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CINETICA DE BIOMARCADORES SERICOS MUSCULARES E CARDIACOS DE
CAES SUBMETIDOS A EXERCICIO INTENSO E TREINAMENTO AEROBIO

Resumo - As principais alteracfes fisiolégicas ou patolégicas induzidas pelo
exercicio que ocorrem na musculatura esquelética ou cardiaca podem ser
identificadas por meio de biomarcadores séricos. Consolidados em atletas da
espécie humana e equina, sdo praticamente inexistentes em cédes estudos sobre a
dindmica destes biomarcadores relacionados com a pratica de exercicio maximo e
treinamento. Objetivou-se determinar a cinética dos biomarcadores séricos
musculares creatina quinase (CK), aspartato aminotransferase (AST), mioglobina; e
cardiacos, troponina cardiaca | (cTnl) e creatina quinase isoenzima MB (CK-MB) de
cdes submetidos a esforco intenso e condicionamento aerobio. A acdo da
venopuncao sobre os biomarcadores também foi avaliada. Foram utilizados 18 cées
higidos da raca Beagle distribuidos em trés grupos: sedentario (S), ndo treinado
(NT) e treinado (T). Os cées foram submetidos a dois testes de esforgo incremental
(TEI-1 e TEI-2) para obtencéo da curva lactato-velocidade (CLV). Verificou-se se a
CLV teve modelo exponencial. O programa de treinamento foi realizado em esteira
por 8 semanas na velocidade relacionada a 70-80 % do limiar de lactato (VLL).
Determinou-se a velocidade correspondente a frequéncia cardiaca no momento da
fadiga (VFCradiga). Os biomarcadores seéricos foram quantificados nos momentos
basal, antes e 1, 6, 12, 24, 48 e 72 h apds os TEls. Aplicou-se andlise de variancia
de dois fatores para amostras repetidas no tempo seguida por teste de Tukey e
correlacado de Pearson (P<0,05). Elevacdo (P<0,05) das velocidades
correspondentes a VLL e VFCragiga €videnciou melhora da aptiddo aerdébia do grupo
T. Observou-se aumento (P<0,05) na atividade sérica de CK e AST, com valores
maximos ap6s 6 h em ambos os TEIs, com retorno aos valores basais apés 12-24 h.
Em conjunto, a avaliagdo do comportamento dos biomarcadores musculares revelou
recuperacdo do tecido muscular apés os TEls. A cTnl e a mioglobina ndo se
alteraram. A CK-MB apresentou pico de elevacédo (P<0,05) apds 1 h e retorno aos
valores basais apés 12 h em ambos os TEIs, apontando auséncia de lesdes
musculares cardiacas. Observou-se forte correlacdo entre CK-AST (P=0,849) e
correlagdo moderada entre CK-CK-MB (0,493) e AST-CK-MB (0,501). Parece que as
atividades séricas da CK e AST podem sofrer interferéncia da venopungéao jugular.
Conclui-se que o exercicio intenso provocou aumento fisiologico das atividades
séricas das enzimas musculares e cardiacas com rapida recuperacdo, sem
indicativo de lesfes. O protocolo de condicionamento fisico melhorou o rendimento
dos cades, mas ndo influenciou a atividade seérica das enzimas musculares e
cardiacas. Para o monitoramento desportivo em cdes a CK-MB foi o biomarcador
mais confiavel.

Palavras-chave: teste de esforco incremental, creatina quinase, aspartato
aminotransferase, mioglobina, troponina cardiaca I.



KINETICS OF MUSCLE AND CARDIAC SERUM BIOMARKERS OF DOGS
SUBJECTED TO INTENSE EXERCISE AND AEROBIC TRAINING

Abstract - The main physiological or pathological alterations induced by exercise on
skeletal or cardiac musculature can be identified using serum biomarkers. While
studies on the dynamics of such biomarkers are consolidated in humans and horses,
they are virtually inexistent on maximum exercise and training among dogs. This
study aimed to determine the kinetics of the muscle serum biomarkers creatine
kinase (CK), aspartate aminotransferase (AST), and myoglobin and of cardiac
biomarkers cardiac troponin | (cTnl) and creatine kinase isoenzyme MB (CK-MB) of
dogs subjected to intense effort and aerobic conditioning. The effect of venipuncture
on the biomarkers was also assessed. Eighteen healthy Beagle dogs were assigned
to three groups: sedentary (S), untrained (U), and trained (T). The dogs were
subjected to two incremental effort tests (IET-1 and IET-2) so that their lactate vs.
velocity curve (LVC) could be obtained. It was verified whether LVC followed an
exponential model. The eight-week training program was carried out on a treadmill
with speed set to 70-80% of the velocity at lactate threshold (VLT). The velocity
corresponding to the heart rate at the moment of fatigue (VHRFaigue) Was determined.
Serum biomarkers were guantified at the baseline, before, and 1, 6, 12, 24, 48, and
72 h after the IETs. Two-factor analysis of variance was applied for samples
repeated over time followed by Tukey’s test and Pearson correlation (P<0.05). The
increase (P<0.05) in the velocyties corresponding to VLT and VHRFaigue indicated an
improvement in aerobic fitness of group T. Serum activity of CK and AST increased
(P=<0.05), reached maximum values after 6 h in both IETs, and returned to baseline
levels after 12-24 h. As a whole, the assessment of the behavior of muscle
biomarkers showed recovery of muscle tissues after the IETs. Levels of cTnl and
myoglobin were unaltered. Peak CK-MB (P<0.05) was observed 1 h into the IETs
and returned to baseline levels 12 h after they finished, indicating no cardiac muscle
lesions. A strong correlation between CK and AST (P=0.849) and moderate
correlations between CK and CK-MB (0.493) and AST and CK-MB were observed.
Apparently, serum activities of CK and AST may be impacted by jugular
venipuncture. It is concluded that intense exercise led to a physiological increase in
serum activities of muscle and cardiac enzymes with rapid recovery and no apparent
lesions. The physical conditioning protocol improved the performance of the dogs,
but did not impact the serum activity of muscle and cardiac enzymes. CK-MB was the
most reliable sports monitoring biomarker in dogs.

Key words: incremental exercise test, creatine kinase, aspartate aminotransferase,
myoglobin, cardiac troponin I.
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(Q - débito cardiaco na equacéo de Fick

a - contetdo de oxigénio arterial na equgéo de Fick
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO

O treinamento esportivo de cdes compreende um processo disciplinado e
continuo cujo objetivo final € maximizar a aptiddo fisica, técnico-tatica e
comportamental, mediante a realizacdo de exercicios sistematicos com sessdes de
esforco com intensidades progressivas, planejados e prescritos individualmente
(PELLEGRINO et al., 2014).

Apesar da aparente disponibilidade para se trabalhar com cdes em ambiente
experimental, até o momento, h& poucos estudos com foco em fisiologia do exercicio
nesta espécie. A maior parte das pesquisas cientificas esta relacionada com as
corridas de Greyhounds (ILKIW; DAVIS; CHURCH, 1989; STEISS et al., 2000;
DUNLOP et al., 2011; LUCAS et al., 2015), cdes de tren6 (HINCHCLIFF et al., 1993;
HINCHCLIFF et al., 1998; DUROCHER et al., 2006; MCKENZIE et al., 2007) e
competicbes de agilidade canina (ROVIRA; MUNOZ; BENITO, 2007). A maioria
destes estudos descreve a demanda fisiologica (workload), sendo as variaveis
analisadas antes e ap0s o0 exercicio.

Desta forma, faz-se necessario a realizacdo de estudos com caes, focando
programas de condicionamento fisico com a finalidade de se verificar os efeitos
provocados nos diversos sistemas organicos, notadamente, nos compartimentos
musculares, esquelético e cardiaco.

Uma vez realizada adequadamente a adaptacdo ao exercicio em esteira,
tanto os testes de esforco como programas de condicionamento fisico séo
relativamente faceis de realizar. Contudo, resultados préaticos obtidos a partir de
atletas da espécie canina submetidos a protocolo de treino padronizado, prescrito
individualmente e reprodutiveis sdo escassos na literatura. Para este fim, o uso de
esteira rolante motorizada mostra-se bastante vantajoso, uma vez que permite o
controle da intensidade e duracdo do exercicio, bem como das condicdes
ambientais, o que facilita a padronizacdo dos testes para avaliacdo da aptidao fisica
(FERASIN; MARCORA, 2009).



Uma das maiores limitagBes dos testes de esfor¢co descritos na literatura € a
aparente falta de vontade dos cées para caminhar ou correr numa esteira sem um
periodo de adaptacdo anterior (KITTLESON; JOHNSON; PION, 1996). Todavia,
alguns estudos observaram que mesmo 0s cdes ndo familiarizados ao ambiente
laboratorial, sem nunca terem se exercitado em esteira rolante, podem participar
deste tipo de exercicio com sucesso (FERASIN; MARCORA, 2009). A utilizacao de
esteira de alto desempenho para cdes permite a avaliacdo, sob condicdes
laboratoriais controladas, das respostas metabdlicas e musculares esqueléticas,
frente & prética de esforgo fisico. Adicionalmente, pode ser utilizada como fator
adjuvante para protocolos de treinamento e terapéuticos para espécie canina.

Um biomarcador € uma substancia produzida por um tecido especifico que
pode ser detectado no sangue. Deve apresentar elevadas sensibilidade e
especificidade e ser liberado em quantidade proporcional a evolucdo da alteracao
tecidual, de modo a indicar sua presenca, gravidade e prognéstico (ETTINGER;
PROSEK, 2010). Atualmente, a avaliacdo da bioquimica sérica é utilizada para o
monitoramento rotineiro dos atletas da espécie humana e equina. Para estas
espécies estdo consolidados perfis ou padrées clinicos de biomarcadores
musculares e cardiacos relacionados com a pratica de exercicio. Contudo, estes
estudos sdo praticamente inexistentes em cdes. Desta forma, a determinagdo de um
padrdo espécie-especifico da dindmica dos biomarcadores séricos apos o esforco
fisico pode contribuir para diferenciacdo das respostas normais ou fisioldgicas,

daquilo que pode ser considerado patolégico também nesta espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia do exercicio

Tendo em vista a gama de atividades desempenhadas pelos caes, sejam elas
provas desportivas, atividade de busca e salvamento ou mesmo visando a melhora
do condicionamento, torna-se necessario a determinacdo de variaveis para se
avaliar a aptidao fisica destes animais. No homem e em equinos, a determinacéo da
lactatemia e da frequéncia cardiaca (FC) durante os testes de esfor¢co sdo bem
conhecidas. No entanto, na espécie canina, pouco se sabe a respeito destas
importantes variaveis fisioldgicas, uma vez que o0s testes de esforco sao
empregados principalmente na cardiologia veterinaria, com finalidade de diagndstico
e prognostico (KITTLESON; JOHNSON; PION, 1996; FERASIN; MARCORA, 2007).

O exercicio fisico € o estimulo estressante mais fisiol6gico que existe, pois
submete o0 organismo a grandes alteracdes nos biomarcadores séricos. Por
exemplo, elevacbes no hematdcrito que podem indicar condicdes morbidas,
relacionadas com hemoconcentracdo, decorrente de processos fisiopatogénicos
que, na maioria das vezes, sao revertidos somente por meio de intervengdes
terapéuticas podem, por outro lado, ocorrer durante a préatica de exercicio fisico
(GONDIN et al., 2013).

