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EXPRESSAO DO TRANSPORTADOR DE MONOCARBOXILATO MCT1 E SUA
PROTEINA AUXILIAR CD 147 EM HEMACIASDE EQUINOS DE SALTO

RESUMO

Avaliou-se a expresséo do transportador de monocarboxilato 1 (MCT1) e sua
proteina auxiliar CD147 nas hemacias de equinos da raca Brasileiro de Hipismo (BH)
e de racas européias selecionadas para as mesmas modalidades. Utilizou-se 29
equinos, 16 da raca BH divididos em dois grupos segundo o histérico de
competicdes em provas da modalidade salto, grupo de desempenho inferior (DI,
n=8) e grupo de desempenho superior (DS, n=8) esta divisdo foi confirmada pelo
calculo do Custo de Frequéncia Cardiaca (Crc) e Custo de Lactato Ciac) e 13
equinos de origem européia que foram classificados como grupo Elite devido ao
histérico de participacdo em provas com maiores alturas que os BHs. Com os BHs
foram realