | foi significativamente mais
alta do que a porcentagem das fibras dos tipo IIA e 11X no grupo treinado
(P<0,05). Também foram analisados, a média da area de corte transversal e o
menor didmetro da fibra e observou-se que, a média de corte transversal das
fibras do tipo 11X foi significativamente maior comparada a média de corte de
transversal das fibras dos tipos | e IIA em ambos os grupos. Em concluséo
pode-se afirmar que, o exercicio de enduro em equinos aumenta a populagéo
das fibras de contragdo lenta, em detrimento da populagdo de fibras de
contracao rapida.

Palavra-chave: Equino, bidpsia, fibra muscular.



RINO, A. S. Response of skeletal muscle fiber in Arabian horses in
endurance training. Botucatu, 2010. 106p. Dissertation (Master in Veterinary
Medicine). Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Estadual Paulista Paulista — UNESP.

ABSTRACT

The skeletal muscle fibers are versatile entities capable to change their
phonotype according to energy demand. To evaluate the effects of exercise
over equine skeletal muscle in this study, 36 Arabian horses divided in 2 groups
trained and untrained for endurance were used. The samples was obtained
from de deep region of the gluteus medius muscle and processed for
histochemistry and immunohistochemistry using specific monoclonal antibodies
to selected fast and slow isoforms myosin heavy chain (MyHC). The
histochemical and immunohistochemical categorization of the muscle fiber
types were compared fiber by fiber. It was analyzed the percentage of different
fiber types where, in the untrained group, the percentage of the fiber type IIA
was higher significantly than the percentage of fiber types | and IIX (P<0.05).
Unlike, the group trained showed a higher proportion of fiber type | than the
fiber type IIX (P<0.05). The cross section area and lesser fiber diameter were
also analyzed, and showed that, CSA of fiber type 11X was higher significantly
than fibers | and IIA (P<0.05) in both groups. In conclusion, endurance exercise
in equines increase the population of slow-twitch fibers in detriment of fast-
twitch fibers.

Key words: Equine, biopsy, muscle fiber type.



I. INTRODUCAO

O musculo esquelético dos mamiferos € um tecido extremamente
heterogéneo, composto por uma grande variedade de tipos de fibra (PETTE &
STARON, 1997:2001). E um tecido dindmico, o qual permite alterar suas
caracteristicas fenotipicas, possibilitando melhor adaptacdo funcional com
estimulos variados (GOLDSPINK, 2003; MCKOY, 2005; CAPITANIO et
al.,2006).

Adapta-se quando estimulado por diferentes fatores quais sejam,
variagdes na atividade contratil, no fornecimento de substrato energético e nas
alteracdes em fatores ambientais (FLYCK & HOPPELER, 2003).

Desde o desenvolvimento embrionario dos mamiferos, as células
musculares primitivas comegam a expressar as proteinas contrateis especificas
antes do musculo ser inervado. Dessa forma, o fenotipo da fibra muscular
aparenta ser uma propriedade celular geneticamente existente em sua origem
embrionaria (HAYS & ARMBRUSTMACHER, 1999).

A adaptabilidade do tecido muscular durante o crescimento apos o
nascimento na realizagdo do exercicio depende de mudangas qualitativas e
quantitativas na expressao génica induzida por diversos estimulos, e essa
adaptacdo envolve seletivamente a inducdo ou repressao da expressdo de
subconjuntos de genes (GOLDSPINK, 1999; 2005).

Os estimulos mecanico influenciam a expressao génica no musculo
e em outros tipos celulares como fibroblastos e osteoblastos. A adaptacédo com
relacdo a massa muscular se da tanto de forma local como sistémica,
entretanto, quando sé um determinado musculo é exercitado, somente este se

torna hipertréfico e ndo todos os musculos do corpo (GOLDSPINK, 2005).

As adaptagbes metabdlicas e contrateis das fibras musculares estao
presentes desde o nascimento, promovendo os meios pelos quais, potros
recém-nascidos desenvolvem uma rapida velocidade de explosdo muscular e
metabolismo glicolitico necessarios para a fuga de seus predadores, visto que
0 musculo esquelético dos equinos € muito rico em glicogénio, possui alta

capacidade glicolitica e o leite materno é uma fonte rica de agucar para o
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metabolismo energético. Durante os dois primeiros anos de vida de um cavalo
ja ocorre uma alteracdo na proporg¢ao dos tipos fibras musculares, onde as
fibras do tipo IIA aumentam em detrimento das fibras do tipo 1IX. Dependendo
da raca, pode haver um aumento gradativo da capacidade oxidativa das fibras
do tipo I, o que promove uma velocidade de contracéo ligeiramente mais lenta
e, aumentando a capacidade do animal permanecer em estagdo. Essas
alteragbes ocorrem naturalmente e se intensificam com treinamento, que se da
dos 18 meses aos 3 anos de idade (VALBERG & BORGIA, 2006).

Os principais fatores que determinam as caracteristicas fenotipicas
musculares sdo: o tipo de inervagdo, a atuacdo de hormdnios, a atividade
contratil (LIEBER, 1992; BIGARD et al.,, 1996; GOLDSPINK, 2005), e a
condicao de alongamento (GUNNING & HARDEMAN 1991; GOLDSPINK et al.,
1992; STARON,1993; SAKIYAMA et al., 2005).

Com o advento das técnicas histoquimicas, imunoistoquimica,
eletroforese, hibridizacao in situ, PCR e os profundos conhecimentos nas areas
de biologia celular, tecidual, genética e saude, propiciaram grandes beneficios
e facilidades ao estudo das adaptagbes e alteragbes musculares em
treinamento fisico, particularmente em relacdo a expressao de proteinas
musculares envolvidas na contragdo muscular, como a miosina, e que

garantem a especificidade desse processo.

Sendo assim, a proposta do presente estudo foi realizar experimento
com equinos da raca Puro Sangue Arabe (PSA) treinados e nao treinados para
competicdes de enduro equestre, buscando avaliar a composicado muscular
esquelética do equino, tomando por base os diferentes tipos de fibras
musculares, procurando identificar o percentual de cada tipo de fibra (I, lIA e
[IX) e, elucidar a estrutura e a plasticidade muscular, as alteragdes e as
adaptacdes deste tecido através de estimulos patoldgicos e/ou fisiologicos e,
em especial, a expressdo de cadeia pesada de miosina (MyHC) nestes

diferentes processos de remodelamento muscular frente ao exercicio.

A perspectiva deste trabalho foi a de contribuir para o
aprofundamento do estudo da tipificacdo das fibras musculares esqueléticas e

suas propriedades contrateis e metabdlicas na espécie equina.



O estudo sobre a composi¢cdo do musculo esquelético do equino ira
irradiar conquistas e valores cientificos, considerando-se que o equino de alta
performance atlética € de ha muito considerado como animal de grande valia

para a sociedade.

Como existem variadas modalidades de praticas esportivas
equestres e cada qual exige trabalho muscular especifico, o estudo da
tipificacdo das fibras musculares esqueléticas e das suas propriedades
metabdlicas e contrateis na espécie equina, ganha foro de grandiosa

importancia.



Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Anatomia e fisiologia do musculo esquelético

O musculo esquelético € assim chamado porque se insere nos
ossos através dos tenddes. E o tecido mais abundante do corpo,
compreendendo cerca de 40% do peso corporal dos mamiferos. No cavalo da
ragca Puro Sangue Inglés, a musculatura esquelética constitui 52% do peso

corporeo, comparada com 42% em outras ragas (GOLL, 1996).

O tecido muscular esquelético consiste de feixes de células
musculares cilindricas e alongadas dispostas paralelamente, chamadas de
fibras musculares e é recoberto externamente por uma camada de tecido
conjuntivo chamada epimisio. Cada feixe muscular é envolto por outra fina
camada de tecido conjuntivo, o perimisio. As fibras musculares representam a
unidade morfofuncional do musculo esquelético e, cada qual € revestida pelo
endomisio. Essas fibras representam o resultado coordenado da expressao de
proteinas estruturais e enzimas metabdlicas (POWERS & HOWLEY, 2000).

As fibras musculares sédo células especializadas, formadas por
miofibrilas, que s&o estruturas multinucleadas resultantes da fusao de varios
mioblastos. Elas possuem inumeras organelas e seus nucleos estao
localizados ao redor da periferia da célula e abaixo do sarcolema (POWERS &
HOWLEY, 2000).

Como bem explicam Snow & Valberg (1994), as fibras do musculo
esquelético dos equinos contém de 100 a 200 nucleos. As células satélites,
importantes na reparagdo de injurias musculares encontram-se abaixo do

sarcolema e sobre a membrana basal.

Proteinas, como a mioglobina e enzimas envolvidas na glicdlise,
bem como os granulos de glicogénio e goticulas de lipideos estao distribuidos
no sarcoplasma entre os miofilamentos e sob o sarcolema. As enzimas
envolvidas no metabolismo oxidativo estdo localizadas no interior das
membranas mitocondriais. As mitocdndrias dos musculos dos equinos
concentram-se abaixo do sarcolema, associadas aos capilares, embora
também estejam presentes entre as miofibrilas (SNOW & VALBERG, 1994).
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Os filamentos protéicos estdo arranjados em unidades chamadas
sarcOmeros, os quais sdo formados pelos filamentos de proteinas contrateis,
de actina e miosina. Os filamentos finos de actina e os filamentos grossos de
miosina conferem ao musculo o aspecto estriado caracteristico da musculatura
estriada esquelética (HOOPER & THUMA, 2005; JANSEN & PAVLATH, 2006).

As propriedades fisiolégicas das fibras musculares séo
estabelecidas pelo padréao de inervagao, onde se formam as unidades motoras,
que sdo unidades constituidas pelo neurbnio motor, seu axdénio e pelas fibras
musculares associadas (GONZALES & SARTORI, 2002). O neurdnio motor é
proveniente do corno anterior da medula espinhal (ENOKA, 1995). Um unico
axbnio pode inervar de dezenas a milhares de fibras musculares, mas em
média ficam em torno de poucas centenas (ENOKA & FUGLEVAND, 2001).

2.2. O mecanismo de contragcao muscular

A miosina é a proteina contrati mais abundante do musculo
esquelético, representa um terco do total das proteinas musculares (PICARD et
al.,, 2002), constitui a molécula motora da contracdo muscular e é o
componente principal dos filamentos grossos das miofibrilas (SELLERS, 2000).
E constituida por seis cadeias polipeptidicas, sendo quatro cadeias leves de
20 kDa e duas cadeias pesadas de 200 kDa (PETTE & VBORVA, 1992;
POWERS & HOWLEY, 2000).

A correlagcéo entre a propriedade contratil e a cadeia pesada de
miosina (MyHC) foi inicialmente demonstrada por Barany (1967) e pela
mensuragao fisiologica das unidades motoras definidas histoquimicamente
(CLOSE, 1967).

As proteinas da célula muscular esquelética sdo codificadas por uma
familia multigénica, denominada isoformas (SCHIAFFINO & REGGIANI, 1996;
EDDINGER, 1998, BOTTINELLI & REGGIANI, 2000).

As isoformas de MyHC s&o proteinas semelhantes entre si. A
molécula da miosina apresenta dois extremos terminais, um corresponde a
porcdo amino e o outro a porgdo carboxil. A regido terminal NH,, que

corresponde a porgdo amino de cada MyHC termina em uma cabeca globular,
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a chamada regiao S1, que atua como motor durante o sistema de geracéo de
forgcas do musculo, devido aos sitios ativos para a unido com a actina e com a
enzima adenosina trifosfatase miofibrilar (mATPase), responsavel pela hidrolise
do ATP (Adenosina Trifosfato) em difosfato de adenosina e fosfato inorganico
(PETTE & VBORVA, 1992; GALLER et al.,1997; KARLSSON et al., 1999). O
terminal carboxil das MyHC enrola-se sobre si mesmo para formar a cauda da
miosina (LENNINGER, 1981).

Para que ocorra a contracdo muscular é necessario que haja
energia, energia esta que é oriunda da degradacdo do ATP pela enzima
mATPase presente na cabecga da miosina, que origina difosfato de adenosina e
fosfato inorganico liberando a energia que ira ativar as pontes cruzadas de
miosina, unindo a cabe¢a da miosina ao filamento de actina. Ocorre entdo uma
alteracéo conformacional da molécula da miosina e parte da energia liberada &
utilizada para produgao de movimento entre os filamentos, onde os filamentos
de actina deslizam-se sobre os filamentos de miosina. Cessado este processo,
os produtos da hidrélise do ATP sao liberados e se unem novamente
reconstituindo a molécula de ATP (POWERS & HOWLEY, 2000).

A contracdo muscular € desencadeada pela chegada do impulso
nervoso a juncao neuromuscular. O potencial de acdo que chega ao neurdnio
motor provoca a liberagao de acetilcolina na jungcdo neuromuscular, que se liga
aos receptores da placa motora, despolarizando a membrana celular através
dos tubulos transversos da fibra muscular, resultando na liberagao do calcio do
reticulo sarcoplasmatico. O calcio se liga a troponina, alterando a posigcdo da
tropomiosina e liberando os sitios ativos da actina. A ponte cruzada da miosina
energizada forma uma ligacado forte no sitio ativo da actina. Esse ciclo da
contragdo é repetido enquanto houver calcio e ATP presentes e se rompe,
quando cessam os potenciais de agdo e o reticulo sarcoplasmatico remove
ativamente o calcio do sarcoplasma (POWERS & HOWLEY, 2000).

A mais importante alteracdo molecular no fenétipo das miofibrilas e
nas propriedades contrateis do musculo esquelético, quando estimulado pelo
treinamento, é a expressédo das isoformas da MyHC (PETTE & STARON,
2001), pois a MyHC é a porgao da molécula de miosina que determina a

velocidade de reacdo das pontes cruzadas de miosina com os filamentos de
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actina e, consequentemente, a velocidade de contragdo muscular (WILLIANS
et al., 2002).

Essas proteinas apresentam caracteristicas bioquimicas, estruturais
e fisiologicas comuns, mas demonstram alteracdbes na sequéncia de
aminoacidos, configurando ligeiras diferencas nas atividades bioldgicas, como
a atividade da mATPase e a afinidade ao calcio. E constituem parte essencial
do sistema contratil do musculo (PERRY, 1985).

As isoformas de cadeias pesada e leve de miosina dos musculos
esqueléticos funcionam como proteinas reguladoras das propriedades
contrateis das fibras musculares, pois determinam a velocidade maxima de
contracdo muscular. A velocidade e a for¢ca de contragdo muscular dependem
da quantidade de fibras musculares ativas, assim como de suas propriedades
contrateis e metabdlicas. A velocidade maxima de encurtamento de uma unica
fibora muscular esta diretamente ligada com as isoformas de MyHC que
predominam nas fibras musculares (SCHIAFFINO & REGGIANI, 1996; McKOY
et al., 1998; RIVERO & PIERCY, 2004).

Nos mamiferos, incluindo o homem, se conhecem nove isoformas de
cadeia pesada de miosina, e cada uma delas & codificada por um gene
diferente, apresentando atividade mATPase particular (BOTTINELLlI &
REGGIANI, 2000; ALLEN & LEINWAND, 2001; DA COSTA et al., 2002).

2.3. A composicao do musculo esquelético quanto aos tipos de
fibras

O musculo esquelético dos equinos é composto por diferentes tipos
de fibras musculares, capazes de realizar uma ampla variedade de atividades
fisicas devido a sua grande diversidade celular, molecular, especializagao
funcional e capacidade plastica. Essa caracteristica proporciona ao tecido
muscular a capacidade de gerar atividades de contragcéo, a qual se traduz em

maior eficiéncia mecénica e termodindmica do organismo (GOLDSPINK, 1998).

Ao longo do tempo, vém se aplicando diversas classificages,
fundamentadas em técnicas que avaliam parametros bioquimicos, estruturais,

funcionais e histoquimicos da fibra muscular para o estudo das caracteristicas
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fibrilares, tanto em musculos de animais como em humanos. A diferenciagéo
classica dos tipos de fibras era inicialmente baseada na coloragdo visual do
musculo esquelético, sendo diferenciados em vermelho ou branco, segundo o
seu conteudo de mioglobina (BEECHER et al., 1965).

Assim, as fibras musculares foram primariamente classificadas em
1873, por Ranvier, baseando-se apenas na cor do musculo. A coloragéo
vermelha do musculo se da pela alta concentragcado de enzimas de metabolismo
aerdbio, de mioglobina, e pela vascularizagdo (KELLY, 1994; McCOMAS,
1996). Dessa forma, os musculos com mais de 40% de fibras vermelhas foram
denominados vermelhos. Ao contrario, os que possuiam mais de 40% de fibras

palidas, recebiam o nome de musculos brancos (BEECHER et al., 1965).

Existem diferengas nas propor¢des dos tipos de fibras musculares
para que o musculo esquelético possa realizar variadas atividades fisicas; cada
tipo de fibra muscular possui propriedades mecanicas e metabdlicas distintas
(LUTZ et al., 1998).

2.4. As fibras musculares e a velocidade de contragao

Dentro de uma mesma fibra podem ocorrer diferentes combinagdes
de MyHC, mas a isoforma predominante €& a principal determinante de
importantes propriedades fisiolégicas como a velocidade de contragdo e
resisténcia a fadiga (SCHIAFFINO & REGGIANI, 1996). Existe uma forte
relacdo entre isoformas de MyHC e velocidade de encurtamento, onde a fibra
pura do tipo IIX é de cinco a dez vezes mais rapida do que a fibra pura do tipo |
(LARSSON & MOSS, 1993; BOTTINELLI et al.,, 1996; HARRIDGE, 1996;
HARRIDGE et al.,, 1996). Também ha uma relacdo entre a proporgcdo de
isoformas de MyHC e poder contratil produzido em uma alta velocidade de
contragédo (AAGAARD & ANDERSEN, 1998).

Em equinos, a tipagem muscular € uma metodologia que também
pode ser empregada para avaliar as caracteristicas funcionais geneticamente
herdadas, e as adaptagbes induzidas pelo treinamento (LOPEZ-RIVERO,
1992). E, o musculo gluiteo médio é considerado como sendo bastante
adequado para o estudo da tipologia muscular, pois € um musculo muito
recrutado durante exercicios (SNOW & GUY, 1976).
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No musculo esquelético dos mamiferos adultos encontra-se uma
sequéncia de tipos de fibras que estdo de acordo com a principal isoforma
MyHC presente na fibra sendo elas, fibra lenta com MyHC If e trés fibras do
tipo rapida denominadas IIA com MyHC lla, tipo [ID com MyHC Ild (a MyHC IId
e fibra do tipo IID equivalem a MyHC lIx e as fibras do tipo IIX respectivamente;
PETTE & STARON, 1990; SCHIAFFINO & REGGIANI 1994, 1996).

2.4.1 Classificagao das fibras musculares por meio da técnica

histoquimica mATPase

As fibras musculares podem ser classificadas por meio de diferentes
métodos. Uma das classificacbes se da por meio da atividade ATPasica da
miosina (mATPase) dependendo do tipo de MyHC que esta constituindo a fibra
muscular pois, a propriedade contratil de cada tipo de fibra é determinada, em
parte, pelo tipo e quantidade de MyHC presente em cada fibra
(LEFEUVRE,1996; LIBERA & CARPENE, 1997; BALDWIN & HADDAD, 2001;
LIANG, 2007).

Assim, as fibras musculares podem ser classificadas em dois
grandes grupos: de fibras lentas ou de contracédo lenta (tipo I) e de fibras
rapidas ou de contragdo rapida (tipo Il) (LEFEUVRE,1996; BALDWIN &
HADDAD, 2001).

A atividade da mATPase esta intimamente relacionada ao
predominio do tipo de isoformas, que determinara as propriedades contrateis
das fibras musculares (CHIKUNI et al., 2001).

Essa classificacdo em tipos | e Il depende das diferentes
intensidades de coloracéo das fibras, devido a suas diferengas proprias na
sensitividade ao pH. De um modo geral, as fibras do tipo | apresentam grande
atividade quando colocadas em meio acido, sendo que as fibras do tipo Il sdo
ativadas quando colocadas em meio basico (GUTH & SAMAHA, 1969;
BROOKE & KAISER, 1970).

Embora a intensidade da coloragdo de mATPase dependa do
conteudo de MyHC das fibras, os métodos de eletroforese e imunoistoquimica

permitem identificar de forma mais apurada, as diferentes isoformas de MyHC
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presentes nas fibras musculares (GORZA, 1990; KLITGAARD et al., 1990).
Mas, através da técnica histoquimica mATPase, Smerdu et al. (2009)
identificaram 5 tipos de MyHC do musculo esquelético de ursos marrons, sendo
elas as fibras dos tipo |, lIC, lIA, IAX e 1IX.

A isoforma de MyHCIIx do equino corresponde a isoforma lIb do
musculo do rato, mas possui um maior peso molecular onde, uma interpretacao
alternativa é de que esta MyHC rapida no cavalo seria mais semelhante a
isoforma lIx do musculo do rato. A MyHCIIx é a principal isoforma presente nas
fibras do tipo 11X, amplamente distribuida no musculo esquelético de ratos e
nao sao distinguidas das fibras do tipo IIA e IIB pela reacdo de mATPase
(SCHIAFFINO et al., 1986 e 1989; GORZA, 1990).

A chamada fibra 1IB em humanos expressa uma isoforma
equivalente a isoforma MyHCIIx do rato e ndo a isoforma Ilb do rato,sendo

mais correto classificada-la como fibra 11X (ENNION et al., 1995).

Cada espécie animal possui uma distribuicao fibrilar caracteristica na
musculatura esquelética. Nos equinos, assim como na maioria dos mamiferos,
as fibras musculares seguem o padrdo mosaico de distribuicdo, pela presenca
das fibras musculares dos tipos I, lIA e lIX, pertencentes as diferentes unidades

motoras que se entremeiam umas com as outras (RIVERO & PIERCY, 2004).

2.4.2. Classificacao das fibras musculares por meio da técnica
histoquimica NADH-tr

Pela analise histoquimica também pode se ter uma outra
classificacao das fibras musculares, através da identificacdo das propriedades
metabdlicas de cada fibra muscular histoquimicamente e, para isso, estudam-
se as enzimas chave dos metabolismos aerdbico e anaerdbico. De acordo com
essas diferencas metabdlicas, é possivel chegar a seguinte classificagéo:
fibras rapidas glicoliticas (Fast Glycolytic-FG), fibras rapidas oxidativas
(Fast Oxidative Glycolytic-FOG) e fibras lentas oxidativas (S/ow Oxidative-SO)
(PETTE & VRBOVA, 1992).

Objetivando identificar as caracteristicas fibrilares segundo as

propriedades contrateis e o grau de resisténcia a fadiga Peter et al. (1972),
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estudaram as propriedades motoras e metabdlicas das fibras musculares,
utilizando a enzima nicotinamida adenina dinucleotideo desidrogenase (NADH)
como marcador do padrédo oxidativo da fibra muscular. Esta enzima se
encontra na face interna da membrana mitocondrial e sua funcao é catalizar a
transferéncia de elétrons do NADH, a compostos citocromos, e por ultimo ao
oxigénio, na cadeia de transporte de elétrons (DUBOTWITZ & BROOKE,
1973).

A técnica histoquimica nicotinamida adenina dinucleotideo
tetrazolium redutase (NADH-tr) possibilita a identificagdo de unidades motoras
com proteinas contrateis e metabdlicas peculiares, dentre as quais
destacaram-se as fibras oxidativas de contragéo lenta, que possuem unidades
motoras resistentes a fadiga e metabolismo oxidativo; fibras rapidas
glicoliticas-oxidativas, com atividade metabodlica tanto glicolitica como
oxidativa, média resisténcia a fadiga; e as fibras rapidas glicoliticas, as quais
se caracterizam por apresentarem unidades motoras facilmente fatigaveis e
metabolismo glicolitico (PETTE & VRBOVA, 1992).

2.4 3. Classificagao das fibras musculares por meio da técnica

imunoistoquimica

A identificacdo das diferentes isoformas de MyHC também pode ser
estabelecida pela técnica de imunoistoquimica, com a utilizacado de anticorpos
anti-MyHC, permitindo assim a identificacdo de fibras musculares puras e
hibridas (STARON, 1997; PETTE et al., 1999; PICARD et al., 2003).

As fibras intermediarias se caracterizam por expressar mais de uma
isoforma de MyHC (STARON et al., 1999; PICARD et al., 2002; STRBENC et
al., 2004). Sendo assim, a classificacdo das fibras musculares vai além de
apenas dois tipos de fibras. Pela analise imunoistoquimica, observam-se outros
diferentes tipos de MyHC que configuram outras diferentes populagbes de
fibras musculares (GOLDSPINK, 1998).

Através da analise imunoistoquimica, Staron et al.(1999), mostraram
que, de um modo geral existem as fibras puras e as fibras hibridas. As fibras

puras sao aquelas classificadas como |, IlA e IID ou lIX.
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A fibra IIX fora identificada e denominada fibra IID por Bar & Pette
(1988), devido a sua presenga em grande quantidade no musculo diafragma de

ratos. Entretanto, Schiaffino et al. (1989), denominaram a fibra 11D de IIX.

Por meio da imunoistoquimica definiram trés tipos de fibras puras I,
IA e lIX e duas hibridas IIC e IIAX. Os métodos histoquimicos e
imunoistoquimicos integrados demonstraram que, o0 musculo esquelético
equino nao expressa isoforma tipo |IB e as fibras assim denominadas,
deveriam receber a denominagdo de fibras IIX (RIVERO et al., 1999;
SERRANO & RIVERO, 2000; ETO et al., 2003).

As fibras hibridas podem ser encontradas co-expressando
MyHC 1I/lla e MyHC lla/lix, a ultima existe de maneira mais comum
(ANDERSEN et al., 1999).

Estudos comparativos de pequenos mamiferos apontam para
diferencas espécie especificas sugerindo que, aumentando o tamanho do
corpo altera-se o perfil das isoformas de MyHC rapida MyHCIIb para MyHClIx e
MyHClla (HAMALAINEN & PETTE, 1995).

Assim, a abundancia relativa da isoforma rapida MyHCIIb diminui
entre mamiferos com tamanho corp6reo maior, € ndo esta expressa no
musculo esquelético de grandes mamiferos como os seres humanos e outras
espécies (SCHIAFFINO & REGGIANI, 1996; GOLDSPINK, 1998), incluindo
cavalos (RIVERO et al., 1999).

A imunoistoquimica permite uma quantificagdo mais exata das fibras
musculares corrigindo erros que sao produzidos ao utilizar a técnica

histoquimica na classificagao de fibras hibridas e tipo 1IB (ISLAS et al., 2001).

Através da utilizacdo de anticorpos contra miosina rapida e lenta,
Snow et al. (1981) relataram que houve uma correspondéncia entre a
coloracédo de mATPase e o conteudo de miosina de fibras puras, encontradas
na co-expressao de fibras IIC definidas histoquimicamente das miosinas rapida
e lenta. Outros trabalhos sao necessarios para determinar se, 0 mesmo padrao
de co-existéncia de isoforma de MyHC esta ou ndo presente em cavalos

atletas.
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As técnicas qualitativas para a atividade enzimatica da mATPase

1976),

NADH-tr (DUBOWITZ & BROOKE,

1973) e a

imunoistoquimica (RIVERO et al., 1996) possibilitam com diferentes niveis de

precisao, a identificagdo de cada tipo de fibra (Tabela 1).

TABELA 1: Caracteristicas dos diferentes tipos de fibras musculares em equinos,
tomando por base as técnicas NADH-tr; mATPase; imunoistoquimica

Fibras TipoI  Fibras Tipo IIA  Fibras Tipo [IX  Fibras Tipo
(SO) (FOG) (FG) IHAX
Velocidade de contracgio Lenta Répida Muito rapida -
Tensao maxima Baixa Alta Alta -
desenvolvida
Atividade de miosina .
ATPase a pH 9.4 Baixa Alta Alta -—--
Atividade de miosina . .
ATPase a pH 4.5 Alta Baixa Intermediaria -
Capacidade oxidativa Alta . Alta 4 Intermgdlarla a -
intermediaria baixa
Conteudo lipidico Alto Intermediario Baixo -—
Capacidade glicolitica Baixa Alta Alta -
Conteudo de glicogénio Intermediario Alto Alto -—--
F 1l?ras musculares por Baixa Alta Alta
unidade motora
Resisténcia a fadiga Alta Intermedidria Intermgdlarla a
baixa
Anticorpo monoclonal
1 + - ) )
Slow
Anticorpo monoclonal Fast® - + + +
Anticorpo monoclonal i n i n
SC-71
Anticorpo monoclonal
+ + - +
BF-35
Anticorpo monoclonal n ) n n

SS-8H2

+ reacdo positiva para o anticorpo monoclonal de acordo com o tipo de fibra muscular; - reacdo
negativa para o anticorpo monoclonal de acordo com o tipo de fibra (SNOW & VALBERG, 1994;
SCHIAFFINO et al., 1989; BARREY et al.,1998).

' M8421 SIGMA
2 M4276 SIGMA
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2.4.4. Classificagao das fibras musculares por meio da técnica

de ELISA e eletroforese

Rivero et al. (1996, 1999) identificaram, através da técnica de ELISA
e eletroforese trés tipos de isoformas MyHC presentes em diferentes musculos
de equinos. Um tipo de MyHC lenta (MyHC-l) e duas rapidas (MyHC-lla e
MyHC-I11x).

E, no caso de co-existéncia de MyHC rapida e lenta, sao
necessarios para estabelecer-se o grau de correspondéncia entre elas, os
resultados da eletroforese e da imunoistoquimica, assim como dos padrbes de
coloracéao histoquimica (SERRANO et al., 1996).

2.4.5. Classificagdo das fibras musculares por meio da técnica

de hibridizagao in situ

No estudo realizado por Smerdo et al. (1994), evidenciou-se que,
através da hibridizac¢do in sito em musculo esquelético em humano, as fibras
do tipo IIB coradas pela mATPase correspondem as fibras que contém maior
quantidade de MyHC IIx transcriptas, e assim, as fibras do tipo IIB desta
espéecie identificadas histoquimicamente, poderiam corresponder ao tipo |IX

descrito em outros mamiferos.

2.4.6. Classificacao das fibras musculares por meio da técnica
de PCR

Chikuni et al. (2004), utilizaram a técnica de PCR para a detec¢ao de
3 isoformas de MyHC no musculo gluteo médio de equinos, e concluiram que,
0 equino nao expressa a isoforma de MyHCIIb, pois esta isoforma n&o foi
amplificada através do cDNA no tecido muscular, mas identificaram um

pseudogene da isoforma de MyHCIIb.

A auséncia da isoforma de MyHC Ilb no musculo esquelético de
equinos também foi observada por Rivero et al. (1999), onde afirmam que, a
isoforma MyHCIIb nao foi expressa pela detecgédo de proteinas e também nao

houveram evidéncias aos niveis do DNA.
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2.5. As fibras musculares hibridas e o processo de plasticidade

muscular

Em seu estudo sobre as isoformas de MyHC em musculo
esquelético de equino adulto através das técnicas de imunoistoquimica, Rivero
et al. (1996), mostraram uma clara existéncia de trés isoformas de MyHC no
musculo de equinos adultos: uma lenta e duas rapidas. A distribuicdo
diferencial destas MyHC definem trés principais tipos de fibra contendo uma
MyHC pura, sendo elas as fibras dos tipos I, IIA e 11X e, duas populagdes de
fibras hibridas intermediarias contendo MyHC lenta e rapida, a chamada fibra
hibrida I1+IIA ou duas MyHC rapidas, a chamada fibra IIAX.

