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EXPRESSAO DOS TRANSPORTADORES DE MONOCARBOXILATOS DE
EQUINOS E CAES

RESUMO - O principal mecanismo de transporte dos ions lactato e H* em
equinos e caes € o complexo transportador formado pelos transportadores de
monocarboxilatos, isoformas 1 (MCT1) e 4 (MCT4) juntamente com a proteina auxiliar
CD147. Objetivando identificar diferencas entre equinos com desempenho distinto, 16
equinos da raca Brasileiro de Hipismo (BH) foram distribuidos em dois grupos,
desempenho inferior (DI, n=8) e desempenho superior (DS, n=8) que foram
submetidos a teste de salto incrementai (TSI). Realizou-se bidpsia do musculo Gluteus
medius para tipificacdo e analise das expressdes das isoformas MCT1, MCT4 e
CD147. Amostras sanguineas foram colhidas para avaliar as expressdées MCT1 e
CD147 das hemécias. Aplicaram-se testes de normalidade de Shapiro Wilk e
homogeneidade de Levene. As medidas morfométricas foram submetidas ao teste de
Tukey. Teste “t” de Student ndo pareado para a comparagado das médias dos grupos
Dl e DS. Aplicou-se correlacdo de Spearman para as expressoes dos transportadores.
Paratodas as analises utilizou-se p<0,05. N&o houve diferenca entre 0s grupos quanto
a frequéncia de cada tipo de fibra e constatou-se maior quantidade das fibras tipo |
em relacéo as fibras IIA e 11X em todos os equinos avaliados. Ndo houve diferenca
entre os pesos moleculares e a expressdo das proteinas MCT1, MCT4, e CD147
musculares ou sanguineas. Houve correlacGes positivas entre MCT1 vs. CD147 e
MCT4 vs. CD147 musculares dos grupos DI e DS. As correlagbes encontradas foram
esperadas uma vez que as isoformas estudadas dependem intimamente da proteina
auxiliar CD147 para o transporte. Os equinos BH néo apresentaram diferencas nas
expressdes dos MCT1,4 e CD147, musculares ou sanguineos, mesmo com niveis de
condicionamento diferentes. Com o objetivo de investigar as concentracdes de lactato
plasmatico e das hemacias e avaliar as expressdes eritrocitdras do complexo
transportador MT1/CD147, 6 cées da ragca American Pitbull Terrier (APBT) foram
submetidos ao teste de esforco incremental (TEI) em esteira. No final de cada
incremento de velocidade foi coletado sangue da veia cefélica. Foram mensuradas
concentracfes de lactato sanguineo (LS), plasmatico (LP), pH e hematdcrito (Ht). A
concentracdo do lactato dentro das hemacias (LH) foi estimada e estabeleceu-se a
relacdo LH:LP. As expressdes sanguineas do complexo MCT1/CD147 foram
avaliadas por Western Bloting. Aplicou-se analise de varidncia de uma via seguido
pelo teste de Dunn’s. Para pH e Ht aplicou-se teste t de student para amostras
pareadas e a correlacdo de Pearson foi utilizada para MCT1 e CD147, estabeleceu-
se nivel de significancia P<0,05. LS, LP e LH e pH nao apresentaram diferencas entre
si, a relacdo LH:LP foi préxima de 1 com tendéncia de aumento. MCT1 e CD147
apresentaram 48 e 59 kDa de peso molecular e 1,27 e 1,05 de unidades opticas
arbitrarias (UOA). Nao foram encontradas correlactes entre MCT1 e CD147. A grande
velocidade de transporte do MCT1/CD147 explica a relacdo LP:LH préxima de 1, esta
velocidade e o0 mecanismo de arquejo podem explicar os valores de pH constantes. A
ragca APBT, quando submetidos a atividade fisica apresentaram tendéncia de aumento
da relacdo LH:LP e expressam de maneira homogénea o complexo MCT1/CD147.
Palavras-chave: Lactato, MCT1, MCT4, CD147, exercicio
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MONOCARBOXYLATE TRANSPORTERS EXPRESSION IN HORSE AND DOGS

ABSTRACT - The central transport mechanism of lactate and H* ions in horses and
dogs is the carrier complex formed by the monocarboxylate, isoform 1 (MCT1) and 4
(MCT4) associated with the ancillary protein CD147. This study aimed to identify
possible differences between horses with different performances levels, 16 horses of
the Brazilian Sport Horse breed (BH) were distributed in two groups, inferior
performance (IP, n = 8) and superior performance (SP, n = 8). A Gluteus medius
muscle biopsy was performed for cellular typing and analysis of MCT1, MCT4, and
CD147 muscle expressions. By jugular venipuncture, blood samples were collected to
evaluate MCT1 and CD147 expressions in the red blood cells (RBC). Normality
Shapiro Wilk test and homogeneity of Levene were applied. The morphometric
measurements were submitted to the Tukey test, and not paired Student's t-test were
applied to compare the mean of the IP and SP groups for all variables and was used
Spearman's correlation for isoform expressions, for all analyzes, p<0.05. There were
no differences between the groups regarding the frequency of each type of fiber and a
higher number of type I fibers were observed about the IIA and 11X fibers in all groups.
There was no difference between molecular weights and expressions of MCT1, MCT4,
and CD147 in muscle or blood. There were positive correlations between muscles
MCT1 vs CD147 and MCT4 vs CD147 in both groups. The relationships found were
expected since the MCT1 and 4 depended on the CD147 ancillary protein for correct
functioning. The BH horses do not present differences in the muscle or RBC
expressions of MCT1, 4 and CD147, even with different conditioning levels. To
investigate plasma and erythrocyte lactate concentrations and to evaluate erythrocyte
expression of the MT1/CD147 transporter complex, six dogs of the American Pit Bull
Terrier breed (APBT) were submitted to a treadmill incremental effort test (IET). At the
end of each increment of speed, blood was collected from the cephalic vein.
Concentrations of blood (BL) and plasma lactate (PL), pH and hematocrit (Ht) were
measured. The concentration of lactate inside the red blood cells (LC) was estimated
and the LC: PL ratio was established, the blood expressions of the MCT1/CD147
transporter complex were evaluated by western blot. Data were submitted to the
Shapiro-Wilks normality test, one-way ANOVA and Dunn's test. For pH and Ht, paired
Student's t-test was applied, and Pearson's correlation was used for MCT1 and CD147
analysis, for all analyzes, p<0.05. BL, PL, LC, pH showed no differences, the LC: PL
ratio was close to 1 with an increasing tendency. MCT1 and CD147 presented 48 and
59 kDa of molecular weight and 1.27 and 1.05 of arbitrary optical units (AOU). No
correlations were found between MCT1 and CD147. The high transport velocity of the
MCT1/CD147 could explain the LC: PL ratio close to 1, this velocity plus the grasping
mechanism may explain the constant of pH values. The APBT submitted to intense
physical activity showed a tendency to increase the LC: PL ratio, and homogeneously
express the MCT1/CD147 complex.

Keywords: Lactate, MCT1, MCT4, CD147, exercise
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Figura 2. Modelo hipotético da interagcdo da proteina auxiliar CD147 com o MCT1 na
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Figura 1. Fotomicrografias de cortes de secfes transversais seriadas de fragmento do
musculo Gluteus medius de equino Brasileiro de Hipismo com tipos de fibras
destacados, profundidade da amostra é de 60 mm em animal pertencente ao grupo
DI. (A) técnica de nicotinamida adenina dinucleotideo tetrazolio redutase (NADH-TR).
(B) técnica imunohistoquimica indireta peroxidase anti-peroxidase (PAP) para
marcacao de fibras contendo miosina de contracao lenta. Bidpsias do mesmo equino.
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Figura 2. Concentracfes de lactato plasmatico de 16 cavalos Brasileiro de Hipismo
(BH) submetidos a teste de saltos incrementais (TSI); DI= grupo de desempenho

inferior, Nn=8; DS=desempenho SUPEriOr, N=8............cccciiummmimiiiiiiiiiiiiiiaees 35
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Figura 3. Valores do custo de lactato (CLP) e custo da frequéncia cardiaca (CFC) de
cavalos da raca Brasileiro de Hipismo submetidos a teste de saltos incrementais (TSI).

DI=grupo de desempenho inferior, n=8; DS=desempenho superior, n=8. *indica

reducdo do CLP e CFC entre os grupos experimentais. Teste t de Student, p<0,05.

Figura 4. Unidades Opticas arbitrarias do MCT1 das hemécias, MCT1 muscular, MCT4
muscular, CD147 das heméacias e CD147 muscular de equinos BH dos grupos
desempenho inferior (DI) e desempenho superior (DS). Nao foram encontras

diferencas entre os grupos. H = hemacias, M = muasculo.............ccccceeeeeeeeiiiiiiiiinnnnnn. 39

Figura 5. Correlacdo de Spearman entre as expressdes dos transportadores de
monocarboxilatos musculares isoformas 1, 4 e proteina auxiliar CD147. Em Ae C
grupo de desempenho inferior (DI), em B e D grupo de desempenho superior (DI)
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Capitulo 3

Figura 1. Relacdo entre as concentragfes de lactato estimado dentro das heméacias
(LH) e lactato plasmatico (LP) de caes da raca American Pit Bull Terrier submetidos a
teste de esforco incremental. O aumento na razao teve uma tendéncia polinomial de
segunda ordem (Y= 0,998-0,00304x+0,000782x?; P=0,062, R?=0,81) em relacdo ao

aumento gradual da intensidade de esforgo (velocidade e inclinagcao). .................... 55

Figura 2. Concentracdes de lactato plasmatico e pH dos cdes submetidos ao teste de
esforco incremental. *indica elevacdo das concentracdes de lactato sanguineo em

relacéo ao repouso. Teste t de Student (pP<0,05). ...ovvevvviiiiiiiiiii e, 56
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1. CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1.1 Introducéo

O organismo higido tende a homeostasia. Evidéncia desta afirmacédo € a
constatacdo de quao refinado e importante € o controle do pH dos compartimentos
organicos dentro de limites estreitos. A escala pH é fungdo logaritmica negativa, a
mudan¢ca de uma unidade desta escala, empica em variagdo de 10 vezes a
concentracdo dos ions H* no organismo. Em virtude disto, seu controle é fundamental
para a manutencao da vida.

O pH afeta a estrutura e a atividade de macromoléculas biologicas.
Tamponamento, termo dado ao controle contra mudancas drasticas do pH em
sistemas biolégicos, ndo ocorre somente nos processos onde ions H* sdo prevalentes.
Esse controle também ocorre em reacdes onde, aparentemente, ndo ha a participacao
destes (NELSON; COX, 2008). Nao raramente, tal mecanismo exige velocidade no
transporte de metabdlitos e ions.

Enzimas que catalisam reacdes celulares e seus substratos contém grupos
ionizaveis com valores da constante de ionizacdo (pKa) proprios. Exemplificando,
grupos amino e carboxila protonados de aminoacidos e os grupos fosfatos de
nucleotideos, agem como &cidos fracos, sendo seus respectivos estados de ionizacéo
determinados pelo pH do meio circundante (NELSON; COX, 2008).

A pKa, valor especifico de cada substancia, indica o valor, em meio aquoso, ha
qual a concentracdo de um &acido nao dissociado esta exatamente igual a

concentracéo de sua base conjugada (MORAN et al., 2013).

1.2 Lactato

Durante o exercicio intenso, a necessidade de oxigénio para a producao de
energia supera a capacidade de sua utilizacdo pelas mitocondrias. Juntamente com a
ativacdo de fibras musculares majoritariamente dependentes do metabolismo
glicolitico, a concentracdo de lactato aumenta de maneira exponencial (FERRAZ et
al., 2008; CAMPBELL, 2011).
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Torcdes intestinais, gastricas e intussuscepc¢des ou quaisquer outras afeccoes
onde ocorra isquemia e déficit de oxigénio para determinado tecido, similarmente,
provocam predominancia do metabolismo anaerdbio, com concomitante aumento da
lactatemia e coincidente reducdo do pH (ROBERGS; PROGRAM, 2001). Desta
maneira, é correto afirmar que todos os tecidos do organismo sdo dependentes da via
glicolitica para obtencéo de energia em situacdes de isquemia, hipoxemia ou quando
a capacidade oxidativa da célula é excedida (NELSON; COX, 2008).