O esforco induz a liberacdo de catecolaminas que, ao promoverem a
contracao esplénica com liberagcdo de hemécias para a circulacdo, proporcionam
melhor perfusédo tecidual, principalmente para o sistema nervoso central (SNC) e
musculatura esquelética (INOUE et al., 2005). Neste caso, ao término do esforgo
fisico ocorre recuperacdo e esta variavel retorna ao seu valor basal, sem que a

variacao represente enfermidade.
2.1.1 Limiar de lactato (LL)
A concentracdo de lactato [lac] sanguineo durante o exercicio € o resultado

da producao de lactato pelo musculo em contracdo, pelo seu transporte do musculo

para a corrente sanguinea, bem como pela sua eliminacdo (FERASIN; MARCORA,



2009). Sua producéo se inicia quando ocorre aumento da taxa muscular glicolitica
anaerodbia para produzir energia necessaria para sustentar a atividade fisica.

A relacdo exponencial entre a [lac] plasmatica obtida a partir de um teste de
esforco incremental (TEI) € uma ferramenta importante para o diagndstico do
condicionamento e prescricdo de programas de exercicio (FAUDE; KINDERMANN;
MEYER, 2009; SOARES et al., 2014). A deflexdo da curva lactato-velocidade (CLV),
caracterizada pelo aumento abrupto da [lac] durante um TEI, representa o inicio do
desequilibrio entre a producdo e a remocao de lactato (CAMPBELL, 2011). Essa
deflexdo é conhecida como “onset blood lactate acumulation (OBLA)” ou limiar de
lactato (LL) (MIRANDA et al., 2014).

Segundo Ferasin e Marcora (2009), nos cdes ndo é possivel uma facil
identificacdo do LL tal como esta descrito em equinos e humanos, ou seja, um
aumento abrupto e sustentado do lactato sanguineo. Estes pesquisadores nao
encontraram o0 ponto de deflexdo da CLV, sendo este achado imputado pela
possivel diferenca existente em caes, no que diz respeito a capacidade de
transporte de lactato produzido pelo muasculo para o sangue. Os autores
especularam que o transporte de lactato pode ocorrer mais lentamente no céao,
talvez pela densidade baixa dos transportadores de monocarboxilatos (MCT).

Contudo, recentemente, o LAFEQ (Laboratério de Fisiologia e Farmacologia
do Exercicio Equino), que possui experiéncia na determinacdo de testes para
avaliacdo da aptidao fisica em atletas da espécie equina (FERRAZ et al., 2009;
MIRANDA et al., 2013; SOARES et al., 2014), conseguiu determinar o LL, por meio
da CLV também em cdes (ADAMS et al., 2015; RESTAN et al., 2015; TRISTAO et
al., 2015). Adams et al. (2015) e Tristdo et al. (2015), ao utilizarem protocolos de TEI
e programa de condicionamento aerobio em Beagles cardiopatas, evidenciaram
melhora da capacidade aerdbia constatada no teste de esforco final apds obtencéo
de maiores velocidades no LL (VLL). Em cées com insuficiéncia cardiaca congestiva
(ICC), na aplicacdo do TEI, Ferasin e Marcora (2007) também constataram aumento
na capacidade fisica individual apos a prescricdo do treinamento.

Em cées higidos submetidos a um protocolo de treinamento em esteira, cinco
vezes por semana, durante quatro semanas, Pascon (2009) evidenciou que o

programa de treinamento proposto foi capaz de melhorar o condicionamento fisico,



bem como outros parametros cardiovasculares, tais como elevacdo da ativagao
parassimpatica, reducéo de indices indicadores de pré-carga, pés-carga e melhorar
a funcéo diastélica. A melhora da capacidade fisica desses animais, nos estudos
citados, envolve a compreensdo dos supostos beneficios ao coracdo, musculatura
esquelética e funcdo vascular, ja bem descritos para o exercicio fisico (CONRAADS
et al., 2013; PHILLIPS et al., 2015).

2.1.2 Frequéncia cardiaca (FC)

Do ponto de vista fisioldgico, durante o esforco, a capacidade aerdbia esta
relacionada ao débito cardiaco por meio da classica equacéo de Fick [VO,=Q x (a-
VO,)]. Durante o exercicio fisico, a FC se relaciona linearmente com o consumo de
oxigénio (VO,). Esta relaco ¢é linear com a velocidade do exercicio. Dessa forma, o
monitoramento da FC pode ser utilizado para estimar indiretamente o VO0,, e
constitui ferramenta Gtil para avaliacdo indireta da capacidade aerdbia (BERKMAN et
al., 2015).

A frequéncia cardiaca maxima (FCméax) é considerada o valor mais elevado
da FC durante um esforco maximo até a fadiga, sendo utilizada como um dos
critérios de verificacdo do esforco maximo em testes ergométricos progressivos
(DENADAI; GRECO, 2005).

Em cavalos puro sangue inglés (PSI), foi observado forte correlagdo também
entre velocidade na FCmax (VFCmax) e consumo de oxigénio maximo (V0,max),
demonstrando que a VFCmax pode ser utilizada para avaliacdo da aptidao fisica
(GRAMKOW,; EVANS, 2006). Neste estudo, foi observado que os cavalos que
atingiram velocidades mais altas na FCméax sédo capazes de postergar a fadiga, ou
seja, sdo capazes de alcancar velocidades maiores com menor dependéncia de
glicélise anaerdbia, apresentando assim melhor desempenho (GRAMKOW; EVANS,
2006).

Contudo, a relagcdo entre VFCmax e desempenho, bem como de outros
parametros utilizados para avaliar a aptidao fisica, depende do tipo de exercicio
realizado, visto a diferenca na utilizacdo de energia aerdbia durante a intensidade

maxima. Em cées, ndo foram encontrados estudos envolvendo a VFCméax durante o



exercicio. Todavia, baseando-se nos principios de fisiologia do exercicio, acredita-se

gue VFCmax seja um bom preditor de endurance também na espécie canina.

2.2 Biomarcadores musculares

O exercicio induz uma variedade de alteracdes reversiveis e fisiologicas em
caes (ROVIRA; MUNOZ; BENITO, 2008; PICCIONE et al., 2012; LUCAS et al.,
2015), podendo a avaliacdo dessas variacdes servir para compreender as vias
metabdlicas envolvidas e as adaptacbes fisiologicas que sao induzidas por
diferentes tipos de exercicio (PICCIONE et al., 2012).

Em relacdo a fibra muscular esquelética, os microtraumas gerados pelo
esforco resultam na liberacdo de proteinas intracelulares como mioglobina, e
enzimas como a creatina quinase (CK), aspartato aminotransferase (AST) e lactato
desidrogenase (LDH) para a corrente sanguinea (SILVA; MACEDO, 2011), sendo a
analise da atividade destes biomarcadores extremamente Gtil para o diagnostico de
danos do musculo esquelético (LUCAS et al., 2015).

O aumento da atividade plasmatica dos biomarcadores musculares muda
durante o exercicio, provavelmente, como consequéncia de um metabolismo
muscular aumentado e mudancas transitérias na permeabilidade da membrana
celular, sem que para isso tenha que ocorrer lesdo significativa das fibras
musculares (ROVIRA; MUNOZ; BENITO, 2008).

2.2.1 Creatina quinase (CK)

Do ponto de vista bioenergético muscular, o sistema fosfagénio, representado
pelos estoques de creatina fosfato, fornece um grupamento fosfato para producéao
de ATP durante o inicio e nos primeiros segundos de contracdo muscular. Esta
reacdo é catalisada pela CK. Esta enzima € classicamente monitorada na espécie
humana (STONE et al., 2017) e equina (FERRAZ et al., 2010).

A CK é primariamente encontrada no musculo esquelético, no miocardio e no
tecido cerebral (AKTAS et al., 1993), sendo considerada por muitos autores como o
melhor indicador de danos musculares (AKTAS et al., 1993; CHANOIT et al., 2002).



Trata-se de uma molécula constituida por duas subunidades, M e B, que sé&o
imunologicamente distintas e sintetizadas por genes diferentes (AKTAS et al., 1993).
Existem trés isoenzimas formadas por estas subunidades: CK-BB, predominante no
cérebro e sistema digestorio; CK-MB, presente no tecido cardiaco, nos rins, nos
intestinos e nos pulmdes; e CK-MM, presente no musculo estriado (AKTAS et al.,
1993).

E conceito estabelecido na literatura que exercicios de alta intensidade
podem provocar elevagdes da atividade sérica da CK (MCGOWAN, 2008), sendo
relacionadas a dano ou aumento transitorio de permeabilidade do sarcolema
(TEIXEIRA-NETO et al.,, 2008). Alguns autores utilizam o estudo da CK para
avaliacdo de treinamento, sendo preconizada avaliacdo de até 24 horas apos o
exercicio para diferenciacdo entre cavalos com resposta fisiologica daqueles com
respostas morbidas (LINDNER et al., 2006).

Segundo Cardinet (1997), os valores normais de CK nos animais domeésticos
podem variar com a atividade fisica, idade e sexo, entre outros. Meyer, Coles e Rich
(1992) citaram valores de normalidade de CK para cades entre 20 e 200 U/L. Um
levantamento realizado por Aktas et al. (1993) observou valores médios em cées da
raca Beagle entre 4 e 118 U/l, comparando oito estudos, relatando grande variagao
individual na atividade sérica normal dessa enzima para a espécie canina.

Outros fatores também podem interferir na atividade deste biomarcador e
devem ser considerados na avaliacdo da mesma. Segundo Stockham (1995),
amostras mal coletadas e manuseadas inadequadamente podem resultar em um
aumento nos valores de CK, uma vez que a venopuncao inadequada pode lesionar
as fibras musculares circundantes. Também a hemolise "in vitro" ou, ainda, a
demora para remocdo do soro, também podem produzir uma falsa elevacdo nos
valores de CK, visto que os eritrocitos contém substancias como adenilatoquinase e
glicose-6-fosfato que interferem com o0s resultados deste biomarcador
(STOCKHAM, 1995).

Em humanos, a atividade sérica da CK € comumente utilizada como marcador
bioguimico para o diagnostico de rabdomiolise. Elevagbes acima de cinco vezes o
limite superior do intervalo de referéncia é considerado sugestivo desta afeccao
muscular (MELLI; CHAWDHRY; CORNBLATH, 2005). As maiores atividades



da CK pés-exercicio sdo observados nos exercicios fisicos prolongados tais como
maratona e triatlon, podendo atingir 50 vezes os valores referenciais (ROSS et al.,
2009).

Ainda em relacdo a rabdomiolise, em cades de tren0 apOs provas de
resisténcia, foram observados valores de CK de 336 a 12420 U/L com atividade
média de 5080 U/L. Nestes caes, a atividade de CK atinge pico entre dois a trés
dias, com elevada incidéncia desta afeccdo (MCKENZIE et al.,, 2007). A
rabdomidlise exercional também €& descrita em corridas curtas de Greyhounds
(WODECKI; HEINRICH, 1993). No que tange seu comportamento frente ao exercicio
na espécie canina, Chanoit et al. (2002), ao estudarem Beagles saudaveis sem
treinamento prévio, submetendo-os a corrida por 60 minutos, ndo verificaram
alteracdes significativas em CK e AST imediatamente apds o exercicio.

Todavia, Rovira, Munoz e Benito (2008) observaram elevacgao discreta de CK
e AST apds 30 minutos de exercicio de busca e resgate em terreno aberto com
duracdo de 20 minutos. Os mesmos pesquisadores (2007) mais uma vez
observaram elevacfes discretas, 30 minutos apdés prova de agilidade canina.
Elevacbes sutis também foram relatadas por Matwichuk et al., (1999), apos
protocolo de exercicio intenso com duracdo de dez minutos em Labradores
Retrievers. Em contrapartida, em estudo com Greyhounds de corrida, observaram
elevacoes significativas de CK (584,19 + 695,88 U/L), e de AST (57,66 + 32,96 U/L),
guando as amostras foram coletadas 24 horas apos corrida (LUCAS et al., 2015).

Segundo Ducan, Prasse e Mahaffey (1982), a atividade sérica de CK atinge
valores maximos em 12 horas, retornando a valores basais 24 a 48 horas depois de
cessar a alteracdo de permeabilidade muscular. Chanoit et al. (2002) ao avaliarem
seis Beagles destreinados em pista de corrida durante uma hora (velocidade média
de 9 km/h), observaram pico de atividade de CK apos trés horas, com elevacbes
moderadas (151 + 58,8 U/L no pico), e retorno a valores basais ap6s 24 horas.

Esta diferenca observada entre os estudos se deve ao fato de que, no geral,
estas respostas dependem de fatores como protocolo utilizado, intensidade, volume
e a frequéncia de exercicios empregados, momentos de coleta apds o exercicio, 0
namero e o nivel de aptiddo dos sujeitos constituintes da amostra dentre outros
(SILVA; MACEDO, 2011).



No que diz respeito ao condicionamento, sabe-se que treinamentos diérios
podem resultar em aumentos séricos persistentes de CK (KRATZ et al., 2002), e que
seus valores em repouso sdo maiores em atletas humanos (FALLON et al., 1999).
Além disso, quando atletas e sedentarios realizam testes de exercicio fisico
semelhante, as atividades de biomarcadores musculares nos atletas sdo menores
que os registrados em individuos sedentarios (KARAMIZRAK et al., 1999). Na
espécie canina até o momento ndo ha registros do comportamento dos

biomarcadores musculares em diferentes estagios de condicionamento.

2.2.2 Aspartato aminotransferase (AST)

A AST é encontrada principalmente no figado, nos eritrocitos e nos musculos
esquelético e cardiaco. Por ser uma enzima presente no citoplasma e nas
mitocondrias, necessita de uma lesdo maior para ser liberada na corrente
sanguinea. Em contrapartida, CK e LDH, por serem enzimas presentes no
citoplasma e apresentarem menor tamanho, conseguem ultrapassar a membrana
celular mesmo que néo exista um dano tecidual muito grande, ou seja, um simples
aumento na permeabilidade de membrana € suficiente para que ocorra o
extravasamento destas enzimas. Desta forma, valores de CK elevam-se primeiro
gue os da AST, sendo que a CK é também a primeira a regressar a valores normais.
A interpretacdo dos valores destas duas enzimas pode ser uma fonte de informacéo
quanto a duracdo ou fase da lesdo (TEIXEIRA-NETO et al., 2008).

No que diz respeito ao exercicio, em estudo com Greyhounds de corrida,
amostras de sangue coletadas 24 horas ap0s o0 exercicio, apresentaram elevacdes
discretas de AST (57,66 + 32,96 U/L) (LUCAS et al., 2015). J& corridas de cées de
trend, evidenciaram elevacfes de 24 + 7 U/L para 137 £ 97 U/L apés dois dias de
prova (FRANK et al., 2015), e de 26,7 + 8.4 U/l para 140,2 + 120 U/L apés cinco dias
de maratona de longa distancia (WAKSHLAG et al., 2010).

Em cées de busca e salvamento em treinamento com duracao de 20 minutos,
nao foi observado elevagbes na atividade deste biomarcador (31,5 + 6,25 U/L)
(ROVIRA; MUNOZ; BENITO, 2008), bem como em provas de agilidade canina (23
6,7 U/L) (ROVIRA; MUNOZ; BENITO, 2007), demonstrando que elevagbes na
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concentracdo sérica de AST, assim como de CK, dependem do tipo de exercicio,
duracéo e distancia percorrida (MCKENZIE et al., 2007).

Em equinos, estudo realizado com animais da raca Quarto de Milha, a
atividade sérica de AST, no repouso, foi de 208,5 U/L e, ap0s prova de Team
Penning, a atividade sérica alcangou valores de 231,2 U/L (MIRANDA et al., 2009).
Ja em outro estudo com equinos finalistas de provas de enduro, foram encontrados
valores basais de AST de 313,9 U/L e, apés o exercicio, de 455,2 UIL,
respectivamente (SALES et al., 2013).

2.2.3 Mioglobina

A mioglobina é uma protoporfirina dimérica encontrada nos mauasculos
estriados esquelético e cardiaco. Perfusdo tecidual inadequada ou trauma podem
levar a liberagdo de mioglobina na corrente sanguinea. Na pratica médica, é
utilizada principalmente como ferramenta diagnéstica precoce no infarto agudo do
miocardio (COLLINSON; STUBBS; KESSLER, 2003), apresentando elevacdo na
concentragdo plasmatica apés uma a trés horas em quadros de necrose miocardica,
com picos entre seis e nove horas, retornando a normalidade em periodos inferiores
a 24 horas (SALLACH et al., 2004).

Em relacdo ao exercicio, em humanos foi observada elevacéo significativa da
mioglobina sérica apds provas de triatlon (THOMAS; MOTLEY, 1984), maratonas de
corrida (SIEGEL et al., 2001; APPLE et al., 2002; GERTH et al., 2002; SMITH et al.,
2004) e em exercicio de elevada intensidade (FEASSON et al., 2002; CLARKSON et
al., 2006). Peake et al. (2004) observaram valores médios de mioglobina sérica de
90 ng/mL uma hora apos exercicio de corrida moderado (60% do VO,max) e de 258
ng/mL apds exercicio de alta intensidade (85% do VO,max).

Em cavalos submetidos a teste de esfor¢co submaximo, a mioglobina
plasmatica apresentou elevagdo apds o0 exercicio, com pico apos 5 minutos. As
concentracdes plasmaticas diminuiram rapidamente, retornando aos valores basais
24 horas apos o exercicio (VALBERG et al., 1993). Ja em outro estudo com equinos

submetidos a exercicio de rapida aceleragcédo e curta duracédo, considerado de alta
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intensidade, foram observadas eleva¢Bes muito sutis da mioglobina sérica, com
auséncia de aumento significativo (YONEZAWA et al., 2010).

Estudos de mioglobinemia na espécie canina sao bastante escassos e até o
momento ndo ha valores de referéncia para a espécie (FRANK et al., 2015). Sua
meia-vida é significativamente curta (aproximadamente nove minutos), devido a
rapida depuracdo renal (AKTAS et al., 1993). Segundo Carreton et al. (2011) a
elevacdo plasmatica da mioglobina em cdes ndo é considerada clinicamente util
devido a sua baixa especificidade, eliminacéo rapida e baixa incidéncia dos niveis de
doenca cardiaca isquémica nesta espécie.

Todavia, diversas pesquisas tém demonstrado concentragfes elevadas de
mioglobina sérica em cdes em variadas patologias. Estudo em caes infectados com
Dirofilaria immitis demonstrou concentracdes séricas elevadas (média de 93 ng/mL)
em cées infectados, notadamente em cdes com microfilaremia (média 273 ng/mL)
(CARRETON et al., 2011). Outro estudo semelhante demonstrou valores séricos
elevados de mioglobina na dirofilariose canina, considerando valores patologicos
acima de 54 ng/mL (CARRETON et al., 2012).

Em cédes com torcdo vélvulo-gastrica também foi observada elevacdo das
concentracbes séricas de mioglobina, bem como uma diferenca significativa dos
valores entre sobreviventes (74 ng/mL) e ndo sobreviventes (238 ng/mL) ap6s o
diagnéstico. A elevacdo foi associada a distensdo gastrica, elevacdo da pressao
abdominal e diminuicdo do retorno venoso, que levam a reducédo do débito cardiaco,
hipotenséo sistémica e hipdxia (ADAMILK et al., 2009).

Burgener et al. (2006) também observaram elevacéo sérica da mioglobina em
caes apobs 48 horas do diagndstico de tor¢do volvulo-gastrica (47 a 700 ng/mL) e no
trauma torécico (118 a 700 ng/mL). Estudo envolvendo cées hipotensos demonstrou
elevacao rapida da mioglobina. A taxa linear de aumento de mioglobina arterial
durante a primeira hora de reperfusdo foi de 51 + 16 ng/mL/minuto
(SPANGENTHAL; ELLIS, 1995).

Foi encontrado apenas um estudo envolvendo a mensuragédo da mioglobina
sérica durante o exercicio na espécie canina. Em caes de trend6 em provas de
resisténcia, foram observados valores médios de mioglobina de 90,8 ng/mL apés

dois dias de prova (aproximadamente 153 km), evidenciando que este tipo de
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exercicio é capaz de promover elevagfes globais dos marcadores musculares, tais
como CK, AST, ALT e mioglobina (FRANK et al,. 2015). Neste mesmo estudo, o
aumento da mioglobina foi moderadamente correlacionado com o aumento da CK.
Sendo a falta de correlacdo forte relacionada as diferencas observadas na meias-
vidas de CK (horas) e mioglobina (minutos) em caes. Estudos mostrando fortes
correlacdes entre CK e mioglobina foram observados em humanos em provas de
triatlon (THOMAS; MOTLEY, 1984).

2.3 Biomarcadores cardiacos

Na Medicina Veterinaria os biomarcadores cardiacos sdo utilizados como
ferramenta diagndstica e progndstica (OYAMA, 2013). Os biomarcadores cardiacos
podem indicar lesdo das células miocardicas, sendo liberados quando h& ruptura de
midcitos, ou ainda indicar estresse miocardico, sendo liberado quando ocorre
estiramento do tecido muscular cardiaco (BOSWOOD, 2007). A mensuracdo de
suas atividades séricas é util em situacbes como diferenciacdo entre causas
cardiacas e ndo cardiacas de dispneia e tosse, lesdo miocéardica isquémica, trauma
toracico, miocardite, cardiotoxicidade de farmacos, e no diagnéstico de doenca
cardiaca assintomética, permitindo intervencdo terapéutica precoce (ETTINGER;
PROSEK, 2010).

2.3.1 Troponina Cardiaca | (cTnl)

As troponinas tém recebido crescente atencdo como marcadores especificos
de injaria celular miocardica em humanos e, atualmente, sdo consideradas como 0s
preferiveis de injaria cardiaca em mamiferos (LAVECCHIO et al., 2009). As
troponinas cardiacas sao exclusivamente expressas no miocardio e tém se mostrado
mais sensiveis e especificas do que outros marcadores séricos empregados
anteriormente para o diagnéstico ndo invasivo de necrose miocardica (FERRASIN;
MARCORA, 2007; OYAMA, 2013), sendo pouco provavel que sua elevacao esteja

relacionada a reagdo cruzada com musculo esquelético (O'BRIEN et al., 2006).
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Devido a elevada sensibilidade e especificidade, a cTnl € uma importante ferramenta
para o diagndstico precoce do infarto agudo do miocardio em humanos.

Embora o infarto agudo do miocardio seja raro em caes, elevadas
concentracfes de cTnl tém sido associadas a muitas outras doencas clinicamente
relevantes nesta espécie, tais como, doencgas cardiacas congénitas e adquiridas
(OYAMA; SISSON, 2004; SPRATT et al., 2005; BURGENER et al., 2006; NEWBY et
al., 2012), efusdo pericardica (SHAW; RAOZANSKI; RUSH, 2004), dirofilariose
(CARRETON et al., 2011; 2012; 2013), cardiomiopatia arritmogénica do Boxer
(BAUMWART; ORVALHO; MEURS, 2007), contusdo cardiaca (SCHOBER;
KIRBACH; OECHTERING, 2009) e associada a doencas ndo cardiacas, mas que
afetam o coracdo, como dilatacéo volvulo-gastrica (SCHOBER et al., 2002), piometra
(HAGMAN et al., 2007; PEREIRA et al., 2016), insolacdo (MELLOR et al., 2006),
insuficiéncia renal (PORCIELLO et al.,, 2008; SHARKEY et al., 2009), babesiose
(LOBETTI et al., 2012), dentre outras. Todavia, segundo Santos et al. (2011), caes e
gatos saudaveis podem nao apresentar atividade de cTnl detectaveis na circulacéo.
Alguns animais podem apresentar tracos, ou seja, concentracfes geralmente
inferiores a 0,1ng/mL.