As fibras hibridas ou intermediarias sdo resultado do estado de
transicao fenotipica entre dois tipos de fibras puras que podem ser estimuladas
pelo treinamento ou interrupgdo do treinamento, ou pelo envelhecimento
(PEUKER & PETTE, 1997; LEFAUCHEUR et al., 1998; PICARD et al., 2002).

Essas fibras possuem alto potencial de adaptagéo, ja que sao
capazes de alterar o fenétipo das isoformas de cadeia pesada de miosina
quando a demanda funcional do musculo necessita (BALDWIN & HADDAD,
2001).

A co-expressdo de pares especificos das principais isoformas de
MyHC resultam na formacéao de fibras hibridas, que podem ser subdivididas por
meio da isoforma de MyHC dominante. Consequentemente, a sequéncia dos
tipos de fibras hibridas podem ser assim distinguidas: tipo I/IIA, também
chamada IC (MyHCIB > MyHC lla); tipo lIA/l, também chamadas |IC (MyHClla
> MyHCIB); tipo IAD (MyHClla > MyHCIId); tipo IIDA (MyHCIId > MyHClla),
tipo 1IDB (MyHCIId > MyHCIIb), e tipo 1IBD (MyHCIllb > MyHCIId) (PETTE &
STARON, 2000).

Dependendo do tipo de musculo, um numero consideravel de fibras
expressam duas isoformas de MyHC. Especialmente as isoformas IIA e 1IX. As
proteinas da fibra hibrida 1IAX s&o vistas regularmente e sdo consideradas
como fibras de funcdo intermediaria entre as fibras do tipo IIA e IIX
(ANDERSEN et al., 1999a; LINNANE et al, 1999; RIVERO et al.,, 1999;
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STEPHENSON, 2001; DINGBOOM et al.,, 2002). A regulacdo de duas

expressdes de MyHC né&o é claramente compreendida.

Acredita-se que as proteinasde MyHC sejam primariamente
controladas pela transcricdo. O periodo de tempo e o estimulo limiar
necessario para desencadear alteragbes no RNA mensageiro (RNAm) sao

importantes aspectos da regulagéo génica (O’Neil et al., 1999).

Em fibras que sdo submetidas a transformacgéo quanto ao tipo de
fibra muscular, as alteragcbes no RNAm da MyHC deveriam preceder as
alteragdes nos produtos protéicos correspondentes, levando-as assim a uma
incompatibilidade temporaria na distribuicdo da transcri¢cao e produtos protéicos
correspondentes (ANDERSEN & SCHIAFFINO, 1997; JASCHINSKI et al.,
1998).

Comparando-se as alteragées na expressao do RNAm de MyHC e
da proteina pode-se obter um indicativo da diregao da alteracdo na expresséo
do gene da MyHC (EIZEMA et al., 2005).

Estudando o RNAmM e a expressao protéica em cortes transversais
do musculo gluteo médio, de seis equinos adultos, Eizema et al. (2005)
mostraram que, em um cavalo, a maioria (%) das fibras analisadas tiveram os
mesmos RNAmM e a mesma expressao protéica, enquanto que uma minoria (%)
mostrou incompatibilidade entre as expressdes do RNAm e da proteina. As
fibras do tipo IIAX expressaram somente o RNAm da isoforma de MyHClla,
uma minoria expressou somente o RNAm da isoforma de MyHCIIx e apenas
uma fibra de um unico animal entre os seis, expressou o RNAm da isoforma de
MyHC I.

A maioria destas incompatibilidades esta relacionada ao tipo mais
comum de fibras hibridas, as quais expressam tanto a proteina da isoforma de
MyHC lla, quanto a proteina da isoforma de MyHC lIx, mas um unico RNAm
(EIZEMA et al., 2003).

No entanto, esta incompatibilidade entre RNAmM e expressao de
proteina da MyHC observadas nos cortes transversais das fibras musculares

esqueléticas poderiam ser o resultado de uma distribuicdo ndo homogénea do
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RNAm ao longo do comprimento da fibora muscular de roedores (NEWLANDS,
et al., 1998).

Eizema et al. (2005) concluiram que, a expressdo de MyHC nas
fibras musculares hibridas sdo reguladas pela transcricdo. O RNAm e a
expressdo protéica sao homogeneamente distribuidos ao longo do
comprimento das fibras do musculo gluteo médio de equinos. As fibras
contendo duas proteinas de MyHC sao convertidas mais provavelmente para
outro tipo de fibra de acordo com a expressao do RNAm correspondente. A
outra isoforma nao sera sintetizada por muito tempo e ira desaparecer
progressivamente como resultado de uma proteina “turnover”. E, a fibra
muscular hibrida do tipo IIAX neste estudo, foi ausente pela expressdo do
RNAmM no musculo gluteo médio de equinos, através da identificagéo dos tipos

de fibras musculares pela técnica de hibridizagao in situ.

Embora, as fibras hibridas de proteina de MyHC I[IAX sejam
consideradas como um tipo “verdadeiro”, por causa de seu regular
aparecimento, elas também podem ser classificadas como fibras transitérias
como sugerido por Pette & Staron (1997). A afirmacao de que elas podem ser
classificadas como fibras transitérias é apoiada pelos autores (ANDERSEN et
al., 1999b; LINNANE et al., 1999, RIVERO et al., 1999; STEPHENSON, 2001;
DINGBOOM et al., 2002).

O aparecimento de fibras hibridas e as incompatibilidades entre
RNAm e proteina, indicam que, a transigéo do tipo de fibra ocorre em musculo
esquelético presumidamente normal ndo submetidos a qualquer protocolo de
treinamento (EIZEMA et al., 2005). Assim como nos equinos, as fibras hibridas
[IAX também foram ausentes pelo RNAmM nos musculos longissimus dorsi e
romboides de suino, em razao de ser animal de grande porte (LEFAUCHEUR,
2002).

No musculo vasto lateral humano a grande maioria dos perfis de
RNAm de MyHC corresponderam com a isoforma de proteina detectada,
inclusive nas fibras hibridas (ENNIOON et al.,, 1995; ANDERSEN &
SCHIAFFINO, 1997; ANDERSEN et al., 1999a; SERRANO et al., 2001).
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Em um estudo comparativo de 14 musculos humanos diferentes,
cerca de 60% de fibras hibridas IIAX através da identificacdo da proteina,
também foram hibridas IIAX através da identificacgo do RNAm e,
aproximadamente 30% expressaram somente RNAm IIA e 10% expressaram
somente RNAm IIX (SMERDU et al., 1994; SMERDU & ERZEN, 2001).

No musculo gastrocnémio de coelhos, musculo psoas e musculo
adutor magno a analise das fibras puras revelaram que, dependendo do
musculo, o numero de fibras hibridas foi igual ou maior através da identificacao
do RNAm de MyHC do que através da identificagdo da proteina de MyHC
(PEUKER & PETTE, 1997).

Em outro estudo (CONJARD et al., 1998) onde analisaram as fibras
puras dos musculos reto femoral, extensor digital longo, tibial anterior e s6leo
de coelho, os padrbes de isoformas de RNAm de MyHC foram coerentes com
os perfis de proteinas de MyHC, incluindo as fibras hibridas, na maioria das

fibras de muisculo normal, ndo transformado.

Em ratos, as fibras puras do musculo séleo foram analisadas e
novamente, mais fibras hibridas foram detectadas tanto através da
identificacdo do RNAm, quanto através da identificagdo da proteina de MyHC
(STEVENS et al., 1999).

Com base em alguns estudos esta claro que, a detecgao de fibras
hibridas no musculo normal e nao treinado é um fenébmeno comum. O numero
de fibras hibridas &, entretanto, altamente espécie e musculo especifico. Os
estudos utilizando pequenos animais mostram um numero maior de hibridas
pelo RNAm comparado a proteina de MyHC. O musculo humano mostra
numeros iguais ou menores desta correlagdo, os musculos de cavalo e suino
mostram quase que inexisténcia de fibras hibridas identificadas pelo RNAm
(EIZEMA et al., 2005).

Estas diferengas podem ser devidas ao tamanho do animal, ao qual
se impdem diferentes demandas ao musculo. Entretanto, a arquitetura e
inervacao do musculo também podem ser fatores importantes. Os pequenos

animais tém uma arquitetura e um padrao de inervacéao diferentes comparados
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aos primatas (HAMALAINEN & PETTE, 1995; PAUL, 2001; PAUL &
ROSENTHAL, 2002).

Acredita-se que, a existéncia das fibras hibridas [IAX seja ainda mais
importante para a sintonia fina das propriedades contrateis comparados aos
animais que tenham trés isoformas rapidas disponiveis (HORTON et al., 2001;
EIZEMA et al., 2003; CHIKUNI et al., 2004).

Muitos protocolos aplicados para induzirem a transformacdo das
fibras musculares mostram que, na transformacédo a quantidade de fibras
hibridas aumentam, até mesmo a expresséo de trés isoformas de proteinas de
MyHC (TALMAGE, 2000).

Nesta transformacdo induzida, independentemente do tipo de
protocolo aplicado, mais incompatibilidades entre o RNAm de MyHC e a
expressao de proteina sdo observadas (ANDERSEN & SCHIAFFINO, 1997;
CONJARD et al., 1998; ANDERSEN et al., 1999a; STEVENS et al., 1999).

A andlise de fibras musculares puras e hibridas através da
identificacdo do RNAmM de MyHC e expressao de proteina € importante para o
entendimento da situacdo homeostase e o processo de transformacgéo. A
regulacédo das MyHC dos tipos de fibras musculares é um processo complexo,
finamente sintonizado pela regulacdo da transcricdo da expressdo de RNAm
das MyHC, possibilitando ao musculo adaptar-se mesmo com alteragdes
minimas nas demandas mecéanicas (HORTON et al., 2001; EIZEMA et al.,,
2003; CHIKUNI et al., 2004).

Em vista destas observacgdes, deve-se se ressaltar que, a expresséo
de isoformas de MyHC ndo esta somente sob controle transcriconal, mas
também sob controle de tradugéo, e possivelmente sob controle pds-tradugao.
Uma separacao destes diferentes nives de controles resulta em
incompatibilidades entre RNAm e proteina de MyHC (ANDERSEN &
SCHIAFFINO, 1997; PEUKER & PETTE, 1997; PEUKER et al., 1998;
ANDERSEN et al., 1999; STEVENS et al., 1999b).

A presenca das fibras hibridas no musculo possibilita a
transformacdo de um tipo de fibra para outro (PETTE & STARON, 1997). Em

equinos de diferentes racgas, as transi¢cdes da fibra pura 11X para a fibra pura Il1A
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ocorre via fibra hibrida IIAX (RIVERO & SERRANO, 1999; KARLSTROM &
ESSEN-GUSTAVSSON, 2002; KARLSTROM et al., 2009).

As fibras musculares s&o estruturas dinamicas capazes de
modificarem seus fendtipos sob varias condigbes, como por exemplo, alterando
a atividade neuromuscular, mecanismo de sobrecarga, alterando o perfil
hormonal, especialmente os horménios tiroideanos e a idade. As alteracdes
nas isoformas de MyHC tendem a seguir o esquema geral na sequéncia de
transicio de rapida para lenta e de lenta para rapida:
MyHC | «& MyHC IIA < MyHC IlIX (PETTE & STARON, 2001), seguindo a
hierarquia da atividade especifica de ATPase e dispéndio de energia
(BOTTINELLI et al, 1994b).

2.5.1. Atividade Neuromuscular

A atividade neuromuscular € importante para o estabelecimento de
fendtipos especificos da fibra muscular durante o desenvolvimento dos animais
(RUBSTEIN & KELLY, 1978; PETTE & VRBOVA, 1985), e para a subsequente
manutencdo de suas propriedades fenotipicas. O impacto da atividade neural
no fendtipo muscular foi demonstrado em numerosos experimentos de
desenervagcdo (GUTMANN et al., 1972; CARRARO et al., 1985; SCHIAFFINO
et al., 1988; JAKUBIEC-PUKA et al., 1990; d’ALBIS et al., 1994).

Similarmente, o modelo de reinervagdo cruzada elucida a
importancia da atividade neural através da demonstracdo da habilidade de
transformacdo do fenoétipo da fibra muscular (BULLER et al., 1960). Na
auséncia de inervagao, os musculos lentos se tornam musculos mais rapidos e,
0s musculos rapidos se tornam musculos mais lentos. Isso resulta do
decréscimo das concentracdes relativas de MyHC | e MyHCIIb juntamente com
os aumentos concomitantes na MyHClla e MyHClIx (HUEY & BODINE, 1998,
JAKUBIEC-PUKA et al., 1999). Quando um musculo rapido é reinervado por
uma inervagéao lenta, este se torna um musculo lento e, quando um musculo
lento é reinervado por nervo rapido este se torna um musculo rapido (PETTE &
VBORVA, 1985).

O modelo mais frequentemente utilizado para modificar a atividade

neural enviada ao musculo € via estimulagdo elétrica. De acordo com a
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natureza dos padrbées de impulsos neuromotores especificos lentos e rapidos,
dois protocolos de estimulagcédo elétrica foram desenvolvidos. A estimulacao
continua de baixa frequéncia simulando o padrdo de impulso de baixa
frequéncia ténico, normalmente enviado ao musculo de contragdo lenta
(SALMONS & VBORVA, 1969), e a estimulagdo de alta frequéncia fasica,
simulando o padrao normalmente enviado para uma fibra de contrac&o rapida
(LOMO et al., 1974).

A estimulacdo continua de baixa frequéncia induz a importantes
alteragdes na miosina as quais consistem de uma substituicdo das isoformas
de MyHC rapidas pela isoforma de MyHC lenta. As alteragdes de fibras rapidas
para lentas na expresséo da isoforma de MyHC ocorrem na seguinte ordem:
MyHCIlIx — MyHCIlla — MyHCIB. Durante a etapa final, da MyHClla para
MyHC 1B, ha uma regulacgédo transitéria da MyHCla (PEUKER, 1999).

As transi¢des nas isoformas de MyHC ao longo da sequéncia de
transformacao de rapida para lenta coincide com os aumentos pronunciados de
fibras hibridas. A medida que a transformagdo ocorre, as fibras hibridas com
isoformas de MyHC mais rapidas s&o finalmente substituidas por isoformas de
MyHC mais lentas (CONJARD et al., 1998).

Da mesma forma que as alteragcbes na expressao isoforma de
MyHC, o padrao de cadeia leve de miosina também se submete a transicédo de
rapida para lenta. A transicdo de cadeia leve, entretanto, ndo ocorre em
sincronismo com as alteragbes nas isoformas de MyHC. Isto resulta em
combinac¢des de ambas as cadeias leve, lentas e rapidas com cadeias pesadas
rapidas, especialmente a isoforma MyHClla. Assim, a transi¢do induzida de
fibra rapida para fibra lenta gera condicbes que aumentam significativamente o
numero de isomiosinas potenciais (LEEUW & PETTE, 1996).

O musculo lento também pode ser submetido a estimulagcao
continua de baixa frequéncia, mas néao tera efeito (PETTE et al., 1975, 1999), a

nao ser que o musculo seja desenervado.

Sob condig¢bes fisioldgicas, como aquelas que ocorrem durante o
exercicio de enduro, as unidades motoras sdo recrutadas em uma via

ordenada, relacionada ao principio do tamanho do individuo (SALMONS,
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1994). Assim, as alteracbes resultantes do exercicio de enduro resultam
principalmente das unidades motoras que sédo ativadas somente de forma rara
sob condigdes de resisténcia, mas cujo principio € repetido durante o exercicio
(SERRANO et al., 2000).

2.5.2. Trabalho mecéanico com carga e sem carga

Similar a estimulagcéo continua de baixa frequéncia, a elasticidade e
o trabalho mecéanico com carga levam a transi¢do de fibras rapidas para lenta.
Entretanto, diferentemente da estimulacdo continua de baixa frequéncia, estes
modelos n&o parecem aumentar a atividade neuromuscular (PATTULO et al.,
1992).