Primeiramente isolado de amostras de leite azedo em 1780 pelo quimico sueco
Carl Wilhelm Scheele, o &cido latico (leite, do latim lactis) apresenta quimicamente o
nome de &cido 2-hidroxipropanoico, com pKa relativamente baixa (pH=3,87 a 37°C)
(NIMS; SMITH, 1936). E o mais simples &acido hidroxi com carbono assimétrico,
possuindo duas formas assimetricamente ativas; Levodgiro (L-lactato) e Dextrogiro (D-
lactato) (GARLOTTA, 2002; ROBERGS; GHIASVAND; PARKER, 2004). O isbmero L
€ produzido nas células de mamiferos e ambos enantidmeros, L e D, sdo gerados em
sistemas bacterianos (GARLOTTA, 2002).

O anion monocarboxilato lactato e o préton H* sdo formas dissociadas do &cido
latico. Desta maneira, o lactato € a base conjugada do &cido latico, que, em pH
fisiolégico (pH=7,4 nos mamiferos domésticos), esta quase que totalmente (mais de
99%) dissociado nos fluidos corpéreos (GLADDEN, 1996, 2004; HALESTRAP, 2013).
Mesmo considerando o fato que a pKa é dependente da temperatura (NIMS; SMITH,
1936), e que em mamiferos domésticos (caes, gatos, porcos, bovinos e cavalos),
raramente as temperaturas corpéreas ultrapassam 41°C (FEITOSA, 2004) em
situacdes nas quais ocorrem aumento de temperatura, como na atividade fisica ou
febre, sua pKa continua baixa, apresentando o valor de 3,89 a 50°C (NIMS; SMITH,
1936) (Tabela 1).

N&do mais considerado apenas um produto final da glicélise, o lactato é
reconhecidamente hoje, um substrato para o cérebro, pois fornece energia em
situacOes de alta demanda e possui atividade neuroprotetora (PELLERIN, 2003).
Ademais, o miocardio e as fibras musculares oxidativas (GLADDEN, 2000),
igualmente, o utilizam como fonte de energia. O lactato é transformado em glicose,
via gliconeogénese no figado, pelo ciclo de Cori (GLADDEN, 2000). Em

concentracbes de 15mM, estimula a sintese de colageno, sendo benéfico nos
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processos de cicatriciais (GREEN; GOLDBERG, 1964). Em termos quantitativos, o
lactato € um dos metabdlitos mais importantes do organismo dos mamiferos (GREEN;
GOLDBERG, 1964).

Outros carboxilatos comumente produzidos no organismo e que,
semelhantemente ao acido latico, se encontram dissociados em pH fisiolégico séo;
corpos cetbnicos, acetoacetato, B-hidroxibutirato, acetato, propionato, butirato e uma
gama de monocarboxilatos produzidos pela transaminacdo de aminoacidos como
feniloiruvato originado da fenilalanina, a-cetoisocaproato originado da leucina, a-
cetoisovalerato originado da valina e a-ceto-B-metilvalerato originado da isoleucina
(HALESTRAP, 2013).

Tabela 1. Variacao da constante de ionizacao
do é&cido latico (pKa) em funcdo da
temperatura.

Dissociacdo do Lactato

Temperatura pKa
°C °F K
0.3 3254 273.45 3.889
125 545 285.65 3.868
25.0 77.0 298.15 3.862
375 99.5 310.65 3.872
50.0 122.0 323.15 3.897

Adaptado de Nims & Smith, 1936.

1.3 Membrana plasmatica

Estrutura altamente especializada e responsavel pelo surgimento da vida, a
membrana plasmatica ndo é uma barreira meramente passiva. Denominada como

sarcolema nas fibras musculares, ela inclui um arranjo de proteinas especializadas na
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promocao ou catalise de varios processos celulares (NELSON; COX, 2008), dentre
eles, talvez 0 mais importante seja o transporte através da mesma. Sem a existéncia
desta capacidade de transporte, ndo existiriam impulsos nervosos, transporte de
nutrientes ou contragdo muscular.

Por essa razdo, as superficies das membranas celulares sdo dotadas de
transportadores que movem solutos organicos e ions inorganicos especificos
(NELSON; COX, 2008). Dentre os inumeros transportadores transmembranares
existentes nas membranas plasméticas, um conjunto de proteinas se destaca. Com
14 isoformas conhecidas atualmente, os transportadores de monocarboxilatos (MCTS)

sado fundamentais para a manutencdo da homeostase celular e sistémica.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Transportadores de monocarboxilatos (MCT/SLC)

A exemplo do lactato, diversos metabolitos, produzidos nas inumeras
atividades biologicas do organismo estdo dissociados em pH fisiol6gico, precisando
ser transportados para sua correta utilizacdo e destino final. A existéncia de um
transportador especifico para os monocarboxilatos foi comprovada em 1974 (POOLE;
HALESTRAP, 1993). Porém, a suspeita sobre sua existéncia data da década de 60
do século XX, quando pesquisadores constataram a inibi¢cdo do transporte do lactato
por acéo de farmacos (WATTS; RANDLE, 1967). Embora ndo sendo a Unica forma de
transporte transmembranar, a familia dos MCTs, também nomeada como Familia
Carreadora de Soluto 16, (SCF 16, Solute Carrier Family 16) composta por 14
isoformas, presentes nos mais diversos tecidos, possui destacada relevancia
(HALESTRAP, 2013).

O termo isoforma indica proteinas que sao semelhantes, porém néao idénticas.
Os MCTs sao proteinas de membrana, relacionadas entre si por sequéncia homologa
(MEREZHINSKAYA; FISHBEIN, 2009), derivados dos mesmos genes, possuindo
formas distintas provocadas por processos alternativos de maturacdo do RNA
(REGGIANI, 2004). Pertencentes a Principal Superfamilia Facilitadora, (MFS, Major

Facilitator Superfamily) as isoformas possuem 12 hélices transmembranares (TMs)
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ligadas por lacos extras e intracelulares, sendo o maior desses lacos entre as TM 6 e
TM 7. Ha ainda dois terminais intracelulares, um em cada extremidade, denominados
terminal N e terminal C (HALESTRAP; MEREDITH, 2004; HALESTRAP, 2013). As
maiores diferencas entre as isoformas sdo encontradas justamente nesses lacos,
sendo as TMs, segmentos mais conservados (HALESTRAP, 2013). Desta forma, o
conhecimento da sequéncia dos terminais N e C é fundamental para o
desenvolvimento de anticorpos especificos para cada espécie.

Embora seja possivel o estudo dos MCTs com anticorpos comerciais, feitos
para as isoformas humanas (KOHO et al., 2002), alguns fenbmenos como formacao
bandas duplas, em pesos moleculares diferentes, na marcacdo do Western blot,
podem ocorrer. Este efeito ndo € registrado mediante uso de anticorpo espécie
especifico (KOHO, 2011).

Apesar de er sido cientificamente comprovada apenas para o MCT1, a
mobilidade dos MCTs em Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE), mostra que as isoformas nao sao glicolisadas
(HALESTRAP, 2013). O transporte realizado pelos MCTs néao requer gasto de
energia, sendo efetuado apenas com a troca de cargas entre os metabdlitos e ions a
serem transportados com residuos de aminoacidos presentes ao longo das TMs
(HALESTRAP, 2013).

Entre as 14 isoformas conhecidas hoje, Halestrap (2013) classificou 7 delas
(MCT5/SLC16A4, MCT6/SLC16A5, MCT7/SLC16A6, MCT11/SLC16A11,
MCT12/SLC16A12, MCT13/SLC16A13, MCT14/SLC16A14) como isoformas orfas,
pois ainda ndo possuem funcdo definida. Ressaltou ainda que o MCT7 é
provavelmente, a Ultima isoforma “6rfa” com seu papel elucidado até o presente

momento.

2.2 Transportador de monocarboxilato 1 (MCT 1/SLC16A1)

Com massa molecular de 44 kDa na espécie equina (FERINGER JUNIOR et
al., 2017) e 43 kDa na espécie canina (SHIMOYAMA et al., 2007), o MCT1 foi
primeiramente clonado por Kim e colaboradores (1992) de células ovarianas de

hamster chinés. O MCT1 é a isoforma mais abundante encontrada no organismo e a
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mais estudada, sendo funcionalmente expressa em células tumorais e isolada em
diversos tecidos (Figura 1) (MEREZHINSKAYA; FISHBEIN, 2009; HALESTRAP,
2013).

Quantificado no figado, coracao, musculo esquelético (fibras tipo | e 11A), cortex
renal, tecido adiposo, barreira hematencefalica, neurdnios, células da glia, astrocitos,
hemadcias, retina, células tumorais, testiculos, linfocitos-T (MYKKANEN et al., 2010;
HALESTRAP, 2013), membrana mitocondrial (MEREZHINSKAYA et al.,, 2004) e
leucécitos (MYKKANEN, 2011), o MCT1 tem como funcéo o influxo do piruvato, lactato
e do proton H* para a célula (MEREZHINSKAYA; FISHBEIN, 2009; HALESTRAP,
2013). E inibido por a-ciano-4-hidroxicinamato (CHC), AZD3965, AR-C117977 e
alguns disulfonatos de estilbenos, a tabela 1 em anexos mostra alguns dos farmacos
inibidores do MCT1 (POOLE; HALESTRAP, 1993; HALESTRAP; MEREDITH, 2004,
BUENO et al., 2007; BOLA et al., 2014). O MCT1 é também isoforma dependente da
proteina auxiliar CD147, com a qual forma o complexo transportador MCT1/CD147
(MYKKANEN, 2011; HALESTRAP, 2013).
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Figura 1. Estrutura tridimensional do MCT1 representado em duas
conformacdes, inside open e outside open com o substrato de ligacdo em lados
opostos da membrana. Dominio N-terminal em vermelho e dominio C-terminal
em azul. Estruturas de ligacéo entre as duas faces ndo sdo mostradas, apenas
representada como uma linha de conexao. A posicéo do K38 (verde) e F360
(amarelo) é destacada, estes séo residuos criticos para o ciclo de translocacao
e especificidade de substrato, respectivamente. Em magenta, residuos de lisina
(K45, K282 e K413) fundamentais para interacdo dos farmacos DIDS. Extraido
de HALESTRAP, A. P. (2013) Monocarboxylic Acid Transport, com permissao.

2.3 Transportador de monocarboxilato 4 (MCT4/SLC16A3)

Inicialmente, devido a grande similaridade entre as duas isoformas, o0 MCT4 foi
equivocadamente confundido com a isoforma 3 (MCT3). Esta, primeiramente foi
identificada em células epiteliais da retina de frangos por Philp et al. (1995). Com sua
expressao restrita as células basolaterais do eptélio retinal e do plexo coroide (YOON
et al., 1997; PHILP; YOON; GROLLMAN, 1998), pensava-se que o MCT3 retinal dos
frangos, era 0 mesmo MCT4 dos mamiferos. Coube a Yoon, Donoso e Philp (1999) a
identificacdo de um MCT3 diferente em células retinais de humanos e ratos. Outro

indicio de que existiam duas isoformas distintas, era a ndo inibicdo do MCT3 retinal
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de frangos pelo CHC, sendo que este farmaco, na concentracao de 990 umol/L, inibe
o até entdo MCT3 encontrado em mamiferos (HALESTRAP, 2013).

Assim, uma nova classificagéo foi protosta, onde a isoforma denominada MCT3
inibida pelo CHC em mamiferos, foi redenominada como MCT4 (HALESTRAP, 2013).
Comparativamente a isoforma 1, ou seja, 0 MCT4 possui relevante participacdo na
dindmica dos ions lactato e H*, seja durante exercicios ou processos patoldgicos.
Regulado pela hipdxia o transportador MCT4 participa do efluxo de tais ions
provenientes de fibras musculares glicoliticas (WILSON et al., 1998; HALESTRAP,
2013).

Presente nas fibras musculares glicoliticas (Tipo 11X) (JUEL; HALESTRAP,
2010) astrécitos, células da glia, retina, alguns tumores, testiculo e espermatozoides
(HALESTRAP, 2013), igualmente ao MCT1, o MCT4 é dependente da proteina auxiliar
CD147 para seu correto funcionamento (KIRK et al., 2000).