Embora haja muitos estudos que relatam elevacao da concentracao sérica de
troponina apds atividade fisica, ndo ha um consenso sobre a prevaléncia,
mecanismos e significado clinico da liberacdo de troponina induzida pelo exercicio.
Teorias sugerem que elevac¢des nas concentracdes de cTnl podem ser explicadas
por uma leve hipoxia durante o exercicio. Esta hipOxia poderia provocar uma
alteracdo na permeabilidade do miocardio, resultando numa fuga de
macromoléculas na corrente sanguinea (NOSTELL; HAGGSTOM, 2008). Em ratos,
foi observado que periodos curtos de hipdxia podem induzir a liberacdo de cTnl sem
morte celular (PIPER et al., 1984). Desta forma, especula-se que esta liberagéo seja
um processo benigno e que ndo esteja relacionada com necrose miocardica
(MARTINS, 2009; SHAVE et al., 2010). Contudo, novos estudos que investiguem o
miocéardio durante e apdés o exercicio devam ser conduzidos para validar esta
hipotese (THARWAT; AL-SOBAYIL; BUCZINSKI, 2013).

Ao avaliar o exercicio intenso de curta duracdo em esteira de alta velocidade

em equinos, verificou-se que as concentragdes maximas de cTnl ocorrem trés a seis
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horas ap6s o exercicio. Contudo, as elevacdes das concentracbes séricas
apresentam-se no limite superior das concentracées consideradas normais para a
espécie (DURANDO et al., 2006).

Estudo com galgos de corrida apresentaram elevagdes discretas da cTnl
(0,02 a 0,14 ng/mL), com pico duas horas ap6s a corrida (7 km) e retorno aos
valores basais ap6s 24 horas (média 0,05 ng/mL) (THARWAT; AL-SOBAYIL;
BUCZINSKI, 2013).

Ja em estudos relacionados ao exercicio de alta intensidade, avaliando a cTnl
em repouso e apos provas de enduro em equinos higidos, foi observado aumento
significativo na concentracdo sérica ap0s a atividade fisica, sugerindo lesao
miocéardica (HOLBROOK et al., 2006; NOSTELL; HAGGSTROM, 2008). Também
em atletas humanos, provas de enduro foram relacionada as elevacfes da cTnl
(OKEEFE et al., 2012).

Ainda no contexto de exercicio de alta intensidade, concentracbées de cTnl
em caes de trené que participaram de provas de resisténcia de longa distancia,
foram encontradas bem acima do intervalo de referéncia estabelecido para a
espécie (0,1 ng/mL). Estes cées percorreram 100 milhas diarias durante cinco dias e
elevam consideravelmente as concentracfes de cTnl (média 1,2 ng/mL) apls o
exercicio diario (MCKENZIE et al., 2007).

Em outro estudo com cédes de trend em prova de duracdo moderada (dois
dias), foi observado elevacdes discretas das concentracdes séricas de cTnl
imediatamente apds o exercicio (WAKSHLAG et al., 2010). Desta forma, observa-se
que a atividade sérica de cTnl esta diretamente relacionada a intensidade e duracao
do exercicio.

Em atletas humanos apds exercicio maximo em esteira, ndo foram
observadas elevacdes séricas das troponinas cardiacas (SHAVE et al., 2010).

Nostell e Haggstrom (2008) e Shave et al. (2010) dédo énfase na importancia
de considerar o momento de coleta da amostra apdés a atividade fisica, tipo de
treinamento instituido e teste envolvido para avaliar o comportamento deste

biomarcador quando relacionado a sua aplicabilidade em exercicios.



15

2.3.2 Creatina quinase isoenzima MB (CK-MB)

Outro biomarcador cardiaco intensamente utilizado na espécie canina € a
creatina quinase — isoenzima MB (CK-MB). Quando ocorre necrose do miocérdio, ha
liberacdo desta isoenzima para 0 meio extracelular e sua dosagem representa um
recurso importante para a deteccdo de lesdo cardiaca nesta espécie (DINIZ;
SCHWARTZ; COLLICCHIO-ZUANAZE, 2007).

Em humanos, a dosagem da CK-MB ¢€ utilizada como principal método para
confirmacédo ou exclusdo do infarto agudo do miocardio e sua elevagédo pode indicar
eventos cardiacos desfavoraveis em populacdes de alto risco (DE PAIVA et al.,
2011). Em medicina veterinaria é utilizada para avaliar cardiotoxicidade de farmacos
e em protocolos experimentais de intoxicacdes (DINIZ; SCHWARTZ; COLLICCHIO-
ZUANAZE, 2007; FREITAS et al., 2015).

O aumento da atividade sérica da CK-MB foi relatado em cées com
comprometimento miocardico secundario a parvovirose, dirofilariose, endocardite,
cardiomiopatia hipertrofica, trauma toracico (SCHOBER et al., 1999; DINIZ;
SCHWARTZ; COLLICCHIO-ZUANAZE, 2007) e degeneracdo mixomatosa da
valvula mitral, podendo ser utilizado como parametro na detecc¢éo de lesdo cardiaca
e progndéstico desta cardiopatia (BAKIREL; GUNES, 2009). Segundo Pino et al.,
(2008), a hipodxia instalada nas doencas cardiovasculares ocasiona instabilidade e
altera a permeabilidade da membrana dos midcitos, acarretando a elevagdo desta
enzima no soro.

Contudo, é relatada consideravel dificuldade para quantificar a CK-MB, que
pode ser mensurada tanto por sua atividade sérica, por meio de testes bioquimicos
(CK-MB atividade), quanto por sua concentracdo total (CK-MB massa), por meio de
ensaios imunométricos. Enquanto a dosagem de CK-MB determina a atividade da
enzima, o teste de CK-MB massa detecta sua concentracéo, independentemente de
sua atividade, o que torna o CK-MB massa mais confiavel, uma vez que apresenta
melhor sensibilidade analitica, pois detecta enzimas ativas e inativas. A literatura
veterinaria € escassa em relatos de dosagem de CK-MB massa em cées e ha
poucos valores de referéncia para esta isoenzima, o que dificulta sua utilizacdo na

rotina veterinaria (FREITAS et al., 2015). Ferreira et al. (2011) bem como Santos et
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al. (2011) encontraram valores de normalidade inferiores a 20 U/L. Freitas et al.
(2015) consideraram valores de normalidade entre 20,7 a 24,6 U/L para a espécie
canina.

No que diz respeito ao exercicio, estudo com caes saudaveis submetidos a
um treinamento aerdbico observou, por cromatografia, aumento significativo na CK-
MB no miocérdio do ventriculo esquerdo, atribuindo tal achado a hipertrofia cardiaca
compensatoria, resultado de uma resposta adaptativa favoravel (STUEWE;
GWIRTZ; MALLET, 2001). Em estudo com Greyhounds de corrida, apenas cinco
dos 32 cées avaliados apresentaram aumentos ténues nas concentracoes
plasmaticas de CK-MB apds competicao e, 24 horas apds o término, estes mesmos
animais ja apresentaram valores estatisticamente semelhantes aos basais
(THARWAT; AL-SOBAYIL, BUCZINSKI, 2013). Sabe-se ainda que a liberacdo da
isoenzima MB ocorre de forma aguda, apresentando rapida inativacdo quando
comparada as demais isoenzima (SCHOBER, 2005).

Em equinos, analise do soro e dos tecidos quanto a porcentagem de
composicdo das isoenzimas da CK observaram quantidade de CK-MB muito
pequena presente no coracdo (1,4% da CK total) e sugeriram que a determinagao
da isoenzima MB no soro de equinos ndo tem valor na deteccéo de lesdo cardiaca.
Além disso, a mensuracdo da atividade sérica da isoenzima CK-MB apresenta
limitacbes baseadas na meia-vida curta e reatividade cruzada com o musculo
esquelético também nesta espécie (MICHIMA; MIRANDOLA; FERNANDEZ, 2010).

Também nos caes, Schober (2005) considera que a CK-MB ndo seja um
marcador cardiaco adequado por ser pouco especifico para essa espécie,
representando de 4 a 13% da atividade total da CK no miocéardio canino. Além do
tecido cardiaco, a CK-MB também € encontrada nos pulmdes, intestino, rins e
musculatura esquelética.

Michima, Mirandola e Fernandez (2010) acreditam que a utilizacdo da CK-MB
como Unico marcador cardiaco ndo traz informacdes relevantes a respeito da
integridade cardiaca sob influencia do exercicio. Contudo, quando associada a cTnl,
a CK-MB pode aumentar sua especificidade na deteccdo de alteracdo miocardica
(YONEWAZA et al., 2010).
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Neste trabalho avaliaram-se algumas enzimas, como a CK, AST e CK-MB.
Tanto na espécie humana (STONE et al., 2017) como na equina (TEIXEIRA-NETO
et al., 2008), os estudos da cinética destas enzimas foram realizados. Ademais, 0s
cdes participaram de um programa de condicionamento submaximo numa
intensidade de 70-80% do LL em esteira. Os resultados desta pesquisa podem servir
de base para outros estudos com a espécie canina. Desta forma, o segundo capitulo
da presente dissertacdo abordara alguns métodos para determinacédo da capacidade
aerObia de caes, bem como a cinética de alguns biomarcadores cardiacos e
musculares frente ao exercicio. A versao em inglés deste artigo serd enviada para o

periddico Research in Veterinary Science.
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CAPITULO 2 - Cinética de biomarcadores séricos musculares e cardiacos de
caes submetidos a exercicio intenso e treinamento aerébio

1. INTRODUCAO

A avaliacdo da bioquimica sérica é utilizada para o monitoramento rotineiro
dos atletas da espécie humana e equina. Técnicas laboratoriais automatizadas para
a quantificacdo de alguns biomarcadores séricos tornaram-se acessiveis, com
custos relativamente modicos. Isto originou perfis clinicos de biomarcadores
musculares e cardiacos induzidos pelo exercicio e treinamento, que podem auxiliar
na determinacdo do grau de aptidao fisica dos atletas e até mesmo propriciar
abordagem preventiva de lesdes por meio do diagnodstico de enfermidades
musculares subclinicas. Desta forma, a determinacdo de um padrdo espécie-
especifico da dindmica dos biomarcadores séricos apdés o esforco fisico,
notadamente, a atividade de algumas enzimas séricas como a creatina quinase
(CK), aspartato aminotransferase (AST) e proteinas musculares como a mioglobina,
pode contribuir para diferenciacdo de respostas fisiologicas, daquilo que pode ser
considerado patologico.

A despeito da popularidade dos esportes praticados pelos cées, as
informacgdes na literatura sobre a dindmica destes biomarcadores séo relativamente
reduzidas e difusas. Nos resultados cientificos publicados previamente ndo héa
padronizacdo dos momentos de coleta e as variaveis sao obtidas a partir de estudos
sobre a demanda fisiolégica (workload), que caracterizaram o comportamento de
biomarcadores musculares em algumas modalidades esportivas como as corridas de
Greyhounds (Lucas et al., 2015), corridas de caes de trend (Frank et al., 2015) e
provas de agilidade (Rovira et al., 2007).

A atividade da CK € encontrada em diversos tecidos, sendo considerada
indicadora de alteracdes da musculatura estriada esquelética durante programas
treinamento ou exercicio maximo. Ja a AST é encontrada principalmente no figado e
musculos esquelético e cardiaco, podendo ser liberada na corrente sanguinea mais
tardiamente em relacdo a CK. Em equinos, apos a atividade fisica, valores séricos

da CK tendem a se elevar primeiro quando comparado aos da AST, sendo que,
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mudancas na atividade destas duas enzimas estdo relacionadas a intensidade do
exercicio, maximo ou submaximo (Teixeira-Neto et al., 2008). Ademais, a auséncia
de elevacdes persistentes destas enzimas, apdés a atividade fisica, pode ser
atribuida a prescricdo adequada de intensidades de treinamento (Stone et al., 2017).