A sobrecarga de alongamentos produzida pela imobilizagdo dos
musculos rapidos em uma posi¢cao alongada gera um aumento na fragdo de
fibras lentas (PATTULLO et al., 1992) e as transi¢cbes de rapidas para lentas na
expressao da isoforma de MyHC (LOUGHNA et al., 1990; GOLDSPINK et al.,
1991; 1992; GOLDSPINK, 1999; LOUGHNA & MORGAN, 1999).

O modelo de hipertrofia compensatéria também tem sido utilizado
para estudar os efeitos da sobrecarga funcional no musculo esquelético
(GOLDBERG, 1967).

O trabalho com poucas contragdes musculares préximas ao maximo,
realizadas contra cargas externas pesadas aplicadas trés vezes por semana,
sejam efetivas em suprimir quase em sua totalidade a quantidade de MHCIIx
(STARON et al.,, 1994). Isto indica que, o numero total de contragdes (ou
impulsos nervosos) néo € o fator determinante quando regimes de alta tensao
de carga muscular sao aplicados. O inverso ocorre nos regimes de baixa carga
de tensdo muscular, com muitas contragdes (p.e. enduro) (HOWALD et al.,
1985).

Mais comumente, a tensdo de carga maxima exercida sobre o
musculo € um fator bem dominante. Sugere-se que, o grande poder de
contracdo muscular pode direcionar para deformacao estrutural do sarcolema e
do citoesqueleto, ativando assim vias de sinalizagdo presentemente n&o

identificadas dependentes de elasticidade influenciando a regulagédo génica dos
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nucleos (WILLIAMS & NEUFER, 1996). Pode deduzir-se que, a carga de
tensdo mecénica através da via anteriormente mencionada desativaria ou
diminuiria a regulagao do gene |IX, enquanto aumenta a regulagéo do gene da
MyHC Ila em todas as fibras do tipo Il.Alteragbes caracteristicas incluem
aumento pronunciado em fibras lentas (IANUZZO et al., 1976; NOBLE et al.,
1983; ROY et al.,, 1985), bem como aumentos significativos na MyHCI em
ambos os aspectos de proteina e RNAmM (GREGORY et al., 1986, TSIKA et al.,
1987; MORGAN & LOUGHNA, 1989; PERIASAMY et al., 1989; GREGORY et
al., 1990).

Os efeitos do trabalho mecanico sem carga tém sido estudados
utilizando-se varios modelos incluindo a tenotomia, imobilizagdo em posigao
encurtada, suspensdo de membro posterior e microgravidade (PETTE &
STARON, 1997). Sob estas condi¢cées, o musculo lento sem carga se torna
mais rapido (VRBOVA, 1963). Estas alteragbes resultam da diminuicdo nas
fiboras do tipo | (BOOTH & KELSO, 1973; TEMPLETON et al.,, 1988;
DESPLANCHES et al.,, 1990; RILEY et al., 1990; THOMASON & BOOTH,
1990; OHIRA et al., 1992; CAIOZZO et al., 1996), que correspondem a
diminuicdes na concentragéo relativa de MyHC | e aumentos na MyHC lla e
MyHC lIx (THOMASON et al., 1987; OISHI, 1993; CAIOZZO et al., 1994; OISHI
et al., 1994).

Esta transicao de lenta para rapida foi mostrada, mais recentemente
para aumentar a MyHCIIx (FAUTECK & KANDARIAN, 1995; STARON et al.,
1998;SAITOH et al., 1999; STEVENS et al.,, 1999a; 1999b). O trabalho sem
carga de um musculo rapido induz a mudangas menos evidentes que podem
ser caracterizadas como transi¢cdes de rapidas para mais rapidas. Dessa forma,
musculos rapidos com sobrecarga parecem ser menos afetados comparados a

musculos lentos sem carga.

2.5.3. Hormoénios

Alguns horménios tém uma profunda influéncia na composicéo do
tipo de fibra muscular de musculos especificos. Por exemplo, a testosterona
mostra ter um efeito significativo na composicéo do tipo de fibra do musculo
temporal de cobaias (LYONS et al., 1986; GUTMANN & HANZLIKOVA, 1970),
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do musculo laringeo de ras (CATZ, 1995), e possivelmente, do musculo
masseter de coelhos (ENGLISH et al., 1999).

Um exemplo extremo de dimorfismo sexual € o musculo elevador
anal de ratos. Este musculo desaparece durante o desenvolvimento da fémea,
mas pode ser mantido pela administracéo de testosterona (HANZLIKOVA et al.,
1970; JOUBERT et al.,, 1994). As diferengcas hormonais, especialmente a
testosterona, também pode contribuir para diferengas de género em tamanhos
especificos de tipos de fibra que, posteriormente afeta a concentragéo relativa
de isoformas de MyHC (STARON et al., 2000).

De todos os hormodnios, os tiroidianos parecem ter o maior efeito
fenotipico nas fibras musculares. Em geral, o hipotiroidismo leva a transi¢ao de
rapida para lenta (IANUZZO et al.,, 1977; FITTS et al.,, 1980; NWOYE &
MOMMAERTS, 1981), enquanto o hipertiroidismo leva as transi¢cdes a direcao
lenta para rapida (PETTE & STARON, 1997).

Com relacao a expressado de miosina, os baixos niveis de hormonios
tiroidianos causam mudancgas no sentido rapido para lento na expressao de
isoformas de MyHC: MyHC lIx —- MyHC lla — MyHC I8, enquanto que, altos
niveis de hormdnios tiroideanos causam mudanca no sentido de lento para
rapido na expresséao de isoformas de MyHC: MyHC I — MyHC lla — MyHC lIx
(IZUMO et al., 1986; FITZSIMONS et al ., 1990;CAIOZZO et al., 1992; d’ALBIS
& BUTLER-BROWNE, 1993; LARSSON et al., 1994; LI et al., 1996; CANEPARI
et al., 1998).

Dependendo da composic¢ao inicial do tipo de fibra, cada musculo
inicia o processo de transformacdo em um ponto especifico ao longo da
sequéncia. Além do impacto sobre os fenétipos das fibras musculares adultas,
os hormoénios tiroideanos desempenham um importante papel durante o
desenvolvimento e maturacdo muscular. Baixos niveis de hormonios
tiroideanos inibem ou retardam o aparecimento de isoformas de MyHC rapidas
adultas, enquanto que, altos niveis destes hormdnios aceleram a transi¢ao do
desenvolvimento de isoformas de MyHC para as isoformas adultas rapidas
(GAMBKE et al., 1983; BUTLER-BROWNE & WHALEN, 1984; SUGGIE &
VERITY, 1985; BUTLER-BROWNE et al., 1987; d’ALBIS et al., 1987;
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MAHDAVI et al., 1987; RUSSEL et al., 1988; d’ALBIS et al.,1990; ADAMS et
al., 1999).

2.5.4. Idade

Além da atrofia muscular, estudos sugerem que a idade causa
transicbes de rapida para lenta (LARSSON & ANSVED, 1995). Estudos
transversais e longitudinais com musculos lentos e rapidos de ratos tém
demonstrado mudancas relacionadas a idade no tipo de fibra e na composigéao
da isoforma de MyHC. Em musculos rapidos de ratos existe uma aparente
diminuicdo dependente da idade na concentracao relativa de MyHCIIb com
aumento concomitante na MyHCIIx, e potencialmente MyHClla e MyHC |
(LARSSON et al, 1991; SUGIURA et al.,1992; LARSSON et al.,, 1993;
DANIELI-BETTO et al., 1995; SULLIVAN et al., 1995; SKORJANC et al., 1998).

Além disso, uma diminuicdo na concentracao relativa de MyHClla
concomitante com um aumento na MyHCI foi relatada no musculo séleo de
ratos (SUGIURA et al., 1992; LARSSON et al., 1995; SULLIVAN et al., 1995).
Esta lentificacdo motora com a idade do musculo s6leo maduro pode,
entretanto, ser devido as mudangas em relagdo a idade nas propriedades da
miosina lenta (HOOK et ., 1999).

Pelo fato de que, fatores extrinsecos e intrinsecos podem
desempenhar uma funcdo no processo de maturagcdo, é dificil decidir se
mudangas na composi¢cdo do tipo de fibra e perfis de isoformas de MyHC
representam eventos primarios ou secundarios. Assim, processos
degenerativos no sistema nervoso central ou periférico, e também inatividade e
alteracgdes nos niveis dos hormodnios tiroidianos, podem contribuir para atrofia
e/ou perda das unidades motoras rapidas ou fibras rapidas. Por exemplo,
aumentos no agrupamento do tipo de fibra de musculos adultos sugerem
processos de desenervacgao ou reinervagao (LARSSON et al., 1991). Também
parece haver um numero reduzido de unidades motoras com tamanho

aumentado em musculos maduros (BOOTH et al., 1994).
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2.6. A modulagao das fibras musculares

As respostas adaptativas na expressao de isoformas de MyHC em
qualquer das dire¢des, de rapida para lenta, ou de lenta para rapida, ocorrem
de forma gradativa. Este fato leva a idéia de que esta sequéncia gradativa nas
transicbes de MyHC esteja relacionada as organizagdes génicas dessas
transicdes. Para humanos e camundongos, a organizagdo génica das
isoformas de MyHC rapidas esta na ordem MyHC lla, MyHC IIx, MyHC Ilb
(WEISS et al., 1999Db).

Da mesma forma, os estudos das fibras puras mostram que o
potencial de fosforilagdo do ATP, como mostrado pela relagdo [ATP]/[ADP],
aumenta de MyHC | para MyHC |l (CONJARD et al., 1998). Isto sugere que a
ativacao sequencial ou inativacao dos genes de MyHC é de certa forma ligada
a alteragbes no potencial de fosforilagdo do ATP (GREEN et al., 1992;
CONJARD et al., 1998).

A sequéncia ordenada de transi¢cdes de isoformas de MyHC é
deduzida das trocas dependentes do tempo de isoformas de MyHC na direcéo
de mais rapidas para mais lentas no musculo submetido a converséao de rapido
para lento (STARON et al.,, 1987; TERMIN et al.,, 1989; LEEUW & PETTE,
1993; JASCHINSKI et al., 1998).

As fibras puras nos musculo em transformacgédo confirmam aumentos
que dependem do tempo nas fibras hibridas, indicando alteragbes sequenciais
de rapidas para lenta (CONJARD et al., 1998) e também de lenta para rapida
(STEVENS et al., 1999b).

2.6.1. Possiveis mecanismos envolvidos na modulagao dos

tipos de fibras

Lauger (1991), explica em detalhes os mecanismos envolvidos na
transicdo dos tipos de fibra: a transicdo nos tipos de fibras né&o envolve
somente mudangas na expressao de miosina, mas incluem alteragdes nos
perfis de isoformas de multiplas proteinas da fibra muscular. Portanto, a
transformacdo dos tipos de fibras representa um processo altamente

coordenado por regulagbes génicas.



27

As trocas de isoformas de proteina, ou mudangas em quantidade de
proteina, envolvem todos os niveis de controle, conhecidamente como
transcrigdo, tradugéo e proteolise. As atividades de transcrigdo e a tradugao
alteradas séo responsaveis pela indugéo e repressédo de genes, enquanto que
a protedlise tem um importante papel na troca de isoformas de proteinas

recém sintetizadas com seus complementos preexistentes (LAUGER, 1991).

Estes processos coordenados suscitam a questdo da existéncia e da
natureza de elementos de controles superiores, capazes de exercerem efeitos
sinérgicos e antagbnicos. Neste contexto, as alteragdes no potencial de
fosforilacao da fibra muscular podem desempenhar um importante papel, pois
tais mudancas podem ser transmitidas para varias vias sinalizadoras,
relacionadas ao controle de expressédo génica, como por exemplo, a proteina
kinase AMP-ativada e/ou a cascata proteina kinase Ca?* dependente. Uma
diminuicdo no potencial fosforilagdo do ATP reduz a fungdo do reticulo
endoplasmatico Ca** - ATPase e assim, tem um impacto imediato no sequestro
do Ca®*(LAUGER, 1991).

Na verdade, a estimulagdo continua de baixa frequéncia leva a um
aumento pronunciado no Ca®" livre nas fibras de contragdo rapida do musculo
de coelhos (SRETER et al., 1987). Isso foi confirmado por estudos recentes
que demonstraram um aumento duplo no Ca?" livre intracelular em fibras puras

de musculos de rato estimuladas por baixa frequéncia (CARROLL et al., 1999).

Esta elevagdo no Ca®" livre & interessante com relagdo a regra
geralmente aceita de um segundo mensageiro versatii no controle da
expressdo génica (HARDINGHAM & BADING, 1999). Além disso, a via calcio-
calcineurina esta associada ao controle da expressdo génica em fibras
musculares rapidas e lenta (CHIN et al., 1998; NAYA et al., 2000).

Nesta via regulatdria, alteracdes nos niveis estaveis de Ca®* podem
ser um importante desencadeador para as transi¢cdes dos tipos de fibra. Para
comprovar este fato, niveis crescentes de Ca®* intracelular em culturas de
miotubos mostraram aumentar a expressao de miosina lenta (KUBIS et al.,
1997).
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2.7. A resposta do musculo frente ao exercicio

As adaptagbes da musculatura esquelética durante o exercicio e
apés um periodo de treinamento fisico podem ser observadas de forma
macroscopica, microscopica e bioquimica (ERIKSON, 1996). As alteragbes
bioquimicas e fisiolégicas produzidas sao decorrentes da adaptagdo dos
componentes miofibrilares as novas demandas energéticas, como resposta ao
estresse metabolico dos musculos que participam ativamente no exercicio.
Dentre essas adaptacdes se destacam o incremento da capacidade oxidativa
das fibras musculares, através do aumento da atividade das enzimas que
intervém na B oxidacdo dos acidos graxos, do aumento da densidade
mitocondrial e da capilarizagédo (ESSEN- GUSTAVSSON, 1996; SUCRE et al.,
1999).

Dependendo da natureza dos estimulos de inducéo, a resposta
adaptativa pode adotar a hipertrofia, nas quais miofibras aumentam em
tamanho, mas que de qualquer forma retém sua ultra estrutura inicial e
propriedades bioquimicas, ou remodelamento sem hipertrofia, nas quais
miofibras ndo aumentam, mas adquirem diferencas metabdlicas e
caracteristicas estruturais, muitas vezes acompanhadas por alteracbes na
micro circulagdo (BOOTH & BALDWIN, 1996).

Guyton (2002) ressalta ainda a hipertrofia e hiperplasia, o aumento
das enzimas mitocondriais, o0 aumento nos componentes do sistema
metabdlico do fosfonogénio (ATP e fosfocreatina) e 0 aumento das reservas de
glicogénio e triglicerideos. Como consequéncia, ocorre melhoria na capacidade
dos sistemas metabdlicos, tanto anaerdbio como aerdbio, aprimorando
especialmente a velocidade maxima de oxidacéo e a eficiéncia do sistema

metabodlico oxidativo.

Lindner et al. (2003) mostram que, dentre os principais efeitos
fisiolégicos que o treinamento produz no musculo esquelético equino séo: a
hipertrofia das fibras musculares, o0 aumento da proporgéo de determinado tipo
de fibras, a conversao dos tipos de fibras, 0 aumento da atividade das enzimas
oxidativas, o aumento da densidade mitocondrial, o aumento da densidade

capilar, o aumento da atividade da enzima AMP-desaminase, nenhum efeito é
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provocado na atividade das enzimas anaerdbias, aumento moderado do
conteudo de glicogénio intramuscular, aumento do numero de transportadores
de glicose na membrana, aumento do numero de transportadores de acidos
graxos livres na membrana, melhoria no transporte ibnico através de

membrana e aumento da capacidade de tamponamento do musculo.

A pratica do exercicio diminui as concentragbes do lactato
sanguineo. Lindner et al. (2001) demonstraram que, além do deslocamento
para a direita da curva de lactato, a medida que ocorre melhoria do
condicionamento fisico em animais treinados em esteira rolante, também

ocorrem modificagbées nas fibras musculares.