A similaridade com o MCT1 é também evidenciada pela acdo de alguns
farmacos. O MCT4 pode ser inibido por farmacos inibidores de MCT1. Porém,
apresenta afinidade menor que a do MCT1 e até o presente momento nao foi descrito
nenhum inibidor especifico para esta isoforma. A Tabela 2, em anexos, exemplifica
alguns destes farmacos (HALESTRAP, 2013).

O farmaco mais potente descrito para a inibicdo do MCT4, identicamente, inibe
o transporte do MCT1. O P-cloromercuriofenilsulfonato (pCMBS) é igualmente potente
para ambos, provavelmente por que seu alvo nédo séo os MCTs e sim suas respectivas
proteinas auxiliares, no caso a CD147 (WILSON et al., 2005).

2.4 Proteina auxiliar, Cluster of Differentiation (CD147)

Conhecida como 5A11/Basigin (BSG), Matrix Indutora de Metaloproteinase
Extracelular (Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer, EMMPRIN), OX-47, HT7
ou Cluster of Differentiation 147 (CD147), a CD147 & uma glicoproteina com apenas

uma hélice transmembranar, a qual permanece intimamente ligada as TMs dos
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transportadores MCT1 e 4. Forma assim o complexo transportador com as referidas
isoformas (KIRK et al., 2000; PHILP et al., 2003; WILSON et al., 2005).

Com o peso molecular de 45 kDa na espécie equina e 52kDa na espécie
canina, a CD147 apresenta uma imunoglobulina extracelular tipo Ig (o que a coloca
na familia de imunoglobulinas IgSF), dois dominios C2 e um V, uma porcao
transmembranar e dois pequenos terminais C intracelulares. Por tais caracteristicas a
CD147 possui papel critico no reconhecimento celular, inclusive em células
cancerigenas e em metastases (NABESHIMA et al., 2006; KOHO et al., 2008;
MYKKANEN, 2011). A diferenca de peso molecular entre as espécies estudadas
deve-se ao fato de que as sequéncias de nucleotideos diferem cerca de 20% entre
espécies avaliadas até o presente (REEBEN et al., 2006).

Segundo Kirk et al. (2000), quando nao expressada corretamente, a CD147
provoca acumulo das isoformas 1 e 4 no reticulo endoplasmatico ou no complexo de
Golgi. Desta maneira as proteinas ndo atingem a membrana, lugar onde atuam. A
correta expressdo da CD147 é fundamental para transporte efetivo. De fato, j& foi
demonstrado em equinos, que individuos com quantidades normais de MCT1, porém
com pouca expressdao de CD147, transportam menores quantidades de lactato
guando comparados com aqueles individuos com normal expressdo para ambas
proteinas (KOHO; VAIHKONEN; POSO, 2002).

A Figura 2, mostra um modelo hipotético de interacdo entre a CD147 e o MCT1,
onde segundo Wilson, Meredith e Halestrap (2002) o complexo transportador ativo €
formado pela interacdo de dois MCT1 e duas CD147.



10

CD147 CD147
N
\

€2 —>

V _
R L
CYTOPLASM &
N N
MCT1 \C—PC = MCT1
F AN
C C

Figura 2. Modelo hipotético da interacdo da proteina auxiliar
CD147 com o MCT1 na membrana plasmatica (WILSON,;
MEREDITH; HALESTRAP, 2002).

2.5 Equinos

O influxo do lactato para as hemacias pode ocrrer por trés vias; difusédo livre do
acido latico (ndo dissociado), troca inorganica de anions (proteina banda 3) e
transportado pelo complexo transportador MCT1/CD147. Esta Ultima maneira € mais
importante na maioria dos cavalos e das espécies atletas (SKELTON et al., 1998;
VALHKONEN; HYYPPAT; POSO, 1999). Em tempo, as espécies equina e canina, sado
consideradas espécies atletas devido ao seu volume maximo de oxigénio (VO2max)
ser em média duas a trés vezes maior do que outras espécies do mesmo tamanho,
no caso, bovinos e caprinos respectivamente (SKELTON et al., 1995).

Por sua incrivel capacidade atlética, moldada em milhdes de anos pela selecéo
natural e algumas centenas de anos pela selecdo artificial, o cavalo € o principal

animal atleta depois do homem, sendo a Unica espécie a contar com uma Federacdo



11

Internacional responsavel pelo seu bem-estar, e também a Unica espécie, fora a
humana, presente em jogos olimpicos.

Assim, € coerente o fato de ser nesta espécie (depois da humana) a maior
concentracdo de pesquisas envolvendo os MCTs em atividades esportivas.
Estudando a distribuicdo do lactato plasmatico e sanguineo apds exercicios em
equinos, P6s0, Lampinen e Raséanen, (1995) foram os primeiros pesquisadores a
ressaltar a velocidade do influxo do lactato nas heméacias. Por esta raz&o, indicaram
uma possivel participagdo de um transportador nas hemacias de Standardbreds e
Fihnhorses. Apontaram também, que esta velocidade, dependente da concentragao
plasmatica do lactato, possuindo grande variacdo entre individuos.

In vitro, na concentracdo de 10mM, o influxo do lactato para as hemacias
apresentou velocidade de 4,09 nmol-mg proteinal-mint em 62 de 89 cavalos
Standardbreds avaliados por Vaihkdénen e P6s6 (1998). Os outros 27 individuos
apresentaram velocidade de 0,58 nmol-mg proteint-min-t. Frente a concentracédo de
30mM, obtiveram as respectivas velocidades de 8,71 e 1,97 nmol-mg proteina™ -min-
L, respectivamente. Os autores identificaram assim dois grupos distintos, confirmando
a variacdo descrita por P0sO, Lampinen e Rasanen (1995), e intitularam tal
caracteristica como “bimodal’.

A bimodalidade referente a expressdo do MCT1 nas hemacias, descrita
somente em cavalos até o presente momento, infere que os cavalos podem ser
classificados em dois grupos distintos, os de alta capacidade de transporte (High
Lactate Transport Activity, HT) e os de baixa capacidade de transporte (Low Lactate
Transport Activity, LT) (VAIHKONEN; POSO, 1998; MYKKANEN et al., 2010). A
bimodalidade é descrita apenas para o MCT1 das hemacias. Esta classificacdo ainda
nao foi descrita nos transportadores presentes nas fibras musculares.

E conceito classico, ndo s6 na espécie equina, que a musculatura é composta
por varios tipos de fibras musculares, cada um deles sendo caracterizadas pela cadeia
pesada de miosina (LEISSON; JAAKMA; SEENE, 2008). Cada tipo de fibra possui
caracteristicas morfofuncionais contrateis e metabdlicas préprias, resultando em vias
metabdlicas especificas para obtencdo de energia por cada uma delas, assim como,
produtos finais distintos de seus respectivos metabolismos (BOFFI, 2007; D’ANGELIS
et al., 2008). Ademais, a quantidade e proporcéo de cada tipo de fibra, determina em
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Gltima instancia a especificidade das diferentes racas de equinos as diferentes
modalidades equestres existentes (LEISSON et al 2008; LEISSON et al., 2011; EGAN;
ZIERATH, 2013).

Com metabolismo oxidativo, as fibras tipo | apresentam maiores densidades de
mitocdndrias no sarcoplasma, sendo o MCT1 a principal isoforma presente neste tipo
de fibra, pois além do oxigénio, o piruvato e o lactato sdo utilizados como fonte de
energia por estas fibras oxidativas. J& a fibra tipo lIA, por apresentar metabolismo
misto (oxidativo e glicolitico), apresenta menor nimero de mitocéndrias e MCT1 na
sua membrana (RIVERO, 2007; MYKKANEN et al., 2010).

As fibras tipo IIX, possuem metabolismo glicoltico, possuem poucas
mitocondrias e obtém sua energia pela via anaerébia (POWERS; HOWLEY, 2005;
BOFFI, 2007). Ativadas em exercicios de alta intensidade, sdo as principais
responsaveis pela producdo dos ions lactato e H* durante a atividade esportiva
(VALBERG, 2014). Por esta razdo expressam em seu sarcolema o MCT4 (KITAOKA
et al., 2011).

O condicionamento fisico pode provocar no organismo uma série de
adaptacdes. Kitaoka et al. (2009; 2011) demonstraram que o treinamento de alta
intensidade aumentou as expressdes de MCT1, 4 e CD147 nas fibras musculares de
cavalos da raca Puro Sangue Inglés, bem como um periodo de destreinamento
provocou reducéo destas expressdes. Ademais, aumento ou diminuicdo na expressao
do MCT1 e CD147 nas membranas das hemécias nao foi descrito em equinos.
Possivelmente, isso se deve ao pelo fato de as hemacias dos mamiferos néo
possuirem nucleo, o que faz com que a expressao da isoforma 1 nestas células ndo
mude com sexo, idade ou grau de condicionamento. Desta forma a caracteristica HT
ou LT é geneticamente determinada (VAIHKONEN; OJALA; POSO, 2002).

2.6 Caes

Até o presente momento, somente dois trabalhos foram publicados analisando
os transportadores de monocarboxilatos na espécie canina. Shimoyama et al. (2007)

investigaram a expressao do MCT1 no trato digestério, sendo encontrado o MCT1 ao
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longo de todo epitélio intestinal os autores destacaram a possivel importancia desta
isoforma no transporte de acidos graxos de cadeia curta, nesta espécie.

Segundo Koho et al. (2008), as hemacias de caes da raca Beagle possuem o
MCT1 e a CD147. Sao também, as Unicas a expressarem o MCT7. Estes mesmos
autores especularam ser esta a razao da maior velocidade do influxo do lactato nessa

espécie em comparacgao as outras.

2.7 Tecido muscular

Originado do mesoderma do embrido (TE PAS, 2004) o tecido muscular dos
equinos é formado por 5 tipos de fibras, tipo I, IIA e 11X (puras) e fibras tipo I/lIA e
[HIA/IIX (hibridas) (LEISSON et al., 2011). As fibras do tipo |l s&o as maiores produtoras
de ions lactato e H* durante o exercicio de alta intensidade (CAMPBELL, 2011). O
que diferencia cada tipo de fibra, sdo suas ultraestruturas contrateis e metabdlicas,
influenciadas pela quantidade de mitocondrias presentes, pela isoforma de ATPase
em conjunto com a avaliagdo da cadeia pesada de miosina (MyHC) (LEISSON;
JAAKMA; SEENE, 2008; FRANCISCO et al., 2011).

O perfil eletroforético da MyHC revelou as isoformas; MyHC |, MyHC lla, MyHC
lIXx ou MyHC IId e MyHC llb existentes nos musculos. Cada uma dessas isoformas
sao diretamente responsaveis pelas caracteristicas de cada célula, tais como for¢ca de
tensdo, resisténcia a fadiga, forca e velocidade de contracdo (FRANCISCO et al.,
2011; LEISSON et al., 2011).

As fibras tipo | (MyHC I), dentre outras carateristicas morfofuncionais, possuem
grandes quantidades de mitocondrias, sendo o oposto observado nas fibras [IX (MyHC
[Ix). Desta maneira, as fibras | possuem metabolismo oxidativo, séo capazes de utilizar
O:2 para obtencéo de energia. As fibras I1A (MyHC lla), sdo capazes de obter energia
por duas vias metabdlicas, oxidativa e glicolitica, apresentando, portanto, metabolismo
misto (RIVERO, 2007). Ja as fibras IIX possuem metabolismo glicolitico, o que
acarreta producao de lactato em exercicios de grande intensidade, onde estas fibras
sao recrutadas (RIVERO, 2007).

Cada fibra muscular é conectada a um ramo de uma fibra nervosa (neurénio

motor) proveniente de uma célula nervosa. A unidade motora é formada pelo neurénio
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motor mais todas as fibras por ele inervadas (POWERS; LOWLEY, 2004). Cada
neurénio motor inerva um feixe com tipos de fibras especificos, desta maneira o
organismo é capaz de recrutar hierarquicamente os diferentes tipos de fibras
musculares conforme a intensidade do exercicio aumenta (RIVERO, 2007).