Outro biomarcador muscular com potencial para ser utlizado no
monitoramento de atletas € a mioglobina, proteina com potencial para ligacdo ao
oxigénio, encontrada nos musculos estriados esquelético e cardiaco. Perfuséo
tecidual inadequada ou les6es musculares podem levar a liberacdo de mioglobina na
corrente sanguinea. Em humanos foi observado elevagéo significativa da mioglobina
sérica apos provas de maratona (Smith et al., 2004) e em exercicio realizados por
meio de contracdes excéntricas maximas dos musculos do cotovelo (Clarkson et al.,
2006). Na Medicina Veterinaria desportiva 0os estudos sao escassos, sendo relatado
elevagbes pontuais na mioglobina sérica de cavalos submetidos a teste de esforco
submaximo (Valberg et al., 1993) e caes de tren6 (Frank et al., 2015).
Semelhantemente as enzimas CK e AST, faltam estudos em cées sobre o perfil da
mioglobina apds o treinamento e exercicio.

Com relacdo a musculatura cardiaca, as troponinas juntamente com a
creatina quinase isoenzima MB (CK-MB) tém recebido crescente atencdo como
marcadores de injuria do miocardio em mamiferos (LaVecchio et al., 2009). Em cées
foi demonstrado que a troponina cardiaca | (cTnl) é biomarcador de eleicdo para
lesGes miocardicas agudas e cronicas (Spratt et al., 2005). Observou-se elevac¢es
em caes de trend (Wakshlag et al., 2010) e Greyhounds de corrida (Tharwat et al.,
2013). Em relacdo CK-MB, quando ocorre necrose do miocardio ha liberagdo desta
isoenzima para 0 meio extracelular e sua atividade sérica representa recurso
importante para deteccdo de lesdo cardiaca também na espécie canina (Diniz et al.,
2007).

Estes biomarcadores supracitados podem ser avaliados conjuntamente
durante programas de treinamento fisico em cées. O treino sistematico € um
processo de atividade continua, cujo objetivo € maximizar as capacidades aerébia e
cognitiva mediante a realizacdo de exercicios semanais, prescritos individualmente
(Pellegrino et al., 2014). Na espécie humana e equina € comum a utilizacdo de

testes de exercicio incremental (TEI) para obtencéo do limar de lactato (LL). Trata-se
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de indice classico para diagnostico do condicionamento aerobio e prescricdo de
intensidades de treinamento (Faude et al., 2009; Soares et al., 2014). A deflexdo da
CLV, caracterizada pelo aumento abrupto da [lac] obtida a partir de um TEI,
representa o inicio do desequilibrio entre a producdo e a remocdo de lactato
(Campbell, 2011). Essa deflexdo é conhecida como onset blood lactate acumulation
ou limiar de lactato (LL) (Miranda et al., 2013). Nestes testes também pode ser
obtida a frequéncia cardiaca (FC), indice indireto para a predicdo da capacidade
aerobia (Berkman et al., 2015).

De maneira geral, faltam pesquisas sobre o padréo cinético de biomarcadores
musculares e cardiacos de caes submetidos ao esforco fisico intenso realizado em
condicBes controladas. E hipotese desta pesquisa que a espécie canina apresenta
um padréo sérico de biomarcadores musculares e cardiacos apos a realizacdo de
exercicio intenso. Conceitos elementares para elaboracdo de programas de
condicionamento fisico objetivando o aumento da capacidade aerObia foram
utilizados. Desta maneira, objetivou-se determinar a cinética dos biomarcadores da
atividade muscular e cardiaca em cades submetidos ao exercicio maximo e ao
condicionamento aerébio. Secundariamente, o impacto de fatores externos, como
venopuncao, transporte e cateterizacdo, sobre os biomarcadores também foi
avaliado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Farmacologia e Fisiologia do
Exercicio Equino (LAFEQ), localizado na Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista (Unesp), Campus de
Jaboticabal, SP. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp/Jaboticabal
(protocolo numero 21324/15).

O fluxograma do estudo esta apresentado na Figura 1. Utilizaram-se 18 cées

adultos, sem quaisquer indicativos de doenca prévia ou concorrente, da raca Beagle,
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sendo dez machos e oito fémeas, com idade média de 2 + 1 anos, provenientes do
canil do Laboratorio de Pesquisa em Nutricdo e Doencas Nutricionais de Caes e
Gatos da FCAV da UNESP, campus de Jaboticabal, SP. Os caes foram mantidos
em canis individuais, tendo a disposicdo 4gua ad libitum e dieta exclusivamente a

base de ragdo, calculada em consonancia com sua demanda energética individual.
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2.2 Grupos experimentais

Os cées foram distribuidos em trés grupos. O grupo treinado (T) foi submetido
a dois testes de esforco incremental (TEI-1 e TEI-2), separados entre si por um
programa treinamento aerébio com 8 semanas de duragdo (n=6, trés machos e trés
fémeas). O grupo néo treinado (NT), controle positivo, realizou somente os testes de
esforco (TEI-1 e TEI-2), ndo participando, portanto, do treinamento (n=6, quatro
machos e duas fémeas). Finalmente, o grupo sedentéario (S) foi utilizado como
controle negativo, sendo que os caes nao realizaram TEI e treinamento, sendo
realizado coletas de sangue nos mesmos 8 momentos que os caes submetidos a
TEI (basal, antes e 1, 6, 12, 24, 48 e 72 h), antes (coleta 1) e apds oito semanas
(coleta 2) (n=6, trés machos e trés fémeas). Este ultimo grupo foi utilizado para
verificacdo de possiveis interferéncias de fatores externos aos TEls sobre os
biomarcadores.

Para certificar o estado de saude dos animais, hemogramas e exames
bioquimicos foram realizados antes do inicio do experimento. Os hemogramas foram
efetuados em analisador hematolégico veterinario (Sysmex pocH-100iV®,
Lincolnshire - USA). A avaliacdo da bioquimica renal e hepética foi realizada por
meio de processo cinético em analisador semiautoméatico (LABQUEST BIO 2000°,
Sdo Paulo - Brasil), utlizando-se kits comerciais das enzimas alanina
aminotransferase (ALT) (ALT/GPT Liquiform - Labtest), fosfatase alcalina (FA) (FA
Liquiform - Labtest), uréia (Uréia Liquiform - Labtest) e creatinina (Creatinina
Enzimatica Liquiform — Labtest). Para assegurar a higidez cardiaca, os animais
foram submetidos a exame eletrocardiografico com o aparelho digital
(Eletrocardiégrafo TEB®, Campinas — Brasil) e ecodopplercardiografia (Ecocardio

Doppler® Siemens, Munique - Alemanha) nos modos bidimensional, M e Doppler.
2.3 Adaptacéo, TEIl e programa de treinamento
Durante 10 dias, os 12 cées que participaram dos TEI-1 e TEI-2 foram

adaptados a sala da esteira onde foram realizados os TEIs e o treinamento. Todos

os cées foram incentivados a subir na esteira (Galloper® 5500, Sahinco, Palmital -



37

Brasil), desligada, e receberam reforco positivo, comida Umida e biscoitos, como
recompensa. Apoés familiarizagdo com o ambiente os cédes foram posicionados,
individualmente, sobre a esteira, que foi acionada na velocidade inicial de 1,5 m/s
induzindo a movimentacdo do céo, que foi atraido por membros da equipe de
pesquisadores que o estimularam a se deslocar para, posteriormente, iniciar o
treinamento de modo seguro. Os caes utilizaram coleira peitoral anatdmica de modo
confortavel para facilitar a contencdo e garantir maior seguranca durante o
treinamento. Sessdes diarias para adaptacéo tiveram duracdo de aproximadamente
5 min para cada céo.

Os TEls foram realizados sempre no periodo da manha, em sala climatizada
(temperatura de 20°C e umidade do ar de aproximadamente 70%). Todos 0s cées
foram submetidos a jejum alimentar de 3 h com acesso livre a agua. Uma vez
adaptados a esteira, iniciou-se o teste com aquecimento numa velocidade de 1,5
m/s por 5 min, sem inclinagdo. Na sequéncia, os caes foram submetidos a etapas de
velocidades crescentes com inclinacédo de 7,5% e incrementos de velocidade de 0,5
m/s a cada 7 min. O teste foi finalizado no momento que os cdes apresentassem
sinais de fadiga caracterizados pela incapacidade de acompanhar a velocidade da
esteira. Entre cada etapa de velocidade os cdes foram submetidos a 120 s de
repouso passivo com a esteira desligada.

A partir dos TEls foi obtido o ponto de deflexdo da CLV, de cada céo, dos
grupos T e NT, para identificacdo visual do LL (Cunha et al., 2009). Tal ponto foi
relacionado com a velocidade correspondente, estabelecendo, assim, a velocidade
relacionada ao limiar de lactato (VLL). Aplicou-se funcdo exponencial (y=ae™, onde
y= [lac], mmol/L e x=velocidade, m/s) para verificacdo do padrdo matematico da
CLV. A VLL obtida no TEI-1 foi utilizada para prescrever individualmente o programa
de condicionamento (Figura 2). Ao final o periodo de condicionamento, os cées
foram submetidos novamente ao teste de esfor¢co progressivo (TEI-2), objetivando
comparar os resultados com aqueles obtidos no TEI-1.

Somente o grupo T realizou treinamento, que foi realizado trés dias por
semana (segunda, quarta e sexta-feira), durante oito semanas consecutivas, no
periodo da manha, entre 08:00 e 12:00 h. Apds 5 min de aquecimento, a velocidade

foi aumentada para 70% da VLL nas quatro primeiras semanas e posteriormente
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para 80% da VLL da quinta a oitava semanas. As velocidades prescritas foram
calculadas individualmente, a partir da velocidade correspondente ao LL, tomada
como 100%. Estas velocidades foram mantidas durante 20 min com a esteira
inclinada a 7,5%, permanecendo nesta inclinacdo até o término da sessdo. Cada
sessdo de treino teve duragdo de 30 min continuos, sendo 0s cinco minutos iniciais
e finais correspondentes a 50% da velocidade programada, empregados como

aguecimento e desaquecimento.
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2.4 Amostras de sangue

Objetivando-se elaborar as CLVs foi quantificado as [lac]s, durante os TEIs,
por meio da obtencdo de 4 mL de sangue, em cada etapa de esforco, por meio de
cateter (BD Angiocath® 16 GA) fixado no terco médio da veia jugular direita. A
obtencdo de sangue, em cada etapa de esfor¢o, foi realizada no momento 90 s,
durante o periodo de repouso passivo. As amostras de sangue foram
acondicionadas em tubos contendo fluoreto de sédio (6 mg), que foram mantidos
sob refrigeracdo (4 °C). Imediatamente apds o final dos TEIs, as [lac]s foram
determinadas por meio do método eletroenzimatico com bioanalisador automatico
(YSI 2300 Stat Plus®, Ohio - USA).