HENCKEL (1983) relata que o treinamento pode aumentar
significativamente a area de corte transversal e o niumero médio de fibras.
Admite-se que um numero pequeno de fibras musculares que apresentam
aumento da sua area possa fender-se ao meio, formando fibras inteiramente

novas, aumentando assim, também o numero de fibras (GUYTON, 2002).

2.7.1. O treinamento para exercicio de resisténcia

O efeito do treinamento sobre a composi¢ao fibrilar é variavel.
Alguns pesquisadores relatam que o exercicio de resisténcia, moderado e
aerdbio produz aumento da capacidade aerdbia do musculo para gerar ATP
(ESSEN-GUSTAVSSON et al., 1983; DEMIREL et al., 1999). Esta modificagao
ocorre mediante adaptagdes metabdlicas fibrilares associadas ao aumento da
atividade de enzimas implicadas no metabolismo oxidativo como, citrato
sintetase e 3-OH-Acil-Coa desidrogenase, além do incremento na proporc¢ao de
fibras oxidativas (ESSEN-GUSTAVSSON et al., 1983; RIVERO et al., 1999).

Quando o exercicio € anaerébio ou de forga, ocorre hipertrofia fibrilar
(SALTIN & GOLLNICK, 1983), embora alguns autores ndo tenham encontrado
evidencias de tal efeito (UHRIN & LIPTAJ, 1992).

Os animais submetidos ao treinamento de resisténcia utilizam-se
mais do metabolismo aerdbio para a producédo de energia, o que mostra o
papel preponderante das fibras oxidativas musculares no desempenho desses

animais (RONEUS et al., 1994). Entretanto, as fibras glicoliticas também
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participam desta atividade, uma vez que, a medida que o trabalho se torna
mais intenso, a energia & fornecida ainda mais por meio anaerébio (WHITE &
SNOW, 1987; SCHUBACK & ESSEN-GUSTAVSSON, 1998).

Os exercicios de resisténcia em cavalos traduzem uma significativa
transicéo dos tipos de fibras de contragao rapida para fibras de contracao lenta
(SERRANO et al., 2000). A adaptagdo mais comumente descrita do musculo
esquelético equino para atividade neuromuscular pelo treinamento de
resisténcia € um aumento na capacidade oxidativa e na relacao histoquimica
tipo llA para tipo IIX, enquanto relatos de outras alteracdes de tipos de fibras
particularmente aquelas relacionadas com a conversdo de rapida para lenta,
sdo raras e algumas vezes, contraditérias (SNOW & VALBERG, 1994).

Esta bem documentado na literatura que, o treinamento que exige
uma alta demanda metabdlica aumentara a capacidade oxidativa das fibras
musculares (FITTS & WIDRICK, 1996), havendo uma transformacéao de fibras
no sentido de rapida para lenta (LIEBER, 2002).

A utilizacdo do musculo ndo parece afetar a relacdo entre a
isoforma de MyHC e velocidade de encurtamento (HARRIDGE et al., 1998), ao
passo que, a utilizacdo do musculo pode alterar a isoforma de MyHC
expressada pela fibra muscular individual (ANDERSEN et al., 1994,
HARRIDGE, 1996). Sendo assim, pelo aumento da atividade muscular através
do treinamento de resisténcia ou enduro, o gene da MyHCIIx é desativado na
maioria das fibras IIX, resultando em uma proporcéo elevada de fibras IIA em
detrimento das fibras 11X ou IIAX (KLITGAARD et al., 1990; ANDERSEN et al.,
1994; HARRIDGE, 1996; HARRIDGE et al., 1996).

A extraordinaria capacidade do musculo esquelético adulto em
estabelecer, adaptacbes a longo prazo para alteragdo nas demandas de
trabalho requerem mudangas na expressao génica, mediadas pelas alteragdes
na taxa de transcricdo de genes especificos e na taxa de sintese de proteinas
especificas (GOLDSPINK et al., 1992; WILLIAMS & NEUFER, 1996).

Rose (1986), explica que, uma das maiores e mais importantes
adaptacdes ao treinamento de resisténcia, € o aumento das concentragdes de

enzimas das vias associadas a 3 oxidagdo no musculo esquelético, e como
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resultado tem-se o aumento da capacidade de trabalho devido a grande
oxidacdo das gorduras e a pequena utilizacdo de glicogénio. Entretanto, a
duracdo do periodo de treinamento e a intensidade do exercicio podem

influenciar no perfil de atividade destas enzimas.

Lindner et al. (2003), observaram que as adaptacdes celulares
corresponderam as alteragdes ultra-estruturais. Onde, estas alteragdes ultra-
estruturais tém sido interpretadas no cavalo como indicativos de aumento na

capacidade aerobia e de melhoria da resisténcia.

O aumento da densidade mitocondrial no cavalo associado com
diferentes tipos de treinamento configura uma relacao positiva entre 0 niumero
de fibras musculares com elevada capacidade oxidativa e o éxito competitivo
em atividades de resisténcia (RIVERO, 1997).

Cavalos de resisténcia de elite apresentaram porcentagens mais
altas de fibras do tipo | e IIA e porcentagens mais baixas de fibras do tipo 11X no
musculo gluteo médio quando comparado a competidores comuns (RIVERO,
1996). As elevadas porcentagens de fibras musculares de tipo | e IIA estéao
relacionadas com capacidade de realizagdo de exercicios de baixa intensidade
e longa duragéo (RIVERO et al.,, 1993), ao passo que exercicios de curta
duracédo e alta velocidade levam a elevadas porcentagens das fibras tipo Il
(BARREY et al., 1999).

Ao avaliar os efeitos de um programa de treinamento de resisténcia
sobre os tipos de fibras musculares do musculo gluteo médio de equinos, por
meio das técnicas de eletroforese, histoquimica, imunoistoquimica e
bioquimica, Serrano et al. (2000), observaram que, apds trés meses de
treinamento houve uma diminuigdo significativa das fibras tipo IIX e um
aumento das fibras tipo IlA, enquanto a porcentagem de fibras tipo | ndo foi
alterada. E, a diminuigédo das fibras tipo IIX foi ainda maior apés oito meses de

treinamento.

Em eventos de resisténcia humana, diversos relatos revelam uma
alta proporcao de fibras de contragdo lenta em musculos ativos em atletas
competidores com desempenho superior. Ao contrario, os atletas corredores de

curtas distancias geralmente apresentam uma porcentagem maior de fibras
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musculares tipo IIX em seus musculos locomotores (BLANCO & PEREZ,
2004).

Comparada aos pequenos animais, como o rato e o camundongo, as
conversdes de fibras rapidas para fibras lentas s&do mais facilmente realizadas
em grandes animais (PETTE & VBORVA, 1992). Pois de fato, existem
importantes diferengas fisioldégicas entre as espécies animais relacionadas ao
tamanho corporal (SCHIAFFINO & REGGIANI, 1996).

Assim, a velocidade maxima de encurtamento das fibras
musculares, expressando isoformas MyHC homoélogas  diminuem
consideravelmente com o aumento do tamanho corporal (ROME et al., 1990).
Estas diferencas estdo apoiadas nas divergéncias estrutural e funcional nas
isoformas de MyHC homoélogas (SCHIAFFINO & REGGIANI, 1996).

A realizagéo de exercicios de alta velocidade, assim como a pratica
de salto, requer poténcia, a qual esta associada a presenca de grandes
massas musculares. Ja os exercicios prolongados necessitam de oxigénio para
o metabolismo energético, caracteristica dos musculos que contém elevada
proporgao de fibras pequenas (tipo ), utilizados nos exercicios prolongados. O
aumento da massa muscular para se obter maior poténcia € decorrente do
aumento do numero e do tamanho das fibras. Estas alteracdes sédo controladas

por fatores genéticos e pela intensidade de treinamento (LEWIS, 1995).

2.7.2. Alteragées nas fibras musculares decorrentes da

interrupgao do treinamento

A inatividade parece reverter todas as transformacgdes sofridas pelas
fibras musculares com o treinamento de resisténcia, aumentando assim a
incidéncia de MyHC IIx (STARON et al., 1991; STARON & JOHNSON, 1993;
ANDERSEN et al., 1996; HARRIDGE, 1996).

Andersen & Schiaffino (1997), relataram que, a analise da isoforma
de MyHC expressao e transcri¢cao de proteinas em fibras individuais mostraram
indicios de uma expressao aumentada de MyHCIIx, quando o desuso ou a
interrupcédo do treinamento foram seguidos de um periodo de treinamento

intenso.
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No estudo realizado por Andersen & Aagaard (2000), a MyHC lIx foi
elevada ap6s noventa dias de interrupgdo do treinamento de resisténcia,
alcangando valores excessivos aqueles observados anteriormente. Cessado o
periodo de treinamento, as fibras do tipo IIX podem alcangar valores ainda

mais altos do que os valores alcangados antes do treinamento de resisténcia.

Dezenove semanas de treinamento de resisténcia em humanos,
diminuiram a quantidade de fibras do tipo IIX e, correspondentemente,
aumentaram a quantidade de fibras |IA, como avaliados pela histoquimica
mATPase (HATHER et al., 1991). Entretanto, apés quatro semanas de
interrupcédo do treinamento o indice de fibras IIA/IIX ndo foi restabelecido
(HATHER et al., 1991).

Da mesma forma, quatorze dias de interrupcédo do treinamento
seguido do treinamento de resisténcia apresentado ndo apresentaram aumento
na proporc¢ao de fibras do tipo [IX em um grupo de atletas super treinados para
resisténcia pesada (HORTOBAGY!I et al., 1993).

N&o é improvavel que auséncia de aumento nas fibras do tipo IIX
observadas nos estudos anteriormente mencionados sejam os resultados dos
periodos de interrupgéo do treinamento de duragédo insuficiente (ANDERSEN &
AAGAARD, 2000).

Em um estudo de treinamento prolongado, com um grupo de
mulheres sedentarias submetidas a treinamento de resisténcia por um periodo
de mais de vinte semanas, resultou em um desaparecimento quase que total
das fibras do tipo IIX (STARON et al., 1991).

O periodo de treinamento foi entdo seguido de trinta semanas de
interrupgéo do treinamento, apds o qual, a porcentagem das fibras do tipo 11X
alcangaram 24%, em comparagéo aos 16% observados antes do treinamento
de resisténcia. Embora niveis de diferenca estatistica ndo fossem alcangados.
Esta observagdo pode ser interpretada para indicar um super estimulo no
volume de MyHCIIx por conta do regime de treinamento de resisténcia seguido
pelo periodo de interrupgédo do treinamento. Consequentemente, o volume de
MyHCIIx poderia, em trinta semanas de interrupgdo do treinamento, estar

diminuida duas vezes os valores do pré-treinamento apds ter pico anterior no
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decorrer do periodo de interrupcdo do treinamento. Apresentando, assim, um
tempo de retorno de trés a quatro semanas (BATES & MILLWARD, 1983;
LEWIS et. al., 1984; TERMIN & PETTE, 1992), para proteinas de isoformas de
MyHC.

E provavel que as alteragdes principais na composicdo de MyHC
sejam devido a atividade fisica ou inatividade, sendo necessarias muitas
semanas ou meses para as alteragdes na composicao de MyHC serem
completamente iniciadas (ANDERSEN & AAGAARD,2000).

2.8. O cavalo Puro Sangue Arabe e o enduro equestre

Os cavalos de enduro sdo competidores de corridas classificadas
como exercicio de baixa intensidade e longa duragdo. O primeiro percurso
moderno de enduro equestre foi criado em 1955 na Califérnia, do lago Tahoe
ao Auburn (100 milhas). Atualmente, muitos percursos de enduro variam dentro
de uma média de 30 a 160 Km, ou 100 + 100 Km a serem percorridos em 2
dias, ou 500 Km para serrem percorridos em mais de 5 dias (SOSA- LEON,
1998; DUREN, 2000).

Muitas ragas de equinos tém sido testadas e utilizadas para corridas
de enduro; os mais competitivos sdo os PSA ou Cruza Arabe, devido a sua
composicao miofibrilar (DUREN, 2000). Os cavalos PSA comparados aos
cavalos Puro Sangue Inglés (PSI), sdo melhores adaptados ao exercicio de

enduro por causa de sua superior capacidade oxidativa (PRINCE et al., 2001).

Os PSA e Anglo-Arabes parecem ter concentracdes de lactato mais
baixas, comparados aos cavalos Lusitanos, em velocidades acima de 25 Km/h
(CASTEJON et al.,, 1994), mostrando assim uma melhor adaptacdo para

exercicios de longa distancia e baixa intensidade (BERGERO et al., 2005).

Nos equinos, as diferengas individuais existentes em uma mesma
raca, referentes a composicéo das fibras musculares, estéo relacionadas com
as caracteristicas genéticas e fenotipicas (ESSEN-GUSTAVSSON et al., 1980;
HODGSON et al., 1986; RIVERO et al., 1993; SNOW & VALBERG, 1994;).

As variedades na composicao fibrilar de musculos podem ser

observadas entre as racas. Essas diferencas estdo relacionadas as
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caracteristicas de desempenho, para as quais a raca foi selecionada. No
cavalo, a distingéo € mais evidente no musculo gluteo médio, um dos maiores e
mais importantes musculos para a produgdo de forga propulsora. Existem
também variagcbes na area das fibras e na capacidade oxidativa entre as ragas
e dentro delas (PETTE & STARON, 1997).

Cada cavalo possui propensdo genética para determinado tipo de
atividade, que pode ser mais bem aproveitada se houver treinamento
apropriado (LEWIS, 1995). As proporc¢des das fibras do tipo | e do tipo Il séo
estaveis dentro de uma raga (RIVERO et al., 1989). Segundo esses mesmos
autores, a propor¢cao média das fibras do tipo Il € menor nos cavalos das ragas
American Trotter, Arabe e Lusitano em relagdo a animais da raga Puro Sangue
Inglés, os quais possuem maior aptiddo atlética para exercicios de alta

velocidade, como a corrida.

2.9. Biépsia Muscular

A técnica de bidpsia muscular por agulha percutdnea € uma
ferramenta util para a avaliagcdo do potencial atlético do cavalo, sendo ja
utilizada na medicina esportiva equina. Varios estudos baseados na utilizagao
desta técnica demonstraram correlagdo entre o desempenho atlético e as
caracteristicas musculares de equinos em diferentes modalidades esportivas
(ESSEN-GUSTAVSSON et al., 1984; RIVERO et al, 1995).

A biopsia por agulha percutanea foi introduzida por Bergstrom em
1962 e desde 1974 tem sido utilizada para coleta de amostra de musculo
esquelético em equinos (LINDHOLM & PIEHL, 1974).

O musculo gluiteo médio é o musculo mais submetido ao
procedimento de bidopsia muscular, pois desempenha maior atividade
propulsora na locomogéo e permite facil acesso para tal procedimento
(LINDHOLM & PIEHL, 1974).

LINDHOLM & PIEHL (1974) descreveram a técnica de bidpsia
muscular percutanea nos equinos, utilizando agulha de bidpsia desenvolvida

por Bergstrém (1962) para uso em humanos.
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Da mesma maneira SNOW & GUY (1976) descreveram a técnica de
bidopsia muscular percutdnea em equinos, destacando o avan¢o na utilizagédo
de agulhas de bidpsia, facilitando a colheita, obtendo-se uma amostra muscular

satisfatéria, com o minimo de complicagcdes secundarias.

O uso desta técnica tornou possivel a realizacdo de analises do
tecido muscular, a determinacdo do diagnostico e prognoéstico das doencas
neuromusculares e a avaliagcdo do condicionamento fisico, bem como a
compreensao das modificacbes adaptativas que ocorrem na musculatura
esquelética durante o treinamento (WHITE & SNOW, 1987). Utilizando este
método, amostras de musculo podem ser obtidas de animais vivos,
possibilitando o estudo de suas caracteristicas metabodlicas e contrateis
(SNOW & VALBERG, 1994).

O método de bidpsia por agulha percutanea é a técnica mais simples
e segura para obtencdo e analise muscular, sendo a mais aceita pelos
proprietarios de animais em campanha hipica (SNOW & GUY, 1976; SNOW &
VALBERG, 1994).