Para manter a postura, apenas as fibras tipo | sdo recrutadas. Conforme a
intensidade do trabalho aumenta, as fibras sao ativadas seguindo a ordem | — IIA —
[IX, sendo que as fibras 11X somente sdo recrutadas proximas a intensidade maxima
de um exercicio, como no turfe, provas de salto, concurso completo de equitacdo e
exercicios de resisténcia muito prolongados (HINCHCLIFF; KANEPS; GEOR, 2008).
Embora com denominac¢des diferentes encontradas na literatura (AMANN et al., 1993;
RIVERO et al.,, 1994) as fibras musculares da espécie canina seguem 0 mesmo
padrdo das encontradas na espécie equina, sendo inclusive classificadas como fibras
tipo I, 1A e IIX (ACEVEDO; RIVERO, 2006).

2.8 Custo

O condicionamento de equinos é relegado as técnicas e conhecimentos
populares, com pouca contribuicdo do conhecimento cientifico (CAMPBELL, 2011).
Autores como von Wittke et al. (1994), Serrano; Evans e Hodgson. (2002)
demonstraram como o condicionamento de tais atletas podem ser beneficiados por
protocolos elaborados cientificamente, guiados por parametros clinicos como a
frequéncia cardiaca (FC), ou metabdlitos, como o lactato.

Atulamente (quer seja em termos financeiros ou de modelos disponiveis no
mercado), a aquisicao de monitores cardiacos especificos para equinos e lactimetros
comerciais sdo de facil acesso para os profissionais que atuam diretamente no
treinamento ou condicionamento de cavalos, possuem grande confiabilidade quer seja
no uso em condicdes laboratoriais ou a campo (AERTS et al., 2008; CAMPBELL,
2011). Desta maneira, os conhecimentos desenvolvidos na academia, muitas vezes
com uso de aparelhos de preco ou de uso proibitivo em outras condicdes que nao as
laboratoriais, podem ser aplicados com grande seguranca.

O “padrao ouro” utilizado para determinar a demanda metabolica aerdbia durante

a atividade fisica € o volume de oxigénio maximo (VO,msx) (ALLEN; VAN ERCK-
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WESTERGREN; FRANKLIN, 2015) que pode ser mensurado diretamente com
aparelhos caros de ergoespirometria ou indiretamente pela equacéo de Fick [V 0,= DC
X (a-vOz2)] 0 que também exige ao menos um analisador de gases sanguineos.

Devido a correlagao linear que os equinos apresentam entre 0 V0,,,4,, CONSUMO
de oxigénio (V0,) e FC com a intensidade do esforco, esta relacéo fisiolégica pode
ser aplicada nos exercicios submaximos, principalmente na avaliacédo do trote, galope
e em exercicios, como o salto (EVANS, 2008; WILLIAMS et al., 2009; PICCIONE et
al., 2013).

Apesar de apresentar uma relagcédo exponencial com o a intensidade do esforco,
o lactato €, igualmente a FC, uma ferramenta de facil mensuracdo atualmente, e
extensamente utilizada para avaliagéo e prescricao de protocolos de condicionamento
(EVANS, 2000; EVANS, 2008; LINDNER et al., 2009; CAMPBELL, 2011).

E demonstrado na literatura, que tanto a FC quanto as concentragdes de lactato,
apresentam valores menores ap6s um periodo de condicionamento quando esses
valores sdo comparados entre os periodos pré e pos condicionamento (PILEGAARD
et al.,, 1999; EVANS, 2008; OMUHA et al., 2013). A diminuicdo nestes valores é
evidenciada graficamente por um desvio para a direita na reta (Qquando avaliada a FC),
ou na curva (quando mensuradas as concentracdes de lactato) vs a intensidade do
esfor¢co (HINCHCLIFF; KANEPS; GEOR, 2013).

Devido ao comportamento da FC, Moreno (2007) prop6s o calculo de Custo de
Frequéncia Cardiaca (CFC) como sendo uma andlise simples na avaliacdo e
diferenciacdo do grau de condicionamento, onde um menor custo seria indicativo de
melhor condicionamento.

O conceito de custo pode ser utilizado para outras variaveis fisiolégicas, como
o lactato e o oxigénio (O2), sendo entendido como custo metabdlico ou custo de lactato
plasmatico (CLP) ou ainda como custo de lactato sanguineo (CLS), dependendo de
qual concentracédo de lactato for usada e custo de Oz, respectivamente (PACHECO et
al., 2003; MORENO, 2008; FERINGER JUNIOR, 2014).

Lage et al. (2016) avaliaram o custo de transporte (COT), definido como o custo
dispendido pelo cavalo durante o deslocamento de uma unidade de peso por
determinada unidade de distancia, de cavalos da raca Mangalarga Marchador,

compararam equinos de marcha batida e marcha picada e concluiram que aos
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animais de marcha picada possiuam menor eficiéncia biomecanica durante a
locomocédo por apresentarem maior COT quando comparados com 0s equinos de
marcha batida. Pichione et al. (2003) relataram maior custo de O2 em atletas com
menor aptiddo aerobia.

Somando os célculos de custos aos resultados obtidos por Soares et al. (2016),
onde os autores descreveram maior fidedigninadade nos valores de FC e lactato na
avaliacdo do condicionamento de equinos, quanto utilizados testes especificos, onde
€ mimetizado o gesto desportivo comum a modalidade na qual o atleta é treinado,
podemos avaliar o grau de condicionamento dos equinos e prescrever protocolos
onde os limites individuais sédo respeitados, desta maneira ganha-se otimizacao no
periodo de condicionamento de diminu-se as chances de lesdes.

A seguir sdo apresentados dois capitulos que também compuseram esta Tese
de Doutorado. No segundo capitulo apresentamos resultados sobre transportadores
de monocarboxilatos musculares e das heméacias, isoformas MCT1 e MCT4, além da
proteina auxiliar CD147 de equinos da raca Brasileiro de Hipismo (BH) que
compuseram dois grupos experimentais com diferentes aptiddes para o salto. No
terceiro capitulo, verificou-se a distribuicdo das concentracfes de lactato entre o
compartimento plasmatico e hemacias, bem como a deteccdo dos transportadores
monocarboxilatos (MCT1 e CD147) de cées submetidos a exercicio incremental em

esteira.
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3. CAPITULO 2 - Transportadores de monocarboxilatos da musculatura
esquelética e eritrocitarios de equinos da raca brasileiro de hipismo com

diferentes niveis de desempenho

3.1 Introducéao

Durante o exercicio intenso ocorre aumento da taxa glicolitica anaerdbia
muscular para producdo de ATP. Conjuntamente sdo produzidos ions lactato e H*, os
quais sao transportados entre 0s compartimentos, muscular e sanguineo, por
proteinas denominadas transportadores de monocarboxilatos (MCT). Entre as 14
isoformas MCTs identificadas, MCT1 e MCT4 s&o as principais transportadoras do
musculo esquelético (KITAOKA et al., 2011). Estas duas isoformas, sdo encontradas
nas fibras do tipo | de contracdo lenta e oxidativas ou, tipo Il de contracdo rapida
glicolitica, respectivamente. Na corrente sanguinea, o transportador MCT1 é 0 mais
abundante (REGATIERI et al., 2016a), sendo que na espécie equina até 50% do
lactato sanguineo pode ser encontrado nas hemacias (MYKKANEN et al., 2010).

Recentemente foram realizados estudos sobre MCTs relacionados ao
exercicio. Em atletas da espécie humana submetidos a treino intervalado (sprint-
interval training) foi encontrado que o lactato é molécula sinalizadora para inducao da
expressdo do MCT1 (MCGINLEY E BISHOP, 2017). Outro estudo demonstrou
elevacdo das isoformas MCT1 e MCT4 no musculo Gluteus medius de cavalos Puro
Sangue Inglés (PSI) submetidos a 18 semanas de treinamento (KITAOKA et al.,
2011).

Até o presente momento, a maior parte dos estudos com cavalos, envolvendo
a expressdo dos MCTs foi realizada nas racas Puro Sangue Inglés e Standardbred
(VAIHKONEN E POSO, 1998; VAIHKONEN; OJALA; POSO, 2002; KOHO et al., 2006;
KITAOKA et al., 2009; KITAOKA et al., 2011). Em equinos, o perfil das isoformas
MCTs no musculo e no sangue € semelhante a espécie humana (KOHO; HYYPPA,;
POSO, 2006), sendo que as proteinas MCT1 e MCT4 precisam da proteina auxiliar
CD147 para translocacdo de lactato através da membrana plasmatica (MYKKANEN
et al., 2010). Estes ultimos autores compararam racgas de corridas Finnhorses, PSI e

Standardbreds, constataram dois grupos de expressdo do MCT1 nas membranas de
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hemacias. A maior proporcao de alta atividade de transporte de lactato foi encontrada
no PSI.

Ademais, nosso grupo de pesquisa publicou estudos sobre outras racas de
cavalos com diferentes aptiddes fisicas, sendo avaliados velocistas e fundistas
(REGATIERI et al.,, 2016b). Neste, ndo foi possivel determinar a influéncia de
polimorfismo genético da isoformas MCT1 e CD147 sobre diferentes aptiddes fisicas
de equinos das racas Quarto de Milha (QM) e Puro Sangue Arabe (PSA). Em outro
estudo, quando comparada a expressdo entre duas racas de cavalos de salto,
Brasileiro de Hipismo (BH) e European Warmblood (EW), revelou-se a presenca de
MCT1 e CD147 nas membranas das hemacias de ambas as racas, com expressao
maior no BH. Entretanto, este achado ndo traduziu maior capacidade para o salto
(FERINGER JUNIOR et al., 2017).

Originada das racas europeias de esporte, a raca BH foi selecionada para as
modalidades hipicas olimpicas desde a década de 70 do séc XX (DIAS et al., 2000).
O salto de obstaculos (SO) e o concurso completo de equitacdo (CCE) exigem do
sistema muscular combinacao entre resisténcia e poténcia que é alcancada a partir
da composicdo de fibras musculares de contracao lenta e rapida. Tal caracteristica
gera aptidao fisica para a realizacédo da atividade esportiva.

Apenas dois trabalhos foram publicados com Warmbloods (FERINGER
JUNIOR et al., 2014; FERINGER JUNIOR et al., 2017). Estes estudos avaliaram as
isoformas MCT1 e CD147 das hemécias. Até onde nosso conhecimento atinge, o
presente trabalho foi a primeira pesquisa que se propds a avaliar as proteinas MCT1,
MCT4 e CD147 da musculatura e hemacias de Warmbloods.

Se adaptacdes musculares esqueléticas ocorrem durante um periodo de
condicionamento associada a natureza de cada isoforma de MCTs nelas presentes, a
hipétese do presente trabalho foi a existéncia de diferenca entre a expressao dos
MCTs de cavalos BH com diferentes niveis de capacidade para o salto. Desta
maneira, objetivou-se avaliar a expressao de transportadores monocarboxilatos de
equinos da raca BH de categorias distintas. A tipificacdo muscular também foi

determinada.



29

3.2 Material e métodos

3.2.1 Animais e grupos experimentais

O presente trabalho seguiu as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal, protocolo CEUA — 010405/14. Utilizaram-se 16 equinos da raca BH, 14
machos e 2 fémeas adultas, com idade média de 11,6 + 0,8 anos, pesando 490,2 +
13,4 kg e estatura média de 1,59 + 0,09 m de altura, com diferentes niveis de
condicionamento, pertencentes ao Exército Brasileiro - Academia Militar das Agulhas
Negras, Resende — RJ. Latitude 22°26°59,41”S, longitude 44°27°9,55”0 e altitude de
396,4 m.

Oito equinos com histérico de participacdo somente em provas na categoria
Amador, nivel Escola de Equitacdo, com obstaculos de altura maxima de 1,00 m,
foram classificados como sendo do grupo de desempenho inferior (DI). Os outros
equinos com histérico de participacao, nos ultimos dois anos, em provas da categoria
Sénior, nivel Concurso de Salto Nacional (CSN) e Concurso de Salto Nacional 1
estrela (CSN* 1), com obstéculos entre 1,10 e 1,20 m, foram classificados como grupo

de desempenho superior (DS).