Imediatamente apds os TEIs, o cateter foi retirado e as amostras sanguineas
subsequentes para determinagdo dos biomarcadores musculares e cardiacos foram
obtidas por meio da venopuncéo, alternadamente, das jugulares esquerda e direita,
com agulhas 0,8 x 0,25 mm acopladas a seringas de 10 mL. Coletaram-se 8 mL de
sangue em cada um dos 8 momentos (basal, antes, 1, 6, 12, 24, 48 e 72 h), sendo
distribuidos em tubos previamente identificados, sem anticoagulante, para obtencao
de soro. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 1470g em centrifuga
refrigerada a 4°C. As aliquotas para a dosagem dos biomarcadores foram
congeladas a -80°C, até o momento da andlise. As amostras basais de todos os
grupos foram coletadas no canil, por venopuncdo jugular, respeitando-se as
condi¢bes habituais dos cdes, sempre as 7:00 h da manha. Ato continuo, os cées
foram transportados confortavelmente, internamente ao campus da FCAV/UNESP,
por meio de veiculo motorizado refrigerado, sendo que a distancia entre o canil e a
sala da esteira foi de aproximadamente 1000 m. A amostra no momento “antes” foi
obtida por meio de cateter jugular, coletadas 30 a 60 min ap6s a cateterizacao,
devido a logistica da equipe de pesquisadores na sala da esteira, imediatamente
antes do inicio dos TEls. Ao término do TEI o cateter foi retirado, sendo as amostras
dos momentos 1, 6, 12, 24, 48 e 72 h apds o término dos TEls, coletadas por
venopunc¢ao jugular. Antes dos TEls, todos os caes foram mantidos sem atividade

fisica por um periodo de 48 h.
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As quantificagdes dos biomarcadores foram realizadas por meio de processo
cinético em analisador semiautomatico (LABQUEST BIO 2000®, Sao Paulo - Brasil),
utilizando-se kits comerciais para determinacéo da atividade enzimatica das enzimas
CK (CK-NAC Liquiform - Labtest), AST (AST/GOT Liquiform - Labtest) e CK-MB (CK-
MB Liquiform - Labtest). A mioglobina e cTnl foram mensuradas por meio de ensaio
imunométrico por quimioluminescéncia (Immulite® 1000 Immunoassay System —
SIEMENS, Pennsylvania - USA) com cartucho especifico, segundo instrucbes do

fabricante.

2.5 Frequéncia cardiaca

Para a avaliacdo da frequéncia cardiaca foi realizada a monitorizacdo por
meio do equipamento Holter, utilizando-se aparelho digital (CardioLight - Cardios®,
Sao Paulo - Brasil), gravados em cartdo eletromagnético (flash-card) e analisado por
decodificacdo computadorizada (Sistema Cardioscan10, S&o Paulo - Brasil). O
gravador foi diretamente atado ao dorso do animal, imediatamente antes do inicio
dos TEls, oferecendo liberdade de movimento durante o exercicio, com protecdo do
aparelho e dos cabos, que foram ligados a eletrodos, por meio de ataduras de
crepom tipo cysne (8cm x 1,8m), permitindo total liberdade de movimentacdo. Ao
final dos testes o aparelho foi retirado e, a partir dos dados obtidos no Holter,
determinou-se a FC no momento da fadiga e as velocidades correspondentes
(VFCradiga)

2.6 Andlise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a normalidade usando o teste de Shapiro-
Wilk e homocedasticidade usando o teste de Bartlett. Os biomarcadores musculares
e cardiacos sofreram transformacdo logaritmica (loge(x) +1) para se ajustarem a
distribuicdo normal. O esquema experimental utilizado foi um trifatorial (3 grupos, 2
testes e 8 momentos) no delineamento inteiramente casualizado, com 6 repeticdes.
Utilizou-se o modelo Yijkl = p + 1i + &) + Bk + (T*B)ik + yl + (T*y)il + (B*y)kI + (T*B*y)ikI

+ eijkl, em que Yijkl € a observacao ijkl, y € a média geral, Ti € 0 efeito do grupo i
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(sedentario, ndo treinado ou treinado), & € o efeito do animal j dentro de grupo
(amostras repetidas no tempo), (T*0)ij € a interagédo entre o grupo i e animal j, B € o
efeito do teste incremental k (antes ou depois de 8 semanas), (T*B)ik € a interagao
entre grupo i e teste k, yl é o efeito do momento de coleta | (basal, antes, apos 1, 6,
12, 24, 48 e 72 h dos testes incrementais), (T*y)il € a interacdo entre grupo i e
momento |, (B*y)kl & a interagdo do teste k e momento |, (T*B*y)ikl é a interagédo entre
0 grupo i, o teste k e 0 momento de coleta |, e eijkl € o erro aleatério com média O e
variancia 02, a variagao entre as mensuragdoes. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia de efeitos mistos para amostras repetidas, seguida por teste de
Tukey (P<0,05). Realizou-se correlacdo de Pearson entre os residuos das variaveis
segundo o modelo apresentado acima (P<0,05). Todas as analises estatisticas
foram realizadas no programa SAS 9.3. Os resultados, quando apresentados sem

transformacao foram expressos como mediana (minimo-méaximo).

3. RESULTADOS

O perfil da amostra dos exames hematologicos e bioquimicos para a
verificagdo da higidez dos cdes esta apresentado na Tabela 1. Nao foram
evidenciadas alteracdes no eletrocardiograma e na ecodopplercardiografia.

Um dos caes do grupo NT ndo completou o primeiro TEI, pois se recusou a
acompanhar os aumentos de velocidades, sendo retirado do teste antes de atingir a

fadiga. Por este motivo também n&o participou do TEI-2.



Tabela 1. Perfil hematoldgico dos animais ensaiados (valores de referéncia da

populacdo amostral).

Variavel Média Erro padrao Min/Max
Leucdcitos totais (uL)  10.028 0,636 6.600-13.600
Hematdcrito (%) 46,6 0,933 41-53

Plaquetas (uL) 271.700 13,640 213.000-402.000
ALT (U/L) 64 6,156 20-102

FA (U/L) 67,2 7,913 20-115

Uréia (mg/dL) 37 7,230 22-66

Creatinina (mg/dL) 0,63 0,039 0,4-0,9

Média, Erro Padrdo e Amplitude dos valores de hemograma, uréia, creatinina,

alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) de 18 cées da raca

Beagle distribuidos entre os grupos treinado (T, n=6), ndo treinado (NT, n=6) e

sedentario (S, n=6), realizados antes do inicio do experimento.

43
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3.1 Avaliacédo da aptidéo fisica

Para avaliacdo da eficacia do condicionamento aerdbio, o presente estudo
utilizou indices tradicionais relacionados com as [lac]s e FC. As curvas de tendéncia
e suas respectivas equacoes para os grupos T e NT foram significativas (P<0,01) e
estdo apresentadas na Figura 3, sendo que revelaram modelo matematico de
crescimento exponencial das CLV (Figura 3). No grupo T houve deslocamento da
CLV para a direita apos 8 semanas de treinamento aerébio (Figura 3A). Tanto a VLL
como a VFCragiga aumentaram apos 8 semanas de treino aerobio, sendo que no TEI-
2 as velocidades do grupo T foram maiores quando comparado ao grupo NT. Ja no
grupo NT, a VLL e a VFCeagiga N80 diferiram entre os TEls (Figura 4).

As médias e erros padrdes das FC apresentadas pelo grupo T no momento
da fadiga foram de 240 = 5,3 bpm no TEI-1 e 240 £ 5,8 bpm no TEI-2. Para o grupo
NT as médias foram 221 + 4,3 bpm e 211 + 4,9 bpm respectivamente para o TEI-1 e
TEI-2.

Nas outras variaveis CK, AST, cTnl e CK-MB, ndo houve interacdo entre
momento, teste de esfor¢co (TEI-1 e TEI-2) e grupo, na comparacéo entre os TEls.
Por este motivo, os dados de cada variavel, dentro do mesmo grupo (intra-grupo),
obtidos a partir dos TEI-1 e TEI-2, foram analisados juntamente para a elaboracdo
dos graficos de perfis. A seguir sdo apresentados os resultados dos biomarcadores

séricos.
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Figura 3. Representacao gréafica das curvas lactato-velocidade (CLV) de cées da raca Beagle submetidos a teste de esforco
incremental (TEI) e condicionamento aerébio durante 8 semanas, realizado a 70-80% da velocidade correspondente ao limiar
de lactato (VLL). (A) Tantes © Tpepois = cdes que realizaram TEl e condicionamento; (B) NTanes € NTpepois = Caes que
realizaram somente o TEI. Observar linhas de tendéncias exponenciais, sendo a para Tanes, Y= 0,4556°°291™ P<0,0001, R*=
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0,6808°019%%* 'p<0 0001, R*= 0,92. (A) Seta indica deslocamento & direita da CLV.
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Figura 4. Representacao grafica das médias + erros padrdes das velocidades no LL (A) e velocidades na frequéncia cardiaca
no momento da fadiga (B) em cdes da raca Beagle do grupo treinado (T, n=6), submetidos a um protocolo de
condicionamento aerébio com duracdo de 8 semanas, realizado a 70-80% do LL, durante 8 semanas, e do grupo néo
treinado (NT, n=6), que nao participou de programa de condicionamento. TEI-1 e TEI-2, testes de esfor¢o incremental 1 e 2.*

indica aumento da VLL e da VFCragiga N0 TEI-2 em relagdo ao TEI-1 no grupo T (P<0,05). # indica maior VLL e VFCgadiga dO

grupo T em relagcéo ao grupo NT (P<0,05).
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3.2 Creatina quinase (CK)

A cinética da CK esta representada na Figura 5. O programa de treinamento
nao modificou a atividade da CK para o grupo T. Também nao foi observado
alteracéo para os grupo NT entre os TEIs, bem como no grupo S. No momento basal
os valores foram iguais (P>0,05) entre os grupos. As atividades séricas de CK de
cdes Que compuseram O0S grupos experimentais revelaram alguns valores
marcadamente elevados, no momento antes dos testes de esfor¢co. Para os grupos
T e NT as medianas foram 792 (64 - 3120 U/L) e 246,2 (82 - 602 U/L)
respectivamente. A atividade da CK foi maior (P<0,05) nos grupos T e NT quando
comparados ao grupo S até 24 h apds o término dos TEls. O pico de atividade sérica
da CK foi observado apds 6 h em todos os grupos, revelando valores maiores nos
grupos T e NT. Especificamente para estes grupos, as medianas foram 4035 (164-
15795 U/L) e 1190,5 (629 - 4433 U/L), respectivamente. No grupo NT os valores
basais foram retomados apds 12h. Ja para o grupo T e S apenas as 48 h foram
observados valores semelhantes (P>0,05) ao momento basal.
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Figura 5. Cinética da atividade enzimatica sérica da creatina quinase (CK) de 17 caes da raca Beagle distribuidos entre os
grupos treinado (T, n=6) e ndo treinado (NT, n=5), submetidos a teste de esfor¢co incremental (TEI), e grupo sedentario (S,
n=6). Letras mailsculas representam diferenca entre os grupos, enquanto letras minasculas correspondem a diferenca

intragrupos, de acordo com o teste de Tukey (P<0,05). Utilizou-se transformacdo logaritmica (loge(x) +1) para a analise

estatistica.
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3.3 Aspartato aminotransferase (AST)

O programa de treinamento também ndo modificou a atividade da AST
para o grupo T. Também néo foi observado alteracdo para os grupo NT entre os
TEIs, bem como no grupo S entre as duas coletas. No momento basal evidenciou-
se igualdade (P>0,05) entre os grupos, como mostra a Figura 6. Assim como
observado na atividade da CK, a AST revelou valores elevados nos grupos T e
NT, com variacdo intragrupos. Foram observadas medianas de 65 (20-146 U/L)
para o grupo T e 38,5 (26-52 U/L) para o grupo NT no momento “antes”. No
momento 6 h, os grupos T e NT atingiram valores significativamente maiores
(P<0,05) que o grupo S. A partir de 12 h ndo houve diferenca entre 0s grupos
(P>0,05). Semelhante ao observado com a CK, o pico plasmético da atividade de
AST foi observado apés 6 h em todos os grupos. No pico foram observadas
medianas de 148,5 (15-738 U/L) para o grupo T, 73 (52-178 U/L) para o grupo
NT, e 49,5 (20-314 U/L) para o grupo S. Houve recuperacao da atividade da AST
para o grupo T no momento 48 h. Para os grupos NT e S os valores basais foram

retomados a partir de 12 h.
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Figura 6. Cinética da atividade enzimatica sérica da aspartato aminotransferase (AST) de 17 cées da raca Beagle distribuidos
entre os grupos treinado (T, n=6) e nao treinado (NT, n=5), submetidos a teste de esforco incremental (TEIl), e grupo
sedentario (S, n=6). Letras maiusculas representam diferenca entre 0s grupos, enquanto letras minasculas correspondem a
diferenca intragrupos, de acordo com o teste de Tukey (P<0,05). Utilizou-se transformacéo logaritmica (loge(x) +1) para a

andalise estatistica.
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3.4Mioglobina e troponina cardiaca | (cTnl)

Em relacdo a mioglobina sérica, observaram-se valores superiores aos
detectaveis pela metodologia utilizada (2,0 ng/mL) somente em alguns caes
submetidos aos TEls (grupos T e NT), 1h apds o esfor¢co. No grupo T, somente um
cao atingiu 2,4 no TEI-1 e trés caes revelaram aumento de mioglobina no TEI-2,
sendo a mediana de 2,9 (2,7-6,10 ng/mL). Ja& no grupo NT, somente um cédo no TEI-
1 apresentou aumento de mioglobina, sendo o valor de 3,7 ng/mL. Ndo houve
alteracdo na cTnl, sendo que somente dois cdes do grupo NT apresentaram valores
iguais a 0,36 e 0,31 ng/mL nos momentos 6 (TEI-1) e 48 h (TEI-2), respectivamente.