Para avaliagbes do desempenho, durante o treinamento de cavalos,
sdo necessarias coletas de fragmentos de musculo a intervalo pré-
determinado. Por essa razéo, Lindner et al. (2002) coletaram fragmentos do
musculo gluteo médio direito e esquerdo nas profundidades de 20 e 60 mm,
utilizando a técnica descrita por LINDHOLM & PIEHL (1974).
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lll. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Este estudo teve por principal objetivo, avaliar o efeito do exercicio
sobre as fibras do musculo gluteo médio de equinos da ragca PSA treinados e
nao treinados para enduro equestre, por meio de bidpsia muscular e das
técnicas histoquimicas e imunoistoquimica para a diferenciagdo dos tipos de

fibras musculares.

Objetivos especificos:

Comparar o percentual, a area de corte transversal, o didametro
maior e menor de cada tipo de fibra muscular em equinos da ragca PSA
treinados e nao treinados para enduro equestre, por meio das técnicas

histoquimica e imunoistoquimica.

Correlacionar o desempenho dos animais nao treinados para enduro

equestre com o perfil de fibras musculares apresentado por estes.
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Neste estudo foram utilizados 36 equinos da Raga PSA, sadios de
diferentes idades e ambos os sexos, pertencentes a propriedade particular de
criacédo e treinamento de equinos. Os animais foram divididos em dois grupos
distintos: Grupo 1 (G1) composto de animais jovens domados, porém nao
treinados para pratica de enduro equestre. As amostras foram coletadas destes
animais no periodo de doma, sem teinamento para competicdo de enduro
equestre e, apds o processamento das amostras estes animais se
encontrariam em treinamento e alguns deles ja em competi¢cdes para enduro

equestre.

O Grupo 2 (G2) foi composto de equinos adultos treinados para
pratica de enduro equestre, tendo ja participado de competicdes nacionais e

internacionais de enduro. A discriminagao dos grupos encontra-se na Tabela 2.



TABELA 2 - Porcentagem individual dos tipos de fibras dos grupos G1 e G2

G1 = NAO TREINADOS

ANIMAL 1 (%) A (%) 11X (%)
1 30.79 55.5 13.68
2 18.39 49.52 32.07
3 18.9 59.79 21.3
4 26.11 45.83 28.05
5 16.92 50.76 32.3
6 17.85 59.09 23.05
7 14.37 50.65 34.96
8 20.23 50.89 28.86
9 14.33 49.81 35.84
10 20.35 54.42 25.22
11 22.11 53.33 24.56
12 23.24 41.9 34.86
13 21.28 43.59 35.13
14 33.93 42.81 23.26
15 25.91 53.02 21.07
16 27.04 46.76 26.2
17 41.69 40.13 18.18
18 22.8 50.32 26.88
19 19.84 52.92 27.24

G2 = TREINADOS

ANIMAL 1 (%) lIA (%) 11X (%)
1A 64.86 16.22 18.92
2A 37.85 36.72 25.42
3A 47.79 29.79 22.42

aA 30.6 46.62 22.78
5A 45.99 28.27 25.74
6A 45.54 16.83 37.62
7A 55.81 20.16 24.03
8A 58.78 35.14 6.08
9A 28.93 47.52 23.55
10A 32.27 38.02 29.71
11A 29.46 39.53 31.01
12A 37.16 28.38 34.46
13A 33.46 51.33 15.21
14A 53.56 20.23 26.21
15A 40.49 37.42 22.09
16A 32.05 43.03 24.93
17A 48 20.36 31.64

39
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4.2. Treinamento de Enduro

Os animais pertencentes ao G2 eram treinados 4 vezes por semana
em terrenos variados como declive, plano, areia e misto, em distancias que
variam de 12 a 20 Km a uma velocidade de 12 Km/h. Em periodos de
competicdo, uma vez por semana, o treinamento era intensificado para uma
velocidade de 25 Km/h em terreno inclinado de 500m de distancia, repetindo-se
0 exercicio por uma ou duas vezes seguidas conforme velocidade de
recuperacao dos batimentos cardiacos.

4.3. Coleta das Amostras

4.3.1. A técnica de biopsia muscular

Uma amostra do musculo gluteo meédio esquerdo de cada equino de
ambos os grupos G1 e G2 foi obtida mediante bidpsia percutédnea por agulha

tipo Bergstrom n°8.0.

Durante o procedimento de biopsia muscular os animais foram
mantidos em posi¢cdo quadrupedal sob sedacdo com 2 mL de acepromazina
na dose de 1,1 mg/Kg em tronco de contencdo especifico para equinos . As
colheitas foram efetuadas de acordo com a técnica descrita por Lindholm &

Piehl (1974) utilizando a agulha de biopsia percutanea (Figura 1).

FIGURA 1. A.Agulha de biépsia percutanea do tipo Bergstrom n° 8.0. Composta de: 1- Corpo
da agulha com janela de abertura para obtencdo do fragmento muscular; 2- Cilindro cortante
e 3- Mandril para remoc¢do do fragmento muscular do interior da agulha. B. Agulha fechada,
com mandril e cilindro cortante acoplados.
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A determinacédo do ponto de insercao da agulha se deu de acordo
Lindholm & Piehl (1974), o qual se localiza no terco médio cranial tragando-se
uma linha imaginaria que se estende da tuberosidade coxal até a base da

cauda.

Nesta regido foi realizada a tricotomia de uma area de
aproximadamente 25 cm?. A antissepsia da pele foi realizada utilizando-se
gaze estéril embebida em solu¢do de iodopovidine e posteriormente embebida
em solug¢ado de éalcool iodado. Em seguida, foi realizado o bloqueio anestésico
local, infiltrando 2 mL de cloridrato de lidocaina 2% sem vasoconstrictor por via
subcuténea. Dois minutos apds a realizagdo da anestesia local, realizou-se a
antissepsia com solucéo de alcool-iodado e procedeu-se a incisdo da pele, do
tecido subcutaneo e da fascia muscular, utilizando ldamina de bisturi descartavel

n°® 22 seguida de hemostasia compressiva utilizando gaze estéril.

Através da incisdo, a agulha acoplada ao cilindro cortante com a
“‘janela fechada”, ambos previamente esterilizados, foram introduzidos em um
angulo de 90° a uma profundidade de aproximadamente 9 cm no musculo

gluteo médio esquerdo.

Ap6s o posicionamento da agulha no musculo gluteo médio
esquerdo, o cilindro foi levantado para abrir a “janela cortante” da agulha e
procedeu-se o deslocamento lateral na agulha no interior do musculo gluteo
médio esquerdo pressionando lateralmente contra a massa muscular em
aproximadamente, um angulo de 45° e entdo, abaixou-se o cilindro cortante

para a realizacéo do corte do fragmento muscular.

A agulha foi retirada cuidadosamente, realizou-se a hemostasia
comprimindo-se manualmente a ferida cirirgica com gaze estéril e procedeu-se
a sutura simples da pele com fio de sutura Nylon - 0.0. A lesao foi tratada com
pomada cicatrizante a base de neomicina e bacitracina uma vez ao dia, até a
cicatrizacdo. A sutura foi removida ap6s 7 dias da realizagcéo da biépsia (Figura
2).
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FIGURA 2. (A) — Determinagdo do ponto de perfuracdo e realizagdo de tricotomia em uma
area de aproximadamente 25 cm®. (B) — Inserg3o da agulha de bidpsia apds incisdo da pele
a uma profundidade de 9 cm. (C) — Sutura da pele com ponto simples e aplicacdo de
pomada cicatrizante. (D) — Remoc¢do do fragmento muscular da agulha através da janela
cortante.

4.4. Preparo e processamento da amostra

O fragmento muscular removido da agulha foi entdo mantido por
alguns segundos em uma placa de Petri sob papel filtro para absorcao de todo
o liquido tecidual e para que cessasse todo o processo de contragdo muscular.
Cessado o processo de contracao muscular ap6s alguns minutos, a amostra foi
envolta por talco neutro, o qual exerce papel crioprotetor com o intuito de
proteger a arquitetura muscular dos efeitos da congelagdo. Em seguida, essa
amostra foi armazenada em um cassete para enfim sofrer o processo da
congelacao em nitrogénio liquido a -160°C em botijdo apropriado, ficando ali
estocada até o processamento das técnicas histoldgicas, histoquimicas e

imunoistoquimica (Figura 3).
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FIGURA 3. (A) - Fragmento muscular sobre papel filtro, para absor¢ado dos liquidos tissulares
e fim dos processos de contragdo muscular. (B) — Fragmento muscular disposto em cassete
e envolto em talco neutro utilizado como crioprotetor.

Os cortes histolégicos foram realizados em criostato® a -20°C a
10 ym de espessura, sendo confeccionadas 10 laminas histolégicas por
animal, cada qual contendo 4 cortes transversais seriados dos fragmentos

musculares provenientes da bidépsia muscular.

As laminas histolégicas foram armazenadas em freezer -80°C até o
momento das analises musculares, para manutencdo da atividade enzimatica
do tecido muscular, no laboratorio de Endocrinologia no Departamento de
Reprodugcao Animal e Radiologia Veterinaria da FMVZ-Unesp, campus

Botucatu, Sao Paulo.
4.5. Técnicas Histoquimicas

4.5.1. Nicotinaminda Adenina Dinucleotideo Tetrazolium
Redutase (NADH-tr)

A reagado para NADH-tr foi realizada para determinar a capacidade
oxidativa dos diferentes tipos de fibras musculares de equinos, adaptada de
Dubowitz et al. (1985). Onde, foi utilizada, a enzima nicotinamida adenina
dinucleotideo desidrigenase (NADH), como marcador do padrdo oxidativo. A
técnica consistiu em incubar a amostra muscular em solugédo que contém a
enzima NADH e NBT (Nitro Blue Tetrazolium) para formar o complexo NADH-

tr.

3 Leica CM 1850
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As laminas contendo os cortes musculares foram mantidas a
temperatura ambiente durante 20 minutos, para secagem e aderéncia dos
cortes na lamina histoldgica. Os cortes foram incubados durante 30 minutos em
estufa a 37°C em solugéo contendo 8 mg de NADH-tr* , 10 mg NBT® e 10 mL
de tampao Tris 0,2M pH 7,4 (1,2114g Tris em 50 mL de agua destilada). Em
seguida, foram lavados em agua destilada trés vezes. Posteriormente, foram
fixados em formol a 5% tamponado pH 7,0, durante cinco minutos. Seguido de
lavagem em agua destilada, desidratacdo em etanol, diafanizacdo em xilol e

montagem com resina sintética.

4.5.2. Adenosina Trifosfatase Miofibrilar (nATPase)

As laminas contendo os cortes musculares foram submetidas a
reacao da histoquimica mATPase procedendo-se a preparagdo de uma
solugéo @, composta por Amortecedor Glycina® 0.1 M a qual tem a
composicao de 0,75 g Glycina® + 0,585 g NaCl em 100 mL de agua destilada e,
a preparagcdo de uma solugéo, que compde-se de 50 mL da solugéo @
adicionado de 10mL agua destilada + CaCl, 0.75M (11,03g CaCl, em 100mL
de agua destilada). Ajusta-se o pH a 9.8 com NaOH (1N). Sobre esta solugéo@)
+adiciona—se ATP, ajusta-se novamente o pH para 9.8. As laminas foram
incubadas na solucao de ATP por 15 minutos em estufa a 37°C. Apés o tempo
decorrido, os cortes foram lavados em agua destilada e imersas em CoCl, a
2% por 5 minutos e lavadas com agua destilada. Depois de lavadas foram
imersas em sulfeto de aménia 1:10 por 30 segundos e lavadas com agua
destilada e desidratadas em séries crescentes de etanol (70, 80, 90, 100 e
100%), diafanizados em trés séries de xilol a 100% e montados em laminulas

em resina sintética.

* B Nicotinamide Adenine Dinucleotide, Reduced Form (BNADH) Dissodium Salt — N- 8129 — SIGMA
® NBT - Nitro Blue Tetrazolium — N — 6876 - SIGMA

® Glicina — G7126 - SIGMA

" ATP — Adenosina Tri Phosfato - A2383 - SIGMA
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4.6. Técnica Imunoistoquimica

As laminas contendo os cortes musculares foram submetidas a
reacdo de imunoistoquimica de dupla marcacédo, utilizando-se kit de dupla
marcagao EnVision™ G|2 Doublestain System, Rabbit / Mouse (DAB + /
Permanent Red) K5635, com o uso dos anticorpos monoclonais primarios
M 8421 Sigma anti-MyHC de contracéo lenta e M 4276 Sigma para coloragao

de fibras contendo MyHC de contracao rapida.

As laminas foram mantidas a temperatura ambiente, onde
receberam 10 banhos de agua deionizada e 2 banhos de tampé&o TRIS pH 7.4.
O procedimento de imunoistoquimica de dupla marcagao seguiu as orientagdes
contidas no kit de dupla marcacgéo, onde a primeira incubagéo se deu com o
anticorpo primario contra cadeia pesada de miosina lenta M 8421 na diluicéo
de 1: 4000 por 2 horas em estufa a 27°C e, a segunda incubacgéo se deu com o
anticorpo contra cadeia pesada de miosina rapida M 4276 na diluigéo de 1: 800

por 2 horas em estufa a 27°C.

4.7. Analises Morfométricas

As analises morfométricas foram realizadas no laboratorio de
Analises de Imagens do Departamento de Clinica no servigo de Patologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Unesp campus de Botucatu-

SP, conforme os parametros considerados por SERRANO et al. (1996).

Dois cortes histoldgicos corados mediante as técnicas histoquimicas
foram digitalizados em campos idénticos a partir da realizacdo de
fotomicrografias de cada seccgéo utilizando o sistema de processamento de
imagens Leica Qwin computadorizado equipado com microscopio Leica DMR

acoplado a camara de alta resolugao Leica DFC 500.

Foram obtidas a frequéncia e area média de seccao transversal de
cada tipo de fibra. A frequéncia média foi considerada como a porcentagem do
numero total de fibras. A area média de seccdo transversal das fibras foi
medida em pm?, a partir da mensurag¢ao de cada tipo de fibra muscular, assim
como O maior e o menor didmetro das mesmas. Foram mensuradas

aproximadamente 200 fibras por amostra.
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V. ANALISES ESTATISTICAS

O procedimento estatistico foi realizado por meio da técnica da
andlise da varidncia ndo paramétrica em grupos independentes,
complementada com o teste de Dunn, considerando o nivel de 5% de
significancia (ZEAR, 1999), (tabela 3)

E, por meio da técnica da analise de variancia para o modelo de
medidas repetidas em grupos independentes, complementada com o teste de
comparagao de multiplas de Bon Fenoni, considerando o nivel de 5% de
significancia (ZEAR, 1999), (tabela 4).
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VI. RESULTADOS
6.1. Analises histoquimicas

6.1.1. Avaliagao da capacidade oxidativa das fibras musculares

As fibras oxidativas, também chamadas fibras do tipo | apresentaram
reacao intensa, com uma coloragado azul escura. As fibras glicolitico-oxidativas,
também chamadas |IA apresentaram reac&o alta-intermediaria, com uma
coloragdo azul média e, as fibras de metabolismo glicolitico, as chamadas
fibras [IX, apresentaram baixa reatividade ao NADH-tr revelando uma

coloragao azul bem claro (Figura 4A).

6.1.2. Atividade de mATPase pH 9.8

Pela atividade da mATPase pH 9.8 foi possivel diferenciar as fibras
musculares por meio da coloragdo castanho intenso para as fibras de MyHC I
e castanho claro para as fibras de MyHC |. Os cortes processados para esta
técnica foram comparados aos cortes processados para a histoquimica NADH-
tr para a identificagcdo dos 3 tipos de MyHC puras presentes no musculo

esquelético dos equinos, sendo elas |, lIIA e [IX (Figura 4B).