3.2.2 Diferenciagédo do condicionamento

Para diferenciacao do grau de condicionamento entre 0s grupos experimentais,
os cavalos foram submetidos a teste de saltos incrementais (TSI) com trés etapas,
cada uma composta por quarenta saltos com alturas crescentes (12 etapa 40 cm, 22
etapa 60 cm e 32 etapa 80 cm). Metodologia esta previamente utilizada por Soares et
al. (2016) na qual, a colheita de sangue da veia jugular para mensuracao do lactato
plasmatico (LP) e a afericdo da frequéncia cardiaca (FC) foram realizadas antes do
TSI e ap6s o término de cada etapa. Os cavalos realizaram o TSI com velocidade
meédia de 18 km/h. Esta posteriormente utilizada para calculo dos custos de transporte
relacionados a concentracdo de LP e FC (LAGE et al., 2017).
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Os valores de LP e FC foram usados para célculo dos custos a partir das seguintes

formulas:

[LP na altura]l—[LP basal]) mmol/l
Velocidade do teste km.h—1

Custo de lactato plasmatico (CLP), CLP = (

(FC na Altura—FC basal) bpm
Velocidade do teste km.h~1’

Custo da frequéncia cardiaca (CFC), CFC =

A FC foi aferida por meio de monitor cardiaco (Equine RS800CXG3, Polar
Electro®) e analisadas por programa especifico (Polar Pro Trainer Equine Edition,
Polar Electro®). Dois eletrodos conectados a transmissor foram posicionados na
regido toracica, sendo um fixado embaixo da sela, imediatamente a direita da
cernelha, e o outro, na cilha, na regido cardiaca esquerda. Os registros foram
transmitidos para relégio usado pelo cavaleiro, armazenados e transferidos para
posterior analise. As concentracdes de LP foram quantificadas por meio de lactimetro

automatico com metodologia eletroenzimatica?.

3.2.3 Biopsia muscular e tratamento das amostras

A biopsia foi realizada segundo D’Angelis et al. (2008) com agulha de
Bergstrom milimetrada. O fragmento do musculo Gluteus medius foi obtido em 60 mm
de profundidade sendo distribuido em 2 aliquotas de aproximadamente 100 mg cada.
Uma parte foi preservada em Tissue Tek® para reduzir a formacéo de cristais de agua,
sendo destinado para histoquimica e imunohistoquiminca. Outro fragmento né&o
recebeu nenhum tratamento. Ambos foram congelados em nitrogénio liquido e

posteriormente armazenados em freezer -80 até a realizagdo das andlises.
3.2.4 Histoquimica e imunohistoquimica das fibras musculares
O potencial oxidativo das fibras musculares esqueléticas foi avaliado por meio

da técnica de nicotinamida adenina dinucleotideo tetrazolio redutase (NADH-TR)

descrita por Novikoff et al. (1961). Trés secc¢bes seriadas transversais, de 12 um de

1YSI 2300 SPORT, Yellow Springs Instruments, Yellow Springs, OH, EUA
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espessura, foram obtidas utilizando-se criostato a -20° C. Posteriormente, as laminas
contendo os cortes musculares foram mantidas a temperatura ambiente durante 40
min, para secagem e aderéncia dos mesmos a lamina histologica. Os cortes foram
incubados durante 40 min em estufa a 37°C em solucéo contendo 8 mg de NADH-TR,
10mg de NBT, 10mL de tampao tris 0,2M pH 7,4. Na sequéncia, os fragmentos foram
lavados em agua destilada. Sucessivamente, fixou-se em formol 5% tamponado em
pH 7,0, durante 5 min, seguidos de lavagem em &gua destilada e montados com
xarope de Apathy.

A andlise imuno-histoquimica das fibras do musculo Gluteus medius foi
utilizada para comprovar os dados histoquimicos. Para este método foram obtidas
duas seccdes seriadas transversais, de 12 um de espessura, partir das amostras
utilizadas para as analises histoquimicas. Do mesmo modo, para a confeccdo dos
cortes, utilizou-se o criostato a -20 °C. Os cortes foram submetidos ao método imuno-
histoquimico indireto peroxidase anti-peroxidase (PAP) para marcacdo de fibras
contendo miosina de contracdo lenta. Apds secagem por 30 mins a temperatura
ambiente, os cortes foram fixados em formalina 3,5% por 30 min a temperatura
ambiente. Decorrido este periodo, foram lavados em tampéao fosfato 0,1M pH 7,2
(duas vezes por 2 min cada). Ato continuo foi realizado o blogueio de peroxidases
endoégenas com 3% de peréxido de hidrogénio em metanol, por 5 min. Apés lavagem
com tampéao fosfato, os cortes foram incubados com soro inespecifico de coelho (1:50
em tampao fosfato) por 30 min a 4°C, em camara Umida, para reducao do background.

Depois de retirado o soro, os cortes foram incubados com anticorpo primario
monoclonal anti-miosina lenta (1:4000 em tampao fosfato) por 2 h e 30 min a 4°C, em
camara umida. Os cortes foram lavados novamente com tampao fosfato (duas séries
de quatro minutos, sob leve agita¢céo), incubados com anticorpo secundario conjugado
com peroxidase de cabra anti IgG de camundongo (1:100 em tampao fosfato) por 1 h
e 30 min a 4°C, em camara umida. Apos nova lavagem com tampao fosfato (duas
series de quatro minutos), os complexos antigeno-anticorpo foram revelados por
incubacédo com diaminobenzidina (DAB - 0,2 mg/1,5 mL de tampé&o fosfato 0,1 M pH
7,2) contendo duas a trés gotas de peroxido de hidrogénio, a temperatura ambiente.

A intensidade de coloracgéo foi controlada visualmente ou sob microscopio.
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A reacao de revelacéo foi bloqueada com a lavagem dos cortes com o tampao
fosfato. Apos contrastacdo com hematoxilina férrica, os cortes foram desidratados,
diafanizados e montados com entelan®. As fibras de contracéo lenta (tipo 1) foram
identificadas pela coloracdo dourada do precipitado de DAB formado no complexo
antigeno-anticorpo e as fibras de contracéo rapida (tipo Il) foram identificadas pela

auséncia de coloracao (Figura 1).

Figura 1. Fotomicrografias de cortes de secfes transversais seriadas de fragmento do
musculo Gluteus medius de equino Brasileiro de Hipismo com tipos de fibras
destacados, profundidade da amostra € de 60 mm em animal pertencente ao grupo
DI. (A) técnica de nicotinamida adenina dinucleotideo tetrazolio redutase (NADH-TR).
(B) técnica imunohistoquimica indireta peroxidase anti-peroxidase (PAP) para
marcacao de fibras contendo miosina de contracdo lenta. Bidpsias do mesmo equino.
200X.

Os dados morfofuncionais de frequéncia (F%), area de seccéo transversal (AST
um) e area total relativa (ATR%) foram obtidos a partir da metodologia proposta por
Rivero et al. (1993), sendo obtidos a partir de imagens dos cortes histolégicos
capturadas por meio do fotomicroscopio? e mensuradas em programa de andlise de

imagems3.

2 Leica CTR500, Leica, SP
3 Win Leica, Leica, SP
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3.2.5 Isolamento do sarcolema

O protocolo para obtencdo da sarcolema foi realizado segundo Koho et al.
(2006) adaptado de Jackson et al. (1997). Sempre sob refrigeracao (4°C), 100 mg de
tecido muscular de cada equino foi lavado com NaCl 0,9% para retirada do sangue,
evitando assim contaminacdo do MCT1 e CD147 das hemacias. Ato continuo, as
amostras foram homogeneizadas em sonicador* com tampé&o [0,3 M sucrose, 2 mM
EGTA, 10 mM Tris/HCI, 0,5% (w/v] albumina bovina e inibidor de protease Sigma), pH
7,0. As amostras previamente homogeneizadas foram centrifugadas a 2000 x g por
10 minutos, o sobrenadante resultante desta primeira centrifugacéo foi acondicionado
em novo tubo e centrifugado a 39000 x g por 15 minutos. Nesta etapa o sobrenadante
foi descartado e o pellet formado no fundo do tubo foi ressuspendido em 5 mL de
tampédo com 1,2 mL de Percoll®. A mistura com Percoll® foi centrifugada a 17000 x g
por 10 minutos, a fase superior (com as membranas) foi posteriormente lavada 3
vezes a 17000 x g por 40 minutos em tampéo [0,3 M sucrose, 2 mM EGTA, 10 mM
Tris/HCI] com pH 7,0. ApGs lavagem com tampao determinou-se a concentragdo de
proteina total das membranas musculares por ELISA, técnica do acido bicinconinico

(BCA), utilizando-se Kit comercial®.

3.2.6 Membranas das hemécias para Western Blot

Por venopuncao jugular foram coletados 4,0 mL de sangue em tubos com
pressdo negativa contendo acido etileno diaminotetracético (EDTA). As amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 2000 x g para a obtecédo de 1 mL de papa de
heméacias. A papa de heméacias foi submetida ao protocolo segundo Koho et al. (2006),
pelo qual foram realizadas quatro centrifugacdes com tampéao fosfato de sédio (pH
8,0; 5 mM), para obtencdo das membranas dos eritrécitos livres de hemoglobina. As
amostras foram entdo ressuspendidas em 100 pL do mesmo tampéo fosfato. Em
seguida a dosagem do total de proteinas foi determinada pela mesma metodologia

usada para as amostras musculares (subitem 3.2.5).

4 Sonicador Branson Sonifier 2509
5 Pierce® BCA Protein Assay Kit
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3.2.7 Western Blot

A partir da quantidade de proteina total, utilizou-se 40 pg/poco de proteina de
cada cavalo, contidas em tamp&o Laemmlie separadas em gel SDS-PAGE 10% e
transferidas para membranas de nitrocelulose. Apos a transferéncia, a membrana foi
bloqueada com albumina sérica bovina (BSA) a 5% diluida em TBST 0,1%. As
membranas foram incubadas overnight com anticorpo primario anti-MCT1 (GenBank
accession No. AY457175.1), anti-MCT4 (GenBank accession No. EF564279.2) e anti-
CD147 (GenBank accession No. EF564280.1), foram ampliados em coelhos contra o
C-Terminal, as sequéncias do peptideos sdo: MCT1 (CKGTEGDPKEESPL), MCT4
(CEPEKNGEVVHTPETSV) e CD147 (CGHHVNDKDKNVRQRNAS).

ApGs esta etapa as membranas foram novamente incubadas com anticorpo
secundario conjugado anti-coelho peroxidase (DAKO). Realizou-se visualizacdo por
meio de sistema de captura por quimiluminescéncia® utilizando-se revelador’.
Designou-se uma amostra conhecida de equino com alta expressdo das proteinas
(KOHO; VAIHKONEN; POSO, 2002) para ser utilizada como controle positivo (CP)
em todas as analises.

O valor desta amostra controle, em cada “imunoblot”, foi ajustado para 1,0 e
cada valor das amostras subsequentes foi expresso em relacdo ao valor da amostra
controle (TAKIMOTO; TAKEYAMA; HAMADA, 2013). As bandas foram quantificadas

utilizando-se o programa computacional ImageLab®.

3.3 Anéalise estatistica

Utilizou-se o programa SAS System para Windows V9. Previamente a
realizacdo das andlises aplicaram-se testes de normalidade de Shapiro-Wilk e
homogeneidade de Levene. Os resultados foram apresentados como média * erro
padrao da média. As medidas morfométricas foram submetidas ao teste de Tukey,
sendo realizado teste “t” de Student ndo pareado para a comparacdo de médias

(amostras independentes) dos grupos DI e DS para todas variaveis e correlacédo de

6 Fotodocumentador ChemiDoc MP-BiO-RAD®
7 BiO-RAD-Immun-Star HRP- Chemiliminescent kit®).
8 BioRad® verséo 4.0
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Spearman para as unidades opticas arbitrarias das isoformas musculares. Para todas

as analises utilizou-se p<0,05.
3.4 Resultados
3.4.1 Lactato plasmatico e custos

A Figura 2 revela que os cavalos do grupo DS apresentaram menores
concentracdes de lactato plasmatico nas alturas 60 cm (p=0,042) e tendéncia a menor

concentracdo na altura 80 cm (p=0,053).

5 1 —e— DI (n=8)
—O0— DS (n=8)
-
g
£ 4
8 31
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>
o 2
0
2
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O 1
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0 T T T T
0 40 60 80

Alturas (cm)

Figura 2. Concentra¢cdes de lactato plasmatico de 16 cavalos Brasileiro
de Hipismo (BH) submetidos a teste de saltos incrementais (TSI); DI=
grupo de desempenho inferior, n=8; DS=desempenho superior, n=8.