3.6 Creatina quinase isoenzima MB (CK-MB)

N&o houve diferenca (P>0,05) entre os TEIs entre os grupos T e NT, bem
como entre as coletas antes e apds o periodo experimental no grupo S, em nenhum
dos momentos avaliados (Figura 7). Os valores nos momentos basais e antes do
exercicio nao diferiram (P>0,05) entre os trés grupos. Os grupos NT e T
apresentaram valores maiores (P<0,05) quando comparado ao grupo S entre 1 e 6
h. As 12, 24 e 72 h n&o houve diferenca entre os grupos (P>0,05). No grupo T, o
pico sérico foi evidenciado com 1 h, com mediana 138,5 (102-236 UI/L),
permanecendo até 6 h. A partir de 12 h as concentracdes nédo diferiram (P>0,05) do
valor basal no grupo T. No grupo NT, o pico também foi observado com 1 h, com
mediana de 160,5 (107-223 U/L), e queda apds 6 h. O grupo S ndo apresentou

oscilacdes significativas até 72 h.
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Figura 7. Cinética da atividade enzimética sérica da creatina quinase isoenzima MB (CK-MB) de 17 cdes da raca Beagle
distribuidos entre os grupos treinado (T, n=6) e ndo treinado (NT, n=5), submetidos a teste de esfor¢co incremental (TEI), e
grupo sedentario (S, n=6). Letras mailsculas representam diferenca entre 0s grupos, enquanto letras minusculas
correspondem a diferenca intragrupos, de acordo com o teste de Tukey (P<0,05). Utilizou-se transformacéo logaritmica

(loge(X) +1) para a analise estatistica.
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3.7 Correlagéo

A Tabela 2 revela os coeficientes de correlagcdo obtidos. Houve forte
correlacdo entre as concentracdes de CK e AST, moderada correlacédo entre CK e
CK-MB, bem como entre CK-MB e AST. Nao houve correlagéo significativa entre os

demais biomarcadores avaliados.



Tabela 2. Correlagbes entre biomarcadores musculares e cardiacos de cées da

raca Beagle.
CK AST Mioglobina cTnl CK-MB
CK 1.000 0.849* 0.115 0.015 0.493*
AST 0.849* 1.000 0.058 0.005 0.501*
Mioglobina 0.058 0.058 1.000 -0.000 0.094
cTnl 0.005 0.005 -0.000 1.000 -0.012
CK-MB 0.493* 0.501* 0.094 -0.012 1.000

Creatina quinase (CK), aspartato aminotransferase (AST), troponina cardiaca |
(cTnl),creatina quinase isoenzima MB (CK-MB). P<0,05.
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4. DISCUSSAO

Os principais achados obtidos neste estudo demonstraram que céaes
submetidos a esforco fisico intenso apresentaram aumento transitério de
biomarcadores séricos do metabolismo muscular. Ademais, em caes, parece que 0
transporte, contencdo, cateterizagdo e venopuncéo, podem alterar as atividades
séricas de CK e AST. Foi possivel determinar o padrao cinético das enzimas CK,
AST e CK-MB que sao classicamente monitoradas na espécie humana (Stone et al.,
2017) e equina (Teixeira-Neto et al., 2008). Os caes que fizeram treinamento aerdbio
em esteira melhoraram sua aptidado fisica. Este achado pode servir de base para
outros estudos envolvendo cées de alto rendimento esportivo ou para elaboracdo de
protocolos para manutencdo da saude ou terapia ndo farmacoldgica de
enfermidades como obesidade e cardiopatias.

O TEI utilizado no presente estudo é rotineiramente empregado na medicina
esportiva para determinacdo da capacidade funcional de atletas por meio da
obtencdo do LL e FC. Estas variaveis sdo empregadas para prescrever programas
de treinamento, bem como para avaliar a capacidade funcional aerdbia (Piepoli et
al., 2011). Em cées sao relativamente escassos o0s estudos sobre o uso do TEI em
esteira para obtencéo da CLV, sendo que estas avaliagdes permitem a obtencéo de
resultados reproduziveis, necessarios para comparacdo com outros estudos
(Piccione et al., 2012). Nesse sentido, o protocolo de TEI empregado no estudo em
pauta foi satisfatério para fornecer respostas fisioldgicas Uteis tanto para prescricdo
como avaliacdo de um programa de atividade fisica aerdbia, levando-se em conta a
individualidade de cada céo.

O método que utiliza a elevacdo abrupta da [lac] oriunda da CLV e a
determinacdo visual da VLL foi utilizado a partir de estudo realizado em
camundongos (Cunha et al.,, 2009). A opc¢do por este método foi devido aos
resultados obtidos a partir de estudos seminais (Restan et al., 2016; Tristdo et al.,
2015), realizados pelo LAFEC, que obtiveram, em cées, elevagbes das [lac]s
relativamente menores quando comparados aos equinos (Miranda et al., 2013).
Nesta Ultima espécie, a maioria das pesquisas (Campbell, 2011) utiliza método que

relaciona a velocidade com a concentracdo fixa de lactato em 4 mmol/l (V4),
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conhecida, em inglés, como onset blood lactate accumulation (OBLA). Ademais, as
regressdes matematicas tiveram coeficiente de determinacéo (R?) positivo, indicando
a existéncia de crescimento exponencial da CLV em cées, comportamento este
classicamente estabelecido em humanos (Messias et al., 2017) e equinos (Soares et
al., 2014). Sem duavida, este € um achado que contribui com a literatura sobre
fisiologia do exercicio na espécie canina.

Ainda sobre a metodologia do TEI utilizado neste estudo, sabe-se que a
protocolo-dependéncia das metodologias para obtencdo da CLV (Miranda et al.,
2013), pode influenciar o aumento da [lac] dos caes submetidos ao TEI. Sem
davida, a relacdo entre protocolo de esforco e outros fatores como grau de aptidao
fisica, raca e tipo de fibra muscular podem modificar a producéo de lactato, sendo
esta uma lacuna presente na literatura na espécie canina. Desta maneira, 0
procedimento utilizado na presente pesquisa foi baseado em estudo prévio (Ferasin;
Marcora, 2009), que sugeriu haver um possivel “delay” no transporte de lactato entre
0 musculo e o plasma, quando comparado aos humanos e equinos. Ademais,
parece que as hemacias da espécie canina possuem capacidade maior de retirada
de lactato do compartimento plasmatico, via transportadores monocarboxilatos
MCT1 e MCT7 (Koho et al., 2008). Estes dois mecanismos explicam a opc¢éo do
protocolo aqui estabelecido, sendo prescrito intervalo de 2 min entre as etapas
incrementais do TEI.

O treinamento prescrito melhorou a aptiddo fisica dos cées, indicando
aumento da capacidade funcional desses animais e, consequentemente, incremento
da tolerancia ao exercicio, evidenciados pelo aumento das VLLs para o grupo T.
Além disso, para este grupo, houve deslocamento da CVL para a direita apos 8
semanas de treinamento, ou seja, as [lac] para uma mesma intensidade de exercicio
diminuiram com programa de condicionamento indicando menor necessidade de
contribuicdo da via glicolitica e, por consequéncia, aumento da aptiddo aerébia. Este
achado pode ser explicado pelo fato de que treinamento aerébio promove aumento
no numero de mitocondrias, capilares e enzimas oxidativas nas fibras musculares,

maximizando a utilizacédo do piruvato via fosforilacdo oxidativa (Ferraz et al., 2008).

Numa avaliacdo geral e empirica, a melhora da capacidade funcional apés o

periodo de condicionamento foi nitida. Nas primeiras sessdes de treino, os cées
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ficaram cansados e, transcorrida a primeira semana, verificou-se facilidade dos
mesmos em acompanhar a velocidade estipulada na esteira. Outro aspecto
observado foi a adaptabilidade apresentada pelos animais do grupo T. No decorrer
das oito semanas de treinamento, os cdes demonstraram menor ansiedade e
agitacdo durante o transporte até a sala da esteira. Esta mudanca comportamental
positiva foi observada pelos tratadores, que relataram menor ansiedade e diminui¢cao
de disputas com outros caes, facilitando o manejo dos mesmos. Neste sentido,
estudos complementares a respeito dos beneficios comportamentais promovidos
pelo exercicio em caes fazem-se necessarios.

Também foi detectado melhora da aptidao cardiovascular. Durante o exercicio
fisico, a FC se relaciona linearmente com o consumo de oxigénio (V0,) e ambos
possuem linearidade com a velocidade do exercicio. Dessa forma, 0 monitoramento
da FC foi utilizado, na presente pesquisa, para estimar indiretamente o VO,,
constituindo ferramenta util para avaliacdo aerobia (Berkman et al., 2015). A FC
obtida no momento de fadiga num TEI, por vezes, esta proxima da FCmax. Em
cavalos Puro Sangue Inglés (PSI) foi observado forte correlacdo entre VFCnax €
V0,4, demonstrando que este indice pode ser uma ferramenta (til na avaliacdo da
aptidao fisica (Gramkow; Evans, 2006). No presente estudo, foi observado maiores
valores de VFCragiga N0 grupo T. Em equinos, foi observado que os animais que
alcancaram velocidades mais altas na FCmax foram capazes de retardar a fadiga,
ou seja, alcancaram velocidades maiores com menor dependéncia de glicélise
anaerobia. Em caes, ndo foram encontrados estudos envolvendo a VFCmax durante
o exercicio. Contudo, a partir dos principios fisiolégicos, acreditamos que VFCeagiga
seja um bom preditor de endurance. Desta forma, € possivel afirmar que os
aumentos da VLL e VFCeradiga apresentados pelo grupo T representaram adaptagéo
metabdlica aerdbia e cardiovascular em resposta ao protocolo de condicionamento.