FIGURA 4. (A) — Corte transversal musculo gliteo médio de equinos, corado pela técnica
histoquimica NADH-TR. (B) - Corte transversal musculo estriado esquelético corado pela
técnica histoquimica mATPase. Observar os campos microscopicos idénticos em aumento
de 200x, com o padrdo mosaico classico.

48
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6.2. Imunoistoquimica

O uso da técnica de imunoistoquimica de dupla marcagao
possibilitou uma diferenciagéo restrita nos tipos de fibras musculares, uma vez
qgue os anticorpos monoclonais utilizados séo especificos para MyHC | e MyHC
II, ndo possibilitando a subdivisdo entre MyHC lla e MyHC IlIx, portanto, a
diferenciacao celular se deu entre as fibras do tipo | com coloragéo castanho e
tipo Il com coloragdo rosea, na grande maioria dos cortes musculares
analisados, pois, em alguns dos cortes foi possivel a visualizagédo de fibras com

duas tonalidades de rosa diferentes nas fibras do tipo Il (Figura 5).

FIGURA 5. Corte transversal do musculo Gluteo médio de equinos submetido a reagdo de
imunoistoquimica de dupla marcagdo para a diferenciagdo das fibras de MyHC | e MyHC II.
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6.3. Morfometria

6.3.1. Percentual dos tipos de fibras musculares

Com relagdo a distribuicdo dos tipos de fibras musculares,
comparado ao G2, as fibras do tipo IIA do G1 tiveram frequéncia
significativamente mais alta do que as fibras dos tipos | e 11X (P<0,005). E no
G2, as fibras do tipo | tiveram frequéncia significativamente mais altas do que
as fibras do tipo 11X (P<0,005). Os dados da porcentagem dos tipos de fibras

encontram-se na Tabela 3.

TABELA 3 Mediana e valores minimo e maximo da porcentagem das fibras
musculares segundo grupo e tipo

Tipo de Fibra
I A 11X Valor P
G1 21,28 (14,33;41,69)" 50,65 (40,13; 59,79)" 26,88 (13,68; 35,84) P < 0,001
G2 40,49 (28,93; 64,86)" 35,14 (16,22; 51,33) 24,93 (6,08; 37,62) P <0,05
Valor P P < 0,001 P <0,001 P >0,05

*(P<0,05) I vs 1A / #(P<0,05) I vs lIX / A (P<0,05) 1A vs IIX

6.3.2. Percentuais estabelecidos pelas técnicas histoquimicas e

imunoistoquimicas

As porcentagens das fibras dos tipos | e Il detectadas pelas técnicas
histoquimicas e imunoistoquimica nos grupos G1 e G2 encontram-se na
Tabela 4.

TABELA 4. Porcentagens das fibras musculares dos tipos | e Il detectadas pelas técnicas
histoquimicas mATPase e NADH-tr e imunoistoquimica com anticorpo anti-MyHC nos grupos
GleG2

Histoquimica com mATPase e Imunoistoquimica com

NADH-tr anticorpo anti-MyHC

I (%) 11 (%) | (%) I1(%)

Gl 21,85 78,14 16,56 83,44

G2 50,69 49,31 47,11 52,89




6.3.3. Média da area de secgao transversal, diametros maior e

menor das fibras musculares

Com relacdo a média da area de corte transversal, as fibras do tipo IIX

foram significativamente maiores tanto no G1, quanto no G2, comparada as médias

das areas das fibras dos tipos | e IIA (P<0,05). Nao houve diferenca significativa entre

os didmetros das fibras musculares (Tabela 5).

TABELA 5. Média e desvio padrao das variaveis segundo grupo e tipo de fibra

Tipo de Fibra
Variavel Grupo I A 11X Valor P
G1 1660,87 + 307,24 " 244534 +498,08"  4533,68 + 915,12 P <0,05
Area .
G2 3285,98 + 1208,60 # 4558,33 1655,52A 5933,67 £2128,71 P <0,05
Valor P P <0, 001 P<0,001 P <0,05
G1 676,42 + 83,3 681,10+ 72,76 697,77 £ 95,57 P> 0,05
Diametro Maior
G2 679,99 + 58,86 669,57 £ 66,59 701,18 £+ 81,32 P >0,05
Valor P P >0,05 P>0,05 P>0,05
G1 478,82 £ 43,22 505,99 + 61,40 499,28 £ 50,69 P >0,05
Diametro Menor
G2 517,45 + 49,37 498,10+ 47,01 507,87 + 96,45 P> 0,05
Valor P P>0,05 P> 0,05 P>0,05
Relagdo G1 1,42 £+ 0,20 1,38+ 0,21 1,41+£0,20 P >0,05
Dmaior/dmenor G2 1,36 + 0,20 1,30 + 0,16 1,44 + 0,35 P> 0,05
Valor P P>0,05 P> 0,05 P > 0,05

6.4. Capacidade Oxidativa

As areas médias relativas das fibras dos tipos | e IIA foram maiores nos
equinos do G2, correspondendo a 57% da area total da amostra avaliada contra 47,5% do
G1(Tabela 6).
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TABELA 6. Média e desvio padrdo da area relativa de corte transversal (% CSA)
dos tipos de fibras do musculo gluteo médio de equinos PSA dos grupos G1 e G2

Grupo | A X P value
G1 19.320.7%* 28.3+0.7% 52.4+0.7%¢ <0.0001
G2 23.8+0.7° 33.0+0.7" 43.3+0.7°° <0.0001

P value <0.0001 <0.0001 <0.0001 -

P Sobrescritos incomuns na mesma coluna diferem (P<0.05).

A€ Sobrescritos incomuns na mesma linha diferem (P<0.05).

6.5. Desempenho atlético dos equinos PSA pertencentes ao

grupo nao treinado

Apo6s a realizagdo do procedimento de bidpsia muscular e obtencao
de amostras musculares, os animais do G1 passaram entdo a ser treinados e
competirem na modalidade de enduro equestre. A avaliacdo do desempenho
atlético e a porcentagem das fibras musculares de parte desses animais

encontra-se na Tabela 7.

TABELA 7Avaliagdo de desempenho de parte dos animais do G1 e a
porcentagem das fibras musculares

Desempenho Animal | (%) A (%) 11X (%)
1 30,79 55,55 13,68
Excelente 9 14,33 49,81 35,84
13 21,28 43,59 35,13
3 18,90 59,79 21,30
Muito Bom 4 26,11 45,83 28,05
8 20,23 59,89 28,86
14 33,93 42,81 23,26
5 16,92 50,76 32,30
Bom 12 23,24 41,49 34,86
18 22,80 50,32 26,88
10 20,35 54,42 25,22
Regular* 15 25,91 53,02 21,07
16 27,04 46,76 26,20
17 41,69 40,13 18,18

*Os animais que apresentaram desempenho regular ndo foram submetidos ao esforgo
maximo, pelo fato de serem animais ainda muito jovens.
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VII. DISCUSSAO

Como ja descrito em estudos prévios de treinamento de equinos, o
musculo gluteo médio é o mais frequentemente biopsiado. Esses estudos estao
baseados em analises de um unico fragmento de bidpsia, corado por meio da
tradicional histoquimica ATPase miofibrilar. A informacao baseada na analise
de um unico fragmento de bidpsia deste musculo exige que, o procedimento
seja adequadamente monitorado para ndo ocorrer erros na analise. De fato, os
estudos revelam que o musculo gluteo médio dos cavalos € um musculo
heterogéneo em que, os tipos de fibras, composicdo de MyHC, tamanho da
fibra, capilares e perfil metabdlico mudam de forma dramatica de acordo com a
profundidade (RIVERO et al., 1995; SERRANO et al., 1996).

Por este fato, as amostras foram colhidas da regido profunda do
musculo gluteo médio, alcangando 9 cm de profundidade. Tendo em vista que
Serrano & Rivero (2000) afirmam que, o treinamento para enduro equestre
requer um maior recrutamento das fibras dos tipos | e lIA, que se encontram
em maior concentracdo no compartimento profundo do musculo gluteo médio.
Nesse sentido as adaptacgdes das fibras musculares podem ser confiavelmente
avaliadas pela obtengao de fragmentos do compartimento profundo do musculo

gluteo médio.

A diferenca sistematica e significativa na porcentagem nos tipos de
fibras presentes entre os compartimentos profundo e superficial do musculo
gluiteo médio se deve ao fato de que, este musculo possui duas regibes
anatdbmicas distintas, dorsal e ventral, separadas pela fascia muscular, e
diferenciada pela arquitetura e padrées de inervacdo (BRUCE & SCHURG,
1990).

Dos estudos disponiveis, existe a evidéncia de que a distribuicao
regional dos tipos de fibras e tamanhos das fibras dentro de um musculo
parece refletir interrelacbes entre estrutura e funcdo (ARMSTRONG &
PHELPS, 1984; BREDMAN et al., 1990).

A distribuicao dos tipos de fibra no musculo gluteo médio indica uma

diferenciacao funcional do musculo. A regido profunda do musculo parece ser
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mais adequada para a manutengdo da postura, como também para a
realizagéo de exercicio de baixa intensidade nas atividades de longa duracao.
E de conhecimento geral, que o tamanho da fibra muscular esta relacionado ao
uso do musculo, onde, se observa o aumento do tamanho da fibra com o
treinamento (RIVERO et al., 1992), e a diminuicao do tamanho da fibra com a
inatividade (NICKS et al., 1989).

Como os compartimentos superficial e profundo do musculo gluteo
médio s&o utilizados durante o movimento, as demandas funcionais diferem na
populacdo de fibras, e estas desenvolvem propriedades metabdlicas
condizentes com a modalidade esportiva desempenhada. Assim, o treinamento
de enduro determina um aumento na propor¢ao das fibras do tipo | na regido
profunda do gluteo médio que passam a ser de maior porcentagem resultando
ainda no aumento no tamanho das fibras, como observado em Rivero et al.
(1992).

Os resultados do presente estudo mostraram que nos animais do
grupo néo treinado (G1) o maior percentual de fibras foi do tipo IIA; e no grupo
treinado (G2) foi do tipo |. Estes dados estdo de acordo com a afirmagéo de
que, apos 8 meses de treinamento de resisténcia em equinos, a frequéncia das
fibras do tipo | aumenta e a das fibras do tipo IIX diminui Serrano & Rivero
(2000).

Ao contrario, a distribuicdo e o tamanho dos tipos de fibra da regiéo
superficial do musculo gluteo médio indica um padrdo de uso completamente
diferente, pois esta regido do musculo parece estar mais envolvida com

geracéao de forca propulsora, rapida e de curta duragédo (RIVERO et al., 1992).

Foram realizados numerosos estudos tendo como base e objeto o
treinamento de resisténcia em equinos, os quais revelaram aumento na
frequéncia das fibras do tipo IIA e por consequente, revelou-se a diminuigdo
das fibras do tipo [IX (ESSEN-GUSTAVSSON & LINDHOLM, 1985; ESSEN-
GUSTAVSSON et al., 1989; RIVERO et al., 1989; 1991; 1995; RIVERO, 1996).

Ao contrario do que acontece nos treinamentos de baixa intensidade

e longa duracgao, nos treinamentos de alta intensidade e de curta duragdo em
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equinos, pode ser verificado a diminui¢cao das fibras do tipo | € o aumento das
fibras do tipo 11X (LOVELL & ROSE, 1991; RIVERO et al., 2002).

As transformacdes dos tipos de fibras de rapida para lenta induzidas
pelo treinamento, também foram descritas em estudos de grandes mamiferos
incluindo o homem (PETTE, 1998).

Os dados apresentados neste trabalho confirmam idéia de que, o
treinamento de enduro induz a uma mudanga na dire¢do |[IX — IIA — |. Esta
atividade depende de altera¢des no aparato contratil, estando bem coordenado
com modificagbes concomitantes no perfil metabdlico do musculo. Além disso,
existe uma relagdo dose e resposta do estimulo, ou seja, do treinamento, e a

magnitude das modificagbées provocadas no musculo.

O treinamento para exercicios de enduro a longo prazo em equinos
parece provocar uma significativa transicdo de rapida para lenta dos tipos de
fibra baseado na miosina (SERRANO et al., 2000). Tendo em vista que, este
tipo de treinamento parece provocar uma supressao da expressao da MyHC lIx
associada a uma super expressdo concomitante da MyHC lla, como visto em
outras espécies com diferentes estilos de treinamento (ADAMS et al., 1994;
STARON et al., 1994; KADI et al., 1999; SERRANO et al., 2000).

De fato, o RNAm da MyHC IlIx tem uma baixa regulacéo durante a
fase curta de treinamento de exercicio orientado para enduro em musculo
esquelético humano apos repetidas atividades contrateis (O’NEIL, 1999). O
RNAmM da MyHC lla é altamente regulado de forma simultdnea com este tipo de
exercicio (GOLDSPINK et al, 1992; WILLIAMS & NEUFER, 1996;
GOLDSPINK, 1998). Além disso, transi¢cdes dos tipos de fibra 11X para IIA
induzidas pelo treinamento também tém sido extensivamente descritas nos
estudos de cavalos com base na ATPase miofibrilar (SNOW & VALBERG,
1994).

E necessario debater se, o treinamento de enduro dentro do ambito
fisioldgico real, induz a uma verdadeira transformagédo MyHC Il -MyHC | no
musculo esquelético de mamiferos (BROOKE & KAISER,1970; PETTE 1998).
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Deve-se considerar que, aumentando a duragéo total do treinamento
eleva-se a magnitude da alteragao de rapida para lenta no fenétipo da MyHC
(DEMIREL et al, 1999; SERRANO et al., 2000).

Enfatizando que, desta forma, é aceitavel assumir que a transicao
dos tipos de fibras com o treinamento ocorre de uma maneira graduada e
sequencialmente ordenada, indo de isoformas de MyHC mais rapidas para
mais lentas, ex: IIX — IIAX — I[IA — lIA +| — | (PETTE & STARON, 1997).

Assim, uma fibra do tipo IIX transformando-se em uma fibra do tipo |
nao muda diretamente da MyHC IIX para MyHC |, mas expressara MyHC lla
antes da MyHC |. Estas observagbes podem ser explicadas mais facilmente
através da transicao 11X — IlIA durante a fase inicial do treinamento, e mais
adiante a transicao IIA — | durante a fase mais prolongada de treinamento
(SALMONS, 1994). Todavia, a transigéo IIX —IIA também ocorre durante fase
prolongada de treinamento, por conta de uma diminuigéo adicional significativa
da MyHC lIx (SERRANO et al., 2000).

Essas alteragbes podem ser explicadas pelo incremento das fibras
musculares com tendéncia ao metabolismo aerdobio, em raz&o da
transformacao das fibras do tipo 11X em IIA e [IA em | (ESSEN-GUSTAVSSON
e LINDHOLM, 1985; RIVERO et al.,, 1993; BALDWIN & HADDAD, 2001;
LEFAUCHER, 2001).

A troca de isoformas na transformacdo muscular conduz para uma
populacao de fibras hibridas expandida. Assim, a coexisténcia de mais do que
duas isoformas de MyHC na mesma fibra foi frequente apds o treinamento,
como descrito no estudo realizado por Serrano et al. (2000) onde, dos dados
observados é razoavel assumir que, uma fibra pura é capaz de completar uma
transformacdo de rapida para lenta em resposta a um longo estimulo de

treinamento de enduro.

Esta sequéncia de transi¢cdes de MyHC correspondem a uma ordem
definida pelas propriedades funcionais convertidas, como a velocidade de
encurtamento, tensao de encurtamento e ativagdo de elasticidade (SALMONS,
1994; SCHIAFFINO & REGIANI, 1996). Assim, as fibras do tipo 11X possuem a
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maior velocidade de encurtamento e tensdo de encurtamento, as fibras do tipo

[IA sao intermediarias e as fibras do tipo | as mais lentas.

E bem conceituado que, a transi¢do sequencial de uma isoforma de
MyHC para a proxima pode ser ditada pela requisicado energética (PETTE &
STARON, 1997). Portanto, o potencial energético do musculo poderia
desempenhar um papel regulatorio na determinagéo do perfil de isoformas de
MyHC. O desequilibrio entre a requisi¢cdo energética e o suprimento energético
pode representar um sinal e disparar um ajuste apropriado na expresséo de
isoforma de MyHC (BOOTH & BALDWIN, 1996; PETTE & STARON, 1997).