* diferenca na concentracdo de lactato plasmatico. # indica tendéncia de
diferenca entre os grupos. Teste “t” de Student, p<0,05.
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A Figura 3 mostra que o grupo DS apresentou custos de lactato plasmatico e

de frequéncia cardiaca menores em todas as alturas quando comparado ao grupo DI.
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Figura 3. Valores do custo de lactato (CLP) e custo da frequéncia cardiaca
(CFC) de cavalos da raca Brasileiro de Hipismo submetidos a teste de saltos
incrementais (TSI). DI=grupo de desempenho inferior, n=8; DS=desempenho
superior, n=8. *indica reducdo do CLP e CFC entre 0s grupos experimentais.
Teste t de Student, p<0,05.
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3.4.2 Analise Morfofuncional

As variaveis morfofuncionais sdo apresentadas na tabela 1. Nao houve
diferencas (p<0,05) entre os grupos quanto a F% de cada tipo de fibra. A avaliacdo
intragrupos evidenciou maior (p<0,001) F% das fibras tipo | em relacéo as fibras IIA e
[IX em ambos os grupos. Os grupos apresentaram menores ASTs das fibras tipo | em
relacédo ao tipo 11X, p=0,007 para o grupo DI e p<0,001 para o grupo DS. N&o foram
encontradas diferencas em relagdo a ATR%.

Tabela 1. Variaveis morfofuncionais do masculo Gluteus medius de 16 equinos da
raca Brasileiro de Hipismo com dois niveis de capacidades fisicas. DI=grupo de
desempenho inferior, n=8; DS=desempenho superior, n=8.

Variaveis GRUPOS
musculares DI (n=8) DS (n=8)
F (%)
| 44,12 + 32 45,92 + 32
A 30,17 £ 0,7° 28,59 + 2P
11X 22,99 £ 2P 25,46 + 2P
AST (um?)
| 15216,2 + 14042 15241,8 + 9802
A 20865,9 + 15402 19878,9 + 12782
11X 32016,7 + 4199° 33252,6 + 2393°
ATR (%)
| 33,10+ 4,8 32,49+ 3,8
A 30,78 + 1,1 27,26+ 3,1
11X 37,63+ 2,0 40,23 + 4,4

Frequéncia (F%), area de seccao transversal (AST umz2 ) e &rea total relativa (ATR%)
dos tipos de fibras musculares I, Il1A e IIX. Media * erro padrdo da média dos valores
morfométricos. Letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.4.3 Transportadores de monocarboxilatos

Os pesos moleculares em kilodaltons (kDa) das isoformas MCT1, MCT4 e CD
147 das hemacias e do musculo Gluteus medius dos grupos experimentais estdo
apresentados na tabela 2 e figura 4. Nao foram encontras quaisquer diferencas entre

0S grupos.

Tabela 2. Pesos moleculares (kDa), MCT1 das hemacias (H), MCT1 muscular (M),
MCT4 muscular, CD147 das heméacias (H) e CD147 muscular (M) de equinos BH.
DI=grupo de desempenho inferior, n=8; DS=desempenho superior, n=8.

Grupos Peso (kDa)

DI 43+0,8
MCT1H

DS 43+0,5

DI 48 + 3,5
MCT1 M

DS 53+4,1

DI 48+1,4

MCT4

DS 45+2,0

DI 45104
CD147H

DS 44 +0,5

DI 39+15
CD147 M

DS 47+2,5

N&o foram encontras diferencas entre 0s grupos.
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A Figura 4 mostra as unidades Opticas arbitrarias do MCT1, das heméacias (H),
dos musculos (M), MCT4 e CD147 das heméacias (H) e musculares (M) dos grupos DI

e DS. Nao foram encontras diferencas entre os grupos DS e DlI.
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Figura 4. Unidades Opticas arbitrarias do MCT1 das hemacias,
MCT1 muscular, MCT4 muscular, CD147 das hemacias e CD147
muscular de equinos BH dos grupos desempenho inferior (DI) e
desempenho superior (DS). Nao foram encontras diferencas
entre os grupos. H = hemacias, M = musculo.
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As correlacdes de Spearman mostram que houve correlacdes positivas entre

MCT1 M x CD147 M nos grupos DI e DS, assim como das expressdes de MCT4 x

CD147 M do grupo DI e DS, como mostra a Figura 5.

MCT 1 M (unidades 6pticas arbitrarias)

MCT 4 (unidades Opticas arbitrarias)

10

10

Dl

bl p<0,0001
r=0,782

c

0 1 2 3 4 5
CD 147 M (unidades 6pticas arbitrarias)

p=0,003
r=0,704

1 2 3 4 5
CD 147 M (unidades épticas arbitrarias)

MCT 1 M (unidades épticas arbitrarias)

MCT 4 (unidades opticas arbitrarias)

10 4

10

DS

p=0,003
r=0,804

D

1 2 3 4 5 6
CD 147 M (unidades oépticas arbitrarias)

p<0,0001
1=0,827

1 2 3 4 5 6
CD 147 M (unidades opticas arbitrarias)

Figura 5. Correlacdo de Spearman entre as expressfes dos transportadores de
monocarboxilatos musculares isoformas 1, 4 e proteina auxiliar CD147. Em A e C
grupo de desempenho inferior (DI), em B e D grupo de desempenho superior (DI)
grupo (DS).
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3.5 Discussao

O estudo permitiu avaliar as expressbes dos transportadores de
monocarboxilatos MCT1 e MCT4 em grupo experimental de equinos da raca BH.
Estas proteinas sdo as principais reguladoras do pH intracelular através da sua
capacidade de facilitar o co-transporte de ions H* e lactato.

As variaveis fisioldgicas, LP e FC, obtidas a partir do TSI aplicado que
mimetizou o gesto desportivo das modalidades SO e CCE (SOARES et al., 2016)
diferenciou a aptidao atlética dos grupos DI e DS. O emprego de tal teste teve como
propésito produzir valores para os calculos dos CFC e CLP com o objetivo de
confirmar a distribuicdo prévia dos grupos com aptiddes fisicas distintas.
Classicamente relatado na literatura concentracbes plasmaticas de lactato e FC
menores indicam melhor adaptacdo, do ponto de vista metabdlico e cardiaco para
realizacdo de atividade fisica (EVANS, 2000; AERTS et al., 2008; FERRAZ et al.,
2008).

Mesmo que o LP ndo seja o0 responsavel pela acidose e/ou fadiga
(ROBERGS, 2004) é capaz de indicar a necessidade de utilizacdo da glicélise
anaerobia pela fibra muscular, notadamente pelas fibras do tipo II. Isto implica dizer
gue, equinos com menor custo metabdlico anaerdbio e/ou cardiaco, possuem melhor
aptidao aerébia, quando comparados em testes de esforcos.

O grupo DS, mostrou-se mais eficiente na realizacdo do exercicio proposto
no TSI, pois utilizarou menos a glicolise anaerdbia e, consequentemente, produziu
menos lactato e H*. Por apresentarem menores valores de custo, nas diferentes
etapas de esfor¢co, os cavalos DS revelaram maior adaptacdo cardiovascular e
metabdlica em relacdo ao grupo DI. Esta adaptacao é atribuida a maior eficiéncia tanto
da bomba cardiaca (EVANS, 2000), como das vias metabdlicas de producao de ATP,
principalmente a aerébia (FERRAZ et al., 2008).

O uso de velocidades constantes para o calculo de custos, como no protocolo
utilizado no presente estudo, foi usado por Piccione et al. (2013). Estes autores
compararam o custo de transporte, em quatro tipos de exercicios: passo, trote, galope
e salto, neste, com velocidades de 21 km/h, sendo que encontraram maior custo nos

equinos que saltaram, atribuindo tal resultado ao deslocamento do centro de massa
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durante o salto em relacdo aos outros andamentos. Assim, Piccione et al. (2013),
consolidaram a utilizacdo da velocidade constante, em esforco de salto para
determinacao do custo de transporte.

Considerando a dificuldade de aplicacdo do conhecimento cientifico, na
pratica do treinamento diario dos animail (ROGERS et al., 2007; CAMPBELL, 2011) a
simplicidade no calculo dos CLP e CLAC, podem ser duas ferramentas para diminuir
a “distancia” entre o que é desenvolvido e descrito no meio académico com aquilo que
se realiza na pratica do dia a dia, maximizando o condicionamento e prevenindo
lesbes com custo beneficio razoavel.

Os resultados mostraram que a raca BH pode, quando necessario, utilizar o
metabolismo glicolitico para obtengdo de energia em mais de 50% das fibras do
musculo Gluteus medius. Independentemente do grupo experimental, os espécimes
agui estudados apresentaram 53% (grupo DI) e 54% (grupo DS) de frequéncia de
fibras IIA e IIX.

Os BHs tornam-se “oxidativos” conforme envelhecem, sendo que a
frequéncia e a area ocupada das fibras IIA aumentam em relacdo as fibras IIX
(D’ANGELIS et al., 2008). A diferenca de idade dos cavalos, 11 anos neste trabalho e
no maximo 4 anos em D’Angelis et al, (2008), pode explicar as diferencas dos
resultados entre os dois trabalhos em relacéo a frequéncia dos trés tipos de fibras.

Outra possivel explicacdo para essas diferencas, pode ser em relacdo ao
treinamento dos equinos aqui utilizados, um treinamento que ao invés de promover
um ganho de forca, o que é desejavel para cavalos de SO, promoveu o ganho de
resisténcia, pois a frequéncia dos tipos de fibras, é dependente do estimulo dado ao
tecido muscular (HINCHCLIFF; KANEPS; GEOR, 2013; LAGE et al., 2017; PICCIONE
et al.,, 2013; RIVERO et al.,, 2007a; RIVERO, 2007; SERRANO; RIVERO, 2000;
WILLIAMS et al., 2009), mesmo equinos de CCE que necessitam de maior capacidade
oxidativa, guando comparados com equinos de SO, também precisam de forca.

A capacidade de utilizac&do da via glicolitica, evidencia a aptidao da raca BH
para a modalidade salto, modalidade de curta duracéo e velocidade moderada, porém,
pode ser uma atividade de alta intensidade, com grande producéo de lactato (= 9,0
mmol/L) (ART et al., 1990) assim como o CCE, onde durante a fase do cross country,

ha similarmente, grande aumento da lactatemia (=15 mmol/L) (AMORY et al., 1993).
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Devido a grande influéncia do PSI em sua formacdo, o BH é uma raca com
grande expressao de MCT1 e CD147 em suas hemacias. Possuindo, a exemplo do
Standardbred, Puro Sangue Inglés e Finnhorse(MYKKANEN et al., 2010), a maioria
dos individuos com grande capacidade de transporte de lactato (DIAS et al., 2000).

O presente estudo revelou a existéncia da isoforma MCT1 e da proteina
auxiliar CD147, juntamente com o MCT4, nas fibras musculares de equios da raca
BH, com pesos moleculares semelhantes aos descritos na literatura para
Standardbred e PSI, (KOHO et al., 2006; KITAOKA et al., 2009; KITAOKA et al., 2011).
Embora fisiologicamente diferentes para variaveis como FC, lactatemia, CLP e CFC,
0S grupos ndo apresentaram diferencas entre as variaveis morfofuncionais e nas
expressdes dos MCT1, MCT4 e CD147 em suas hemacias e musculatura.

A plasticidade celular das fibras musculares permite que ocorra arranjos de
diferentes configuracdes em relacdo a frequéncia e proporcdo de cada tipo de fibra
dentro da musculatura (RIVERO, 2007; D’ANGELIS et al., 2008b), e estes arranjos
sdo diretamente dependentes da natureza do treinamento ao qual um atleta é
submetido (D’ANGELIS et al., 2005; RIVERO et al., 2007b).

Sabe-se que na musculatura, as expressées de MCT1, MCT4 e CD147
aumentam em consequéncia de treinamento intenso, e consequentemente diminuem
em periodo de destreinamento (KITAOKA et al., 2011), Portanto, este ajuste, tal qual
as fibras musculares, é fortemente dependente do grau de condicionamento do atleta.

As correlagbes encontradas no presente trabalho, corroboram a literatura, e
ja eram esperadas, uma vez que as isoformas 1 e 4 de MCTs sédo dependentes da
proteina auxiliar CD147 (HALESTRAP, 2013). Ja foi demonstrado que em hemacias
o carreamento do lactato e dos inos H* € mais dependente da CD147 do que do
MCT1, propriamente dito (KOHO; VAIHKONEN; POSO, 2002).