Com relacdo as outras variaveis, o aumento da atividade sérica dos
biomarcadores da musculatura esquelética apds o exercicio ocorreu, provavelmente,
como consequéncia do metabolismo muscular exacerbado, que provocou mudancgas
transitorias na permeabilidade do sarcolema (Rovira et al., 2008; Teixeira-Neto et al.,
2008). Em relacdo a CK, Meyer et al. (1992) reportaram valores de normalidade para

cédes entre 20 e 200 U/L. Adicionalmente, a literatura relatou que ha grande variagéo



58

individual da atividade sérica normal dessa enzima para a espécie canina (Aktas et
al., 1993), o que também foi evidenciado no presente estudo. Dentre os caes
submetidos aos TEls foram encontrados valores relativamente altos, em relacdo aos
valores basais, ap0s o transporte e a cateterizacdo. Este fato pode ser explicado
pela excitacdo durante o transporte e pela expectativa pré-exercicio. Além disso,
parece que a espécie canina € mais sensivel ao processo invasivo de introduc¢éo do
cateter, que provoca lesdes tanto da musculatura lisa da veia jugular como do
musculo esquelético adjacente. Esta explicacdo pode ser fundamentada a partir de
estudos que relataram a importancia da CK total no musculo liso de vasos de
individuos da espécie canina e humana (Karamat et al., 2013; Morello et al., 2014;
Stockham, 1995). Também foi relatado aumento da atividade sérica da CK,
denominada enzima seromuscular, de cdes submetidos a oclusdo experimental da
artéria mesentérica (Thompson et al., 1990).

Alguns estudos em cdes, com diferentes intensidades de exercicio e
momentos de coleta distintos ndo encontraram alteracdo ou relataram discreta
elevacdo nas atividades da CK e AST (Rovira et al., 2007; Rovira et al., 2008). Em
contrapartida, estudo com Greyhounds de corrida (Lucas et al., 2015), observaram
elevac0es significativas de CK (584,19 + 695,88 U/L), e de AST (57,66 + 32,96 U/L),
quando as amostras foram coletadas 24 h apo6s corrida, demonstrando que
elevacBes na concentracdo sérica de CK e AST dependem do tipo de exercicio,
intensidade, duracdo e/ou da distancia percorrida, bem como do momento da coleta
(McKenzie et al.,, 2007). No presente estudo foram observadas elevacdes na
atividade de CK na maioria dos caes avaliados. O pico da atividade de CK deu-se 6
h apds o término do exercicio em todos os grupos que fizeram TEI, retornando aos
valores semelhantes aos basais em 24 h, de forma semelhante a espécie equina
(Teixeira-Neto et al., 2008).

Em relacdo a AST, as elevacbes nas atividades séricas apresentaram-se
mais discretas, proporcionalmente a CK, sendo que, em diversos momentos, 0S
valores de AST ndo excederam os valores de referéncia para a espécie. Isso se
deve ao fato da AST estar presente no citoplasma e nas mitocondrias, necessitando
de grau maior de comprometimento do sarcolema e da fibra muscular em si para ser

liberada na corrente sanguinea. Em contrapartida, a CK, enzima presente no
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citoplasma, apresenta peso molecular baixo, conseguindo ultrapassar o sarcolema
mesmo que ndo exista um dano tecidual consideravel, ou seja, um aumento
moderado na permeabilidade de membrana € suficiente para que ocorra o
extravasamento plasmatico desta enzima (Perez et al., 1997). Em equinos, a
atividade sérica da CK eleva-se primeiro que a AST, sendo que a CK é também a
primeira a regressar a valores normais (Teixeira-Neto et al., 2008). Todavia, no
presente estudo, a cinética da AST foi semelhante a da CK, sendo que o0s picos
séricos de liberacdo ocorreram, em ambas as enzimas, 6 h apds o término do
exercicio, sendo que houve recuperacdo apos 24 h. Este achado pode ser
explicado, possivelmente, pelo fato de as fibras musculares de caes apresentarem
maior niumero de mitocondrias em relacdo a outras espécies (Braga et al., 2016).

Sabe-se ainda que programas de treinamento podem induzir elevacdes
basais séricas persistentes de CK (Stone et al., 2017). No estudo em questdo nao
houve efeito do condicionamento fisico, em nenhum momento, na atividade dos
biomarcadores cardiacos e musculares. Entretanto, no grupo T as velocidades finais
alcancadas foram maiores apdés o0 treinamento. Assim, mesmo estes caes
permanecendo em exercicio por mais tempo os valores médios da atividade sérica
de CK e AST foram semelhantes aos encontrados no inicio do experimento. Além
disso, os coeficientes de correlacdo de Pearson mostraram forte correlacdo entre as
concentracbes de CK e AST, assim como encontrado por Frank et al. (2015) em
estudo com cédes de trend. Neste contexto, ambos biomarcadores mostraram poder
ser utilizados, preventivamente, para predizer alteracdes musculares relacionadas
ao treinamento na espécie canina.

Ainda sobre a cinética da CK e AST e sua relacdo com 0 monitoramento
preventivo e clinico da ocorréncia de rabdomidlise induzida pelo exercicio, 0s
achados deste estudo revelaram que, a despeito dos aumentos das atividades
enzimaticas observadas, os cdes nao apresentaram sinais de lesdo muscular
importante. Em humanos, a atividade da CK acima de 5 vezes ao limite superior do
intervalo de referéncia é considerada diagndéstico de rabdomiolise (Melli et al., 2005).
Também em equinos, a classificacdo do grau de rabdomiolise € baseada nos
valores de atividade sérica destas enzimas, sendo o maior grau associado a valores
superiores a 1000 U/L de CK e de 1200 U/L de AST (Rivero; Piercy, 2008). No
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presente estudo, diversos cées apresentaram atividade sérica de CK acima de 1000
U/L, com valor maximo de 15795 U/L no pico de atividade ap6s 6 h. Contudo,
nenhum dos cées estudados apresentou manifestacfes clinicas compativeis com
rabdomidlise, tais como musculos dolorosos e tensos, alteragfes da locomocéao, ou
coloracdo avermelhada da urina (Helton, 2009). Adicionalmente, o protocolo de teste
de esforco incremental utilizado neste estudo provocou elevagdo transitoria de
mioglobina sérica somente em alguns cées e, do ponto de vista cardiaco, ndo houve
alteracéo da cTnl.

A cTnl é frequentemente associada a CK-MB para incrementar a
especificidade na deteccdo de alteracdo miocéardica (Yonezawa et al., 2010). Em
estudo cromatografico, caes higidos submetidos a treinamento aerdbio observou-se,
por meio de bidpsia, aumento significativo na CK-MB no miocardio do ventriculo
esquerdo. Tal achado foi atribuido a hipertrofia cardiaca compensatéria, resultado de
uma resposta adaptativa benéfica (Stuewe et al., 2001). Ademais, em estudo com
Greyhounds de corrida, apenas 5 dos 32 cdes avaliados apresentaram aumento
discreto nas concentracfes plasmaticas de CK-MB apds competicédo e, 24 h apos o
término, estes mesmos animais ja apresentaram valores estatisticamente
semelhantes aos basais (Tharwart et al., 2013). No presente estudo, o pico de
atividade de CK-MB foi observado 1 h apds os TEIs nos grupos T e NT. Os valores
basais foram retomados 12 h apds o término do exercicio. Este achado é justificado
pelo fato de a liberacdo da isoenzima MB ocorre de forma aguda, apresentando
rapida eliminacdo renal quando comparada as demais isoenzima (Schober, 2005).

No grupo S ndo houve pico de elevacdo da atividade sérica de CK-MB,
permanecendo estavel durante todos os momentos de coleta. Este achado é de
grande valia, pois sugere que, em céaes, este biomarcador sofre menor impacto da
coleta e do transporte, em relacdo a CK e AST, possivelmente, devido ao fato de
sua origem ser principalmente o tecido cardiaco (1-42%) (Schober, 2005). No que
diz respeito as correlacdes, entre CK e CK-MB houve correlagcdo moderada, bem
como entre CK-MB e AST. Pode-se estabelecer, em caes, a hipbétese que este
achado esteja associado a presenca da CK-MB na musculatura esquelética, tendo
em vista o comportamento da cTnl. Desta forma, podemos inferir que CK-MB pode

ser utilizada como biomarcador muscular para a espécie canina.
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5. CONCLUSAO

O programa de condicionamento proposto induziu melhora da capacidade
aerObia dos céaes treinados, sem impacto no comportamento dos biomarcadores
musculares e cardiacos. Os biomarcadores musculares revelaram padrdo cinético
com elevag0Oes transitorias e retorno aos valores basais. Os achados relacionados a
CK-MB, sem elevacdo da cTnl, apontam para auséncia de lesbes musculares
cardiacas, sugerindo que o protocolo de TEI e o programa de condicionamento

aerdbio ndo promoveram dano miocardico.
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Tabela 1. Mediana, amplitude (min-max) e coeficiente de variacdo (CV(%)) das atividades séricas de creatina quinase (CK), aspartato
aminotransferase (AST) e creatina quinase isoenzima MB (CK-MB) de 17 cédes da raca Beagle, distribuidos em grupos treinado (T, n=6) e nao treinado

(NT, n=5), submetidos a teste de esforgo incremental (TEI), e grupo sedentario (S, n=6).

Momentos
Basal Antes 1h 6h 12h 24h 48h 72h
136,5 792 3173 4035 2048 645 257 415,5
T (n=6) (82-601) (64-3120) (164-12342) (164-15795) (82-7829) (85-2550) (82-1380) (82-5542)
89,4% 99,4% 104,8% 107,6% 101,3% 99,9% 104,6% 181,2%
259,5 246,2 820,9 1190,5 478,85 259,95 273,6 287,35
CK (U/L) NT (n=5) (109-765) (82-602) (357,7-4077) (629-4433) (219-2709) (137-2134) (137-2490) (109 -1231)
71,4% 60,2% 98,4% 74,9% 98,7% 131,3% 119,1% 88,4%
135 135 190 405 375 165 182 120
S (n=6) (48 -539) (48 -539) (72 - 780) (72 - 12343) (72 -3278) (72 - 922) (72 - 990) (72 - 388)
76,9% 76,9% 86,9% 199,3% 127,4% 97,2% 104,3% 68,8%
28,5 65 120 148,5 112,5 65 38,5 545
T (n=6) (20 - 68) (20 - 146) (26 - 466) (15 - 738) (20 - 502) (20 - 204) (15 - 89) (20 - 272)
50,1% 64,5% 92,4% 110,9% 104,6% 75,4% 46,5% 108,3%
41 38,5 59,5 73 52 38,5 47 41
AST (U/L) NT (n=5) (20 -68) (26 - 52) (41 -141) (52 -178) (31-131) (31 -99) (26 - 94) (26 - 73)
41,2% 26,3% 42,6% 44,1% 53,7% 47,1% 40,6% 30,8%
31 31 33,5 495 a7 33,5 33,5 31
S (n=6) (15 - 68) (15 - 68) (15-73) (20 - 314) (20 - 240) (20 - 99) (15 - 110) (20 - 62)
41,1% 41,1% 41,3% 104,6% 83,2% 57,1% 61,1% 40,2%
99 100 138,5 150,5 99,5 124 89 105
T (n=6) (84-131) (67-134) (102 - 236) (84 - 251) (79 - 216) (101 - 152) (47 - 129) (99 - 163)
16,8% 19,1% 25,1% 33,6% 36,1% 12,6% 24,9% 16,8%
117 118 160,5 155,5 113 131 148,5 118
CK-MB (U/L) NT (n=5) (94-170) (90-132) (107 - 223) (119 - 250) (80 - 150) (113 - 156) (88 - 214) (89 - 141)
22.7% 11,3% 20,5% 25,2% 18,9% 10,9% 26,1% 11,7%
105 105 103 108 112 111 121 115
S (n=6) (83-112) (83-122) (80 - 167) (78 - 169) (69 - 182) (82 - 155) (79 - 165) (78 - 174)
12,2% 12,2% 22,9% 24, 7% 26,8% 22,4% 21,4% 22,5%
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