Em contrapartida, os exercicios de alta intensidade e baixa duracéo,
como o hipismo classico, desempenhado por equinos da raca Brasileiro de
Hipismo, as fibras do tipo 11X foram encontradas em maior porcentagem do que
as fibras do tipo IlIA e ainda, em menor porcentagem foram encontradas as
fibras do tipo | no musculo gluteo médio (D’ANGELIS et al., 2006).

Os cavalos das ragas Quarto de Milha, Puro Sangue Inglés e
Trotador Americano, que desempenham velocidades mais rapidas tém, de
certa forma, mais fibras do tipo Il, do que cavalos que desempenham
velocidades mais baixas como o PSA e o Lusitano, embora, todos estes

cavalos tenham uma alta proporgéo de fibras do tipo || (KARLSTROM, 2009).

Os percentuais dos tipos de fibras musculares | e Il estabelecidos
pelas técnicas histoquimicas e imunoistoquimica do presente estudo foram
equivalentes, tanto no grupo de animais treinados, quanto dos animais nao

treinados.

A imunoistoquimica permite uma quantificagdo mais exata das fibras
musculares corrigindo erros que sao produzidos ao utilizar a técnica

histoquimica na classificagédo de fibras hibridas e tipo IIB (ISLAS et al., 2001).

Além disso, estudo longitudinal de treinamento envolvendo seres
humanos e roedores, Booth & Baldwin (1996) sugerem que, as mudancgas no
fendtipo MyHC, quando analisado pela eletroforese e/ou imunoistoquimica, séo
mais ténues do que aquelas na distribuicdo histoquimica do tipo de fibra, e
provavelmente envolve transformagdes ou entre as MyHC mais rapidas ou a

transformacao dos tipos de fibra.
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Os resultados de Serrano et al. (1996) mostram claramente a
existéncia de trés diferentes isoformas de MyHC no musculo gluteo médio de
equinos e que, os tipos de fibras e as isoformas estdo heterogeneamente
distribuidas dentro do musculo. A distribuicdo de MyHCs de fibras de contracao
lenta e de contragcbes rapidas entre as fibras determinadas pela
imunoistoquimica correspondem com as fibras dos tipos | e Il identificadas

histoquimicamente.

As técnicas histoquimicas e imunoistoquimicas além da eletroforese
aplicadas ao musculo esquelético de cavalos estabeleceram uma relagao entre
a atividade qualitativa miofibrilar de mATPase e o conteudo da cadeia pesada
de miosina. Entretanto, uma alta porcentagem de fibras do musculo gluteo
médio equino tipificadas de acordo com o método de mATPase tradicional,
nem sempre corresponde a classificagdo baseada nas isoformas de cadeia
pesada de miosina. Isso indica que a ATPase é um indicador ndo s6 da cadeia
pesada de miosina mas também de outras caracteristicas das proteinas
miofibrilares (RIVERO et al., 1996).

A histoquimica e a imunoistoquimica utilizadas como técnicas
complementares entre si permitem verificar se os resultados obtidos na
tipificagdo das fibras musculares estdo corretos, por meio do porcentual dos
tipos de fibras encontrados com a utilizacdo de histoquimica com os

conquistados com o uso da técnica de imunoistoquimica.

Quando analisamos a area média das fibras do tipo I, lIIA e IIX
notamos que seus valores foram maiores nos equinos treinados (G2) quando
comparado com aqueles em inicio de treinamento (G1). No entanto para as
fibras IIX, a area total ocupada por essas fibras, no musculo gluteo médio,
diminuiu nos animais em competicao, indicando maior recrutamento de fibras
com maior capacidade oxidativa. A maior area ocupada pela soma das areas
média relativa das fibras | e IIA (57%) e a menor area ocupada pelas IIX
(43.1%) indica maior capacidade oxidativa do musculo gluteo médio dos
cavalos em competicédo (G2) avaliados nesse estudo. As fibras musculares séo
recrutadas em uma ordem especifica, sendo no caso de treinamento de
resisténcia, as fibras | e llA recrutadas primeiro que e as IIX. Entretanto com o

aumento da intensidade e duracao do exercicio, as fibras 11X também comegam
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a ser recrutadas e moduladas para apresentarem maior capacidade oxidativa.
Dessa forma as fibras |IX apresentariam maior resisténcia a fadiga, sendo de
grande importancia para o sucesso no enduro. Segundo Karlstrom et al (2009)
a vantagem na diminui¢gdo do tamanho da fibra 11X e pela maior facilidade de

aporte de nutrientes e remocao de metabolitos.

Os resultados apontados neste trabalho, estdo em conformidade
com os resultados obtidos por Gondin et al. (2005), onde, as fibras do tipo IIX
apresentaram area de seccgédo transversal significativamente maior do que as
fibras do tipo lIA, a qual apresentou area de seccao transversal maior do que
as fibras do tipo | entre os grupos de equinos nao treinados e treinados para

enduro equestre.

Esta afirmativa de que, as fibras do tipo 11X possui maior area de
seccdo transversal do que as fibras do tipo [IA no musculo gluteo médio é
considerada verdadeira, afirmada por Essen & Gustavsson et al. (1989).
Assim, este fato ocorre tanto em equinos sem treinamento prévio, como nos
submetidos ao treinamento (RIVERO et al.,, 1999; SERRANO & RIVERO,
2000).

Snow & Valberg (1994), afirmam que, a resposta adaptativa do
musculo esquelético do equino para exercicio de enduro a curto e a longo
prazo assumem um papel (uma fungdo) com remodelamento minimo, caso
ocorra hipertrofia da fibra muscular, nas quais miofibras alteram
significativamente seus fendtipos de MyHC, propriedades metabdlicas e
capilarizagado. Entretanto, a hipertrofia seletiva do tipo de fibra IIA foi observada
como uma adaptacgéo primaria para o treinamento de enduro. Mas, diferencas
significativas ndo foram observadas apés este periodo. Este tipo de hipertrofia
pode ser parcialmente explicada por uma conversao dos tipos de fibras na
direcao IIX— llA, ja que o tipo de fibra [IX ocupa uma area maior do que a das
fibras do tipo IIA. Assim, uma fibra do tipo 11X transformando-se em uma fibra
do tipo lIA apdés um curto periodo de treinamento sera maior do que uma fibra
do tipo lIA ndo atingida pelo treinamento. Entretanto, a hipertrofia precoce das
fibras do tipo IIA com treinamento de enduro em cavalos ja esta bem

documentada.
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Estudo tendo como objeto garanhdes da raga Lusitano apresentou
como resultado a hipertrofia das fibras do tipo IIA na realizagdo de treinamento
de enduro no periodo de trés meses. Afirmam os autores deste estudo que
este tipo especifico de hipertrofia decorre da converséo de fibras 11X em lIA,
uma vez que as fibras [IX sdo de maior tamanho do que as fibras do tipo IIA
(SERRANO & RIVERO, 2000).

Rivero et al. (1995), em amostras colhidas utilizando a profundidade
de 6 cm do gluteo médio em equinos PSA submetidos a treinamentos de
resisténcia por trés meses, constataram hipertrofia das fibras dos tipo | e lIA. E
identificaram que os animais, que possuiam maior porcentagem e areas das

fibras dos tipos | e IIA tiveram melhor resposta nos testes ergométricos.

Cavalos participantes de enduro com excelente condicionamento
fisico apresentaram elevada porcentagem de fibras de contragdo lenta e
metabolismo oxidativo e, com maior area do que a encontrada em cavalos

considerados com desempenho fisico moderado (RIVERO et al., 1993).

Martins et al. (2007) avaliaram o treinamento de resisténcia em
equinos PSA com duragéo de sete semanas, e verificou as modificagdes nas
propriedades contrateis e metabdlicas do musculo gluteo médio. Modificacbes
estas, que resultaram em aumento da capacidade oxidativa das fibras
musculares a partir do aumento na propor¢ao das fibras tipo IIA em detrimento
das fibras tipo 11X; do aumento da area relativa ocupada pelas fibras oxidativas
(I + 11A) e da diminuicdo da area ocupada pelas fibras glicoliticas (IIX). As fibras
musculares apresentaram diferencas quanto a porcentagem da area ocupada
por cada uma, este porcentual foi identificado na seguinte proporgéo,
considerando da maior para a menor: [IX>IIA>] e IIA>lIX>] antes e ap6s o
treinamento. E, a soma da area ocupada pelas fibras | e IlA indicou o resultado
de 64,9 e 77,6% tanto nos periodos pré e pds-treinamento, indicando melhora

na capacidade oxidativa do musculo.

No estudo realizado por D’Angelis et al. (2005), em relagédo ao
treinamento aerdbio em equinos PSA, com duracao de 90 dias utilizando 80%
do Vlac4 (velocidade em que a concentragdo de lactato sanguineo atingiu

4 mmol/L), verificaram que nao ocorreu alteracéo expressiva na frequéncia das
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fibras dos tipos | e IlIA, todavia observaram uma reducado significativa na
porcentagem das fibras do tipo 11X e constataram que ocorreu hipertrofia das

fibras do tipo I, lIA e IIX, e aumento da area relativa das fibras do tipo I.

Serrano et al. (2000) demonstraram que, area de corte transversal
de todos os tipos de fibras foram significativamente diferentes em cada um dos
fragmentos obtidos dos animais do grupo pré-treinamento. As fibras do tipo |
tiveram aumento da area de corte transversal. A fibra intermediaria do tipo 1A
e, a fibra do tipo IIX (incluindo a hibrida IIAX) tiveram a area de corte
transversal diminuida. Diferengas nao significativa nos tamanhos das fibras
foram observadas entre os dois grupos de cavalos no estagio de pré-
treinamento. O tamanho das fibras nao alterou significativamente no grupo
controle, mas pdde ser observada uma tendéncia para um aumento no
tamanho da fibra com a idade. De toda esta avaliacdo, a média da area de
corte transversal das fibras dos tipos | e IIX ndo alteraram de maneira

significativa com o treinamento e a interrupgéo do treinamento.

Os perfis morfométricos da regido profunda do musculo gluteo
diferem acentuadamente da regiao superficial de forma que, o maior didmetro
das fibras do tipo I, ou seja, a maior area de corte transversal ocupada por
estas fibras, o alto valor de capilaridade por fibra e a alta capacidade oxidativa
mostradas pela reagédo histoquimica NADH-fr confirmam a hipdtese de que

este musculo possui uma fung¢ao postural (SERRANO et al., 1996).

Existe uma grande variabilidade dos tipos de fibras na composi¢cao
do musculo gluteo médio de cavalo de acordo com a profundidade da
amostragem. Entretanto, nenhuma diferenca nos tamanhos do tipo de fibra
(diametro menor e area de corte transversal) foram detectadas sob diferentes
locais de amostragem (SERRANO et al., 1996).

Rivero et al. (1992, 1996) relataram que, no musculo gluteo médio
de cavalos da raga Lusitano, os tipos de fibras | e IIA sdo maiores nas regides
profundas do que nas regides superficiais. Enquanto, os tipos de fibras 11X
foram maiores nas regides mais superficiais. Além disso, acredita-se que o

tamanho das fibras do tipo | seja mais homogéneo na regido profunda do que
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na regiao superficial do musculo. Ao contrario, as fibras do tipo 11X variam mais

em tamanho na regido mais superficial do que na regido profunda.

Rivero (1996), afirma ser possivel ocorrer uma relagdo entre o
tamanho dos diferentes tipos de fibras musculares com os padrées que regem
a ativacao destas fibras musculares durante a atividade fisica. Explica esta
possibilidade afirmando que, na atividade fisica as fibras musculares sao
recrutadas de acordo com o trabalho muscular. E que, as respostas
musculares ao treinamento dependem das caracteristicas do estimulo, tais
como tipo de exercicio, intensidade e duracédo e ainda, do estado em que se

encontra o musculo antes do inicio do treinamento.

O treinamento de enduro determina um impacto marcante nas
caracteristicas do musculo esquelético de cavalos tanto nas fibras musculares,
como no musculo gluteo médio como um todo; a magnitude de algumas dessas
alteragdes com o treinamento, como a mudanca de fibra rapida para lenta no
fen6tipo de MyHC, dependem da duragéo do treinamento (no total). Nem as
modificagdes do treinamento, nem aquelas da interrupcéo do treinamento sao
homogéneas no musculo gluteo médio, a nao ser que elas sejam
particularmente notificadas na avaliacado feita na regido mais profunda do
musculo (SERRANO et al., 2000).

A resposta adaptativa do musculo esquelético frente ao exercicio é
espécie especifica (PETTE & VRBOVA, 1992; PETTE & STARON, 1997;
PETTE, 1998). Pois, as diferencas fisioldgicas entre espécies séo relacionadas

ao tamanho corporal da espécie (ROME et al., 1990).

Nos exercicios em que se buscam resisténcia afigura-se uma
transicdo de fibras de contracdo rapida para contracéo lenta. O musculo
esquelético em suas condigbes de adaptacdo em resposta ao estresse
metabdlico, modifica a expressdo das isoformas de MyHC (SERRANO &
RIVERO, 2000; BALDWIN & HADDAD, 2001).

E provavel que, a porcentagem das fibras de contragdo lenta do
grupo de equinos nao treinados deste estudo, sofram mudancas no sentido de
rapida para lenta ao longo do periodo de treinamento para enduro, ou seja,

quanto maior o periodo de treinamento, maior serdo as mudangas nos
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fendtipos das fibras musculares. Tendo em vista que, o grupo de equinos

treinados apresentaram maiores proporg¢des das fibras do tipo 1.

Em equinos PSA submetidos a treinamento de resisténcia observou-
se que, o programa de treinamento utilizado promoveu o aumento do potencial
aer6bio no musculo gluteo médio, em detrimento do potencial glicolitico
(MARTINS et al.; 2007).

Pode-se aferir a efetividade do treinamento fisico por meio da
analise de bibdpsias musculares extraidas antes e depois da realizagdo do
programa de treinamento (RIVERO, 1996). Estudos elucidam a resposta
muscular frente ao exercicio e ainda, sobre como o treinamento fisico
estabelece mudancgas nestas respostas (SNOW & VALBERG 1994; RIVERO &
PIERCY, 2004).

As implicagbes fisioldgicas das adaptagbes com treinamento de
resisténcia sdo uma reducado clara na velocidade maxima de encurtamento,
com um aumento concomitante na resisténcia a fadiga. A principal explicacéo
para a reducado na velocidade de contracéo € que, o estimulo do exercicio a
longo prazo, induz a sintese de isoformas de MyHC lentas. O aumento na
resisténcia a fadiga depende de um maior numero de mitocéndrias e capilares,
de melhores atividades das enzimas musculares oxidativas, de menor
mobilizacdo do glicogénio enddégeno e do uso preferencial da peroxidacao
lipidica como substrato energético (SERRANO, et al., 2000).
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VIIl. CONCLUSOES

Esses resultados indicam que o treinamento de enduro promove
uma transicdo na composicdo das fibras musculares do compartimento

profundo do musculo gluteo médio de eqliinos PSA, na dire¢ao de lIX—IIA—l.

Os resultados de tipificagdo muscular obtidos pelas técnicas
histoquimica e imunoistoquimica de dupla marcagéo, através do uso de
anticorpos monoclonais anti-MyHC rapida e lenta disponiveis comercialmente,
foram similares. No entanto, a histoquimica revelou ser a técnica que

demandou menor custo financeiro.

A realizacdo de uma unica biopsia muscular para tipificagdo das
fibras musculares, realizada no periodo pré treinamento, ndo mostrou ser uma
boa ferramenta preditiva do desempenho atlético futuro dos equinos. O estudo
revelou que, as biopsias deverdo ser realizadas em periodos de treinamento
pré-determinados, o que permite reunir informagcées que possibilitem a

avaliacao segura da indicacéo da aptidao atlética do individuo.
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