Ainda que para o MCT4 isto ndo tenha sido estabelecido, ndo seria algo
inesperado, uma vez que alguns inibidores, por se ligarem a CD147, atuam nas duas
isoformas (WILSON et al., 2005). Tais isoformas, somente se fixam corretamente nas
membranas celulares dos mamiferos quando a CD147 € co-expressada juntamente
com o MCT1 e MCT4, fazendo com que o transporte do lactato e H* aumente
(WILSON; MEREDITH; HALESTRAP, 2002).



44

Uma limitacéo deste estudo € o fato de que apenas a expressao da proteina
foi avaliada. De fato, altos niveis de expressdo de proteinas ndo significam
necessariamente que o transportador esteja realmente funcionando de forma mais
eficiente, em termos da capacidade maxima ou afinidade do transportador pelo seu
substrato. Entretanto, procuramos diferencas destas expressdes em grupos de
equinos BH fisiologicamente diferentes, o que nao foi encontrado.

Possivelmente, para encontrarmos diferengas tanto em variaveis
morfométricas, quanto na expressdo dos MCTs musculares de cavalos de hipismo
classico, precisaremos usar animais participantes de categorias com maior amplitude

entre as alturas, animais iniciantes com animais de grand premio.
3.6 Concluséao

Concluimos que mesmo com niveis de condicionamento distintos, cavalos da
ragca BH ndo apresentaram diferengas musculares morfofuncionais, bem como na
expressado do complexo transportador MCT1/CD147 nas hemacias e dos complexos
MCT1/CD147 e MCT4/CD147 musculares.
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4. CAPITULO 3 - Relacéo lactato/hemécias de cdes submetidos a exercicio
intenso e expresséao dos transportadores monocarboxilatos (MCT1 E CD147)

4.1 Introducao

Durante o0 exercicio intenso ocorre transporte de lactato muscular para o
compartimento plasmatico, sendo que as hemacias podem captar parte significativa
deste metabdlito juntamente com ions H*. Este acimulo progressivo de lactato nas
hemécias, demonstrado na espécie humana (SKELTON et al., 1998) e equina (KOHO;
VAIHKONEN; POSO, 2002), pode favorecer a manutencdo do gradiente de
concentracdo entre os compartimentos muscular e plasmatico, promovendo forca
motriz ou direcional para efluxo de lactato durante a contracdo do musculo
esquelético.

Basicamente, existem trés formas de transporte celular de lactato, tais como,
difusdo molecular do lactato, troca i6nica entre Na*/H* e o transporte feito pelos
transportadores de monocarboxilatos (MCTs). Atualmente sdo descritas 14 isoformas
de MCTs dentre as quais se destacam a isoforma 1 (MCT1) que forma o complexo
transportador com a proteina auxiliar CD147, possuindo atuacdo importante no
transporte de lactato e ions H* nas membranas das hemacias (HALESTRAP;
MEREDITH, 2004). Estudo in vitro realizado em cades da raca Beagle, durante o
repouso, investigou o transporte de lactato nas membranas das heméacias, sendo
detectados os transportadores MCT1, MCT7 e a proteina auxiliar CD147 (KOHO et
al., 2008).

Comparando resultados obtidos entre estudos, a taxa de influxo de lactato nas
hemécias de caes, foi substancialmente maior do que a de outras espécies como
humanos, ruminantes e equinos (VAIHKONEN; POSO, 1998; VAIHKONEN et al.,
2001; KOHO et al.,, 2008). Neste sentido, a partir das informacfes reduzidas
encontradas na literatura, aparentemente na espécie canina concentracdes de lactato
entre 0s compartimentos plasmatico e hematico sdo semelhantes, indicando que as
concentracbes sanguineas (sangue total) podem ser estimadas a partir da
quantificacdo do lactato plasmético (KOHO et al., 2008). Entretanto, cabe enfatizar
gue este ultimo estudo obteve estes resultados com cédes em repouso. JA em equinos,

tanto no repouso como apdés 0 exercicio, podem ser encontradas concentracdes
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plasmaticas de lactato 30 a 50% maiores que o0s valores encontrados no sangue total
(HODGSON; MCKEEVER; MCGOWAN, 2014).

Desta maneira, a partir das informacg0es obtidas na literatura, pode-se inferir
que as concentracdes de lactato no plasma e as hemécias de cdes em repouso sédo
similares. Entretanto, até 0 momento ndo foi encontrado estudos que verificaram a
relacdo entre a quantidade de lactato no plasma e hemacias de cédes submetidos a
esforco fisico. A hipotese desta pesquisa é que cdes submetidos a atividade fisica
apresentam concentracoes de lactato plasméatico e sangue total semelhantes. Sendo
assim, os objetivos deste estudo foram investigar a distribuicdo de lactato entre o
plasma e as hemacias de cées da raca American Pitbull Terrier submetidos a exercicio
intenso e quantificar as expressdes nas membranas das hemécias do transportador
MCTL1 e da proteina auxiliar CD147.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Animais e manejo

O presente trabalho seguiu as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacéo
animal, protocolo CEUA — 01236/12. Foram utilizados seis cées da raga American Pit
Bull Terrier, higidos e destreinados (trés machos e trés fémeas), com idade média de
5 + 2 anos, pesando 29 + 3 kg, e altura da cernelha de 50 + 4 cm, pertencentes ao
canil municipal de Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil. Parte desta amostra de cées foi
utilizada num outro estudo publicado recentemente pelo nosso grupo de pesquisa
(BERKMAN et al., 2016).

4.2.2 Teste de Esforco Incremental

Os cées foram submetidos a teste de esfor¢co incremental (TEI) em esteira
rolante de alto desempenho?, pertencente ao Laboratério de Farmacologia e Fisiologia
do Exercicio Equino (LAFEQ-UNESP/Jaboticabal). Apos cinco dias de adaptacao dos

cées a esteira, por meio de sessodes diarias de exercicio com 30 min de duracéo

9 Galloper®, Sahinco LTDA, SP - Brasil
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(BERKMAN et al.,, 2016), aplicou-se o TEIl, que foi constituido por fase de
aguecimento, 4 min a 1,0 m/s. Subsequentemente, as velocidades foram
incrementadas, em intervalos de 4 min, para 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 m/s. Durante a fase
incremental a esteira foi inclinada em 5%. A partir da dltima etapa de esfor¢o (5m/s),
procedeu-se a desaceleracdo, retomando a velocidade para 1,0 m/s, durante 6 min

com finalidade de aplicar desaquecimento ativo nos céaes.

4.2.3 Coletas de sangue e analises

Para coletas sanguineas fixou-se cateter no terco médio da veia cefalica
esquerda de cada cado. Coletaram-se 2,0 mL de sangue que foram acondicionados
em tubos contendo fluoreto de sédio + acido etileno diaminotetracético (EDTA) ao final
de cada etapa de esfor¢o (antes, 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 m/s). Os tubos foram mantidos
sob refrigeracdo (4°C) no maximo 1 h apos a coleta. Para obtencdo do plasma,
aliquotas de 1,0 mL foram centrifugadas por 10 min a 1470g em centrifuga refrigerada.
As concentracdes de lactato sanguineo (LS, sangue total) ou plasmatico (LP) foram
quantificadas por meio de metodologia eletroenzimatica com lactimetro de bancada
10, previamente validada para espécie canina (BERKMAN et al., 2016).

Para estimativa da concentracao intracelular de lactato das hemacias (LH) foi
utiizado a formula matematicaLH = [LS — (1 — Ht) X LP]/Ht onde, LS é a
concentracdo de lactato sanguineo, Ht o hematécrito e PL concentracdo de lactato
plasmatico (KOHO et al., 2008). O Ht foi obtido por meio do método microhematécrito.
Durante as etapas de esforco foi determinada a relagdo LH/LP. Quantificou-se pH
plasmatico, sendo o0 sangue obtido por meio de seringa especifica para
hemogasometria (3,0 mL) e a quantificagdo realizada por meio de analisador portatil't
e cartuchos'®. As amostras para determinacdo do hematdcrito e do pH foram
quantificadas somente antes e apos (etapa 5 m/s) o TEI. A metodologia de Western
Blot foi obtida, com os cdes em repouso, amostra de 4 mL de sangue em tubos de
pressdo negativa com acido etileno diaminotetracético (EDTA). Para obtencdo da

papa de hemacias as amostras foram centrifugadas a 2000g por 10 minutos.

10 YS| 2300 Sport L-lactate and glucose analyzer YSI Incorporated, EUA
11 j-Stat, Care, Abbott Point of Care, EUA
12 CG4+, testing cartridge for i-Stat, EUA
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4.2.4 Western Blot

Amostras contendo 1mL de papa de hemacias foram submetidas ao protocolo
proposto por Koho et al. (2008). Realizaram-se 4 lavagens, seguidas por
centrifugacbes com tampéo fosfato de sodio (pH 8.0; 5 mM). Tal procedimento foi
necessario para obtencdo das membranas das hemacias livres de hemoglobina. Ato
continuo, as amostras foram entdo ressuspendidas em 100 pL do mesmo tampéao
fosfato. Em seguida realizou-se dosagem de proteina total por meio da técnica do
acido bicinconinico?3.

A partir da quantidade de proteina total, utilizou-se 40 pg/poco de proteinas
contidas em tampdo Laemmli e separadas em gel SDS-PAGE 10%, os quais foram
posteriormente transferidos para membranas de nitrocelulose. Apés a transferéncia,
a membrana foi bloqueada com albumina sérica bovina (BSA) a 5% diluida em TBST
0,1%. As membranas foram incubadas overnight com anticorpo primario, anti-MCT1
e anti-CD147 humano (KOHO et al.,, 2008). Apls esta etapa a membrana foi
novamente incubada com anticorpo secundario conjugado anti-coelhoperoxidase.
Realizou-se visualizagcdo por meio de sistema de captura por quimioluminescéncia
(Fotodocumentador ChemiDoc MP -BiO-RAD®) utilizando-se revelador (BiO-RAD-
Immun-Star HRP- Chemiliminescent kit®?). Um dos cées foi usado como controle
positivo (CP) por apresentar expressdo significativa das proteinas, tendo sido
atribuido a ele atribuido o valor 1.0, segundo (KOHO; VAIHKONEN; POSO, 2002;
TAKIMOTO; TAKEYAMA; HAMADA, 2013), sendo as densidades 6pticas dos demais
animais foram calculadas utilizando essa expressdo como referéncia (TAKIMOTO,;
TAKEYAMA; HAMADA, 2013). As bandas foram quantificadas utilizando-se o
programa computacional ImageLab (BioRad® versao 4.0).

4.3 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilks,
sendo posteriormente foram a analise de variancia de uma via, seguida por teste de

Dunn’s. Para pH e Ht, avaliadas somente nos tempos antes e ao término da etapa de

13 Pierce® BCA Protein Assay Kit
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5 m/s, aplicou-se teste t de Student para amostras pareadas. A relacdo entre as
concentracdes de lactato estimado dentro das hemacias (LH) e lactato plasmatico (LP)
vs velocidade foram submetidos a funcdo polinomial inversa de segunda ordem
[f=Y0 + (a/x) + (b/x"2)], sendo aplicado analise de variancia para verificagdo deste
modelo. Correlacdo de Pearson foi utilizada entre as proteinas MCT1 e CD147. Para

todas analises realizadas estabeleceu-se como nivel de significancia p<0,05.

4.4 Resultados

A Tabela 1 revela que as concentracfes de LS, LP e LH ndo apresentaram
diferencas entre si. Todas as concentracfes de lactato aumentaram ao final do TEI
(p=0.021). Nao houve alteragéo do pH (p=0,457), com valores obtidos de 7,46 + 0,06
e 7,53 £ 0,14 para os tempos antes e ap0s a etapa de 5m/s, respectivamente.

Tabela 1. Concentracdes de lactato sanguineo (LS), lactato plasmatico (LP) e lactato
estimado dentro das hemacias (LH) de seis cées da raca American Pit Bull Terrier,
antes e apos o teste de esforco incremental (TEI).

Momento LS LP LH
Antes 1,45 +0.134 1,65+ 0.22A 1,64 + 0.22A
Depois 4,05 + 0.998 4,74 +1.808 4,73 +1.788

Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam elevacao das concentracdes
de lactato induzidas pelo exercicio, Dunn's (p=0.021). O momento “depois” esta
relacionado com a etapa 5 m/s do TEI. Todas as concentracdes sdo dadas em mmol/L.
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Durante o TEI, a relacdo LH: LP foi proxima de 1 (Figura 1).

1,010
1,008
1,006
1,004

1,002 A

LH:LP

1,000 A
0,998 - I I
0,996 - I

0,994 T T T T T T

Velocidades (m/s)

Antes  Aguecimento Fase incremental

Figura 1. Relacdo entre as concentragfes de lactato estimado dentro das heméacias
(LH) e lactato plasmatico (LP) de caes da raca American Pit Bull Terrier submetidos a
teste de esforgo incremental. O aumento na razao teve uma tendéncia polinomial de
segunda ordem (Y= 0,998-0,00304x+0,000782x?; P=0,062, R?=0,81) em relacdo ao
aumento gradual da intensidade de esfor¢o (velocidade e inclinacéao).
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A figura 2 mostra a din@mica das concentracdes de lactato plasmatico e pH sanguineo

durante o teste de esfor¢o incremental.
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Figura 2. ConcentracBes de lactato plasmético e pH dos cées
submetidos ao teste de esforco incremental. *indica elevacéao das
concentracbes de lactato sanguineo em relacdo ao repouso.
Teste t de Student (p<0,05).

Aisoforma MCT 1 e a proteina auxiliar CD147 apresentaram bandas com pesos
moleculares médios de 48 kDa (min-méax: 41 a 56 kDa) e 59 kDa (min-méax: 53 a 70
kDa) (Figura 3).

CP

veT (i | O D e D | o
CD147 | ‘P . -. 59 kDa
Figura 3. Imunoblots do transportador MCT 1 e da proteina CD

147 de cées da raca American Pit Bull Terrier. CP (controle
positivo).
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As unidades Opticas arbitrarias encontradas (UOA) foram de 1,27 (min-max:
0,68 a 1,62) para MCT1 e 1.05 (min-max: 0,8 a 1,29) para CD147. Nao houve
correlacao entre as quantidades de MCT1 e CD 147 (Figura 4).

14 ;
13 1 .

12 - .
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MCT1 (unidades épticas arbitrarias)

0,6 0,8 1,0 1,2 1.4 1,6 1,8

CD147 (unidades o6pticas arbitrarias)

Figura 4. Correlagdo entre a expressao do
transportador MCT1 e a proteina CD 147 de cées da
raca American Pit Bull Terrier.

45 Discussao

Trés achados do presente estudo devem ser mencionados: (1) tabela 1, as
concentracdes de lactato plasmético, do sangue total e das hemécias de cdes que
realizaram atividade fisica foram semelhantes; (2) figura 1, a relagdo entre a
guantidade estimada de lactato das hemacias e aquela quantificada no compartimento
plasmatico apresentou tendéncia de elevacdo conforme a intensidade de esforco foi
incrementada; (3) figura 3, houve deteccdo das expressfes nas membranas das
hemécias do transportador de lactato MCT1 e da proteina CD147 em cées da raca
American Pit Bull Terrier. De modo geral, estes resultados confirmaram descobertas
anteriores (KOHO et al., 2008).

Como informado pela literatura a velocidade de transporte de lactato nas
hemacias decorre da presenca do complexo MCT1/CD147, uma vez que as outras
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formas de transporte (difusdo molecular do acido latico e troca inorganica de anions),
formas predominantes em espécies nao atletas (cabras e bovinos), sé&o
significativamente mais lentas (SKELTON et al., 1995).

A rapidez do influxo de lactato nas hemacias dos cées provocou, a partir dos
resultados obtidos no presente estudo, equilibrio relativo entre as concentracdes no
plasma e hemacias, notadamente, até a etapa 4 m/s. Isso indica que na espécie
canina (KOHO et al., 2008), assim como na espécie humana (FOXDAL et al., 1990),
o lactato plasmatico pode ser utilizado para estimar as concentragfes de lactato
eritrocitario, quando o hematdcrito for conhecido. Numa comparagdo com a espécie
equina, que possui atividade de transporte nas hemacias do tipo bimodal, em relacéao
a capacidade de transporte (MYKKANEN et al., 2010; FERINGER JUNIOR et al.,
2017), as concentragdes de LP e LH possuem diferencas interindividuais marcantes,
tornando comparacdes nesta espécie entre as concentracdes entre LP e LS inviaveis
(KOHO et al., 2008).

Do ponto de vista pratico, a caracteristica de alta atividade de influxo de lactato
para as hemacias, verificada na espécie canina, pode trazer implicagdes importantes,
no gue tange a utilizacdo das concentracdes plasmaticas de lactato para avaliacao
apos o exercicio e, por conseguinte, determinacdo da capacidade aerdbia. Durante o
exercicio agudo, o valor de LP é, em parte, resultado da producéo de lactato muscular,
que é transportado a partir do compartimento muscular para o leito intravascular,
assim como para biotransformacdo hepatica (FAUDE; KINDERMANN; MEYER,
2009).

Ademais, a lactatemia, para mesma intensidade de exercicio tende a diminuir
apos programa de condicionamento fisico, indicando menor necessidade de
contribuicdo da via glicolitica e por consequéncia, aumento da aptidao aerobia. Isso
pode ser explicado pelo fato de que treinamento promove aumento no nimero de
mitocondrias nas fibras musculares, maximizando a utilizacdo do piruvato via
fosforilacdo oxidativa e aumentando a capacidade de remocéao do lactato sanguineo
(FERRAZ et al., 2008).

Entretanto, a velocidade de transporte com que o complexo MCT1/CD147 atua
nas hemacias dos cdes (SKELTON et al.,, 1995), consubstanciada a partir da

tendéncia de aumento da relacéo LH:LP na etapa 5m/s, obtido no presente estudo,
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pode provocar valores subestimados de LP induzindo resultados falsos positivos em
relacdo ao incremento da aptidao fisica. Neste sentido, parece que, em cées, a
utilizacao de LS pode ser a melhor opgéo para utilizagdo do lactato como ferramenta
de avaliagdo da aptiddo fisica de cdes, notadamente, quando a metodologia
laboratorial utiliza componente quimico que lisa as membranas das hemacias.

Aqui também confirmamos dois achados obtidos em estudo prévio (KOHO et
al., 2008). Encontraram-se expressdes de MCT1 e CD147 nas hemécias de cées.
Certamente, o fator que contribuiu com este resultado foi a utilizagdo de anticorpos
comerciais especificos para espécie humana, efeito ja descrito em trabalhos
previamente publicados com cavalos (KOHO; HYYPPA; POSO, 2006; KOHO, 2011).
A marcante variacdo entre individuos também relatada anteriormente (KOHO et al.,
2008), em relacao a quantidade de proteina (unidade 6ptica arbitraria), ndo foi aqui
encontrada, evidenciando maior homogeneidade dos individuos avaliados no
presente estudo. Talvez, a variabilidade individual da quantidade de MCT detectada
em outros estudos (VAIHKONEN et al., 2001; KOHO et al., 2008) pode ser racga ou
espécie-especifica.

A diferenca entre pesos moleculares detectados na presente pesquisa e
agueles encontrados por outro estudo, provavelmente, deve-se a caracteristica ténue
em relacdo aos anticorpos utilizados. Embora ambos estudos utilizaram anticorpos
primarios humanos, Koho et al. (2008) utilizaram anticorpo com peptideos para o
terminal C, que possuem uma sequéncia de 15 aminoacidos, ao passo que o presente
estudo utilizou anticorpo primario com peptideos para o terminal N, que possui uma
sequéncia de 14 aminoacidos (IIZUKA et al., 2003).

Outra diferenca entre os dois trabalhos € que neste caso foram utilizamos 40
ug de proteina diluido em tampé&o Laemmli enquanto Koho et al. (2008) reportou o
emprego de 20 pg para a eletroforese para detecgéo da isoforma MCT1 e 10ug para
a CD147. Esta diferenca metodoldgica pode explicar marcacéo intensa das bandas
aqui reveladas. Nossos resultados também corroboram a literatura, onde ao contrario
de equinos (MYKKANEN et al., 2010), os cdes ndo possuem uma expressao bimodal
do MCT1 ou CD147 em suas hemacias.

Em tempo, a presenca do complexo MCT1/CD147 nas hemécias dos cées,

pode ser vantagem evolutiva para as espécies Canis lUpus e Lycaon pictus. Canideos
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selvagens, de forma geral, possuem como estratégia de caca, longas perseguicdes
em grupo contra suas presas, que normalmente chegam a fadiga antes de seus
predadores (CREEL; CREEL, 1995; MURO et al., 2011),

Ainda, a atuacgéo conjunta do complexo transportador MCT1/CD147 e o MCT7
identificado nas hemacias caninas por Koho e colaboradores (2008), no influxo do
lactato eritrocitario, provavelmente retarda a fadiga permitindo o sucesso deste tipo
de estratégia, pois 0os metabdlitos transportados pela isoforma MCT7, sdo justamente
produzidos em situacbes de exercicios de resisténcia e, também, em episodios de
inanicdo (HALESTRAP, 2013).

A despeito da intensidade de esfor¢co do TEI, que foi alta, com inducédo de
hiperlactatemia os valores de pH nao apresentaram diferengca. De modo comparativo,
corridas de cées da raga Greyhounds induziram aumento de lactato (28,9 mmol/L) e
reducado do pH venoso para 6,997 pH (ILKIW; DAVIS; CHURCH, 1989; HINCHCLIFF
et al., 1993). Levando-se em conta as diferencas Obvias entre raca e tipo de exercicio,
este achado pode ser explicado tanto pelo aumento da relagdo LH:LP, induzida pela
capacidade de transporte do complexo MCT1/CD 147, que carreia, além do lactato,
fons H* para dentro das hemacias (POSO; LAMPINEN; RASANEN, 1995), outro fator
seria a hiperventilacdo (arquejo) que induz hipocapnia venosa, com tendéncia de
elevacdo do pH venoso de cdes submetidos a exercicio (MATWICHUK et al., 1999;
STEISS et al., 2004).

46 Conclusédo

Céaes da raca American Pit Bull Terrier submetidos a atividade fisica intensa
apresentaram tendéncia de aumento da relacdo LH:LP, sendo que foi possivel a

deteccao da isoforma MCTL1 e da proteina CD147 nas hemacias destes céaes.
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5. Anexos
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Tabela 1. Farmacos inibidores do transportador de monocarboxilato 1 (MCT1)
descritos até o presente, divididos em suas classes. Adaptado de Halestrap, 2013.

Farmacos Inibidores do MCT1

Analogos de

Disulfatonatos de Inibidores Outros
q_
estilbeno AstraZeneca Inibidores
cianocinamato
a-cianocinamato AC',do 4.’4 —dlsquomano- AR-C117977 Cloretina
2,2’-estilbenedisulfonico
(DIDS)

a-ciano-4- Acido 4-acetamido-4'- AR-C117977 Quercetina

hidroxicinamato

isotioanatoestilbeno-
2,2’-disulfonico (SITS)

a-fluorocinamato

4,4’-dibenzamido-2,2’-
estilbenodisulfonato
(DBDS)

5-nitro-2-(3-amino-
fenilpropil) benzoato

Fenilcinamato

Acido 4,4'-
dinitroestilbeno-
disulfonico (DNDS)

Acido Niflimico

NNN’N-tetrabenzil-4,4’-

UK5099 o . \ 3-isobutil-1-
diaminoestilbeno-2,2’- Metilxantina
disulfonato (TBenzDS)

4-nitro-4’-
benzamidoestilbeno- .
Mersalil

2,2’-disulfonato (NBDS)

p-sulfonato de
mercuribanzeno




Tabela 2. Farmacos inibidores do transportador de
monocarboxilato 4 (MCT4) descritos até o presente, divididos em
suas classes. Adaptado de Halestrap, 2013.

Farmacos Inibidores do MCT4

Analogos de Inibidores Outros
a-cianocinamato AstraZeneca Inibidores
a-ciano-4- AR-C117977 Cloretina

hidroxicinamato

AR-C117977 5-nitro-2-(3-amino-
fenilpropil) benzoato

3-isobutil-1-
Metilxantina

p-sulfonato de
mercuribanzeno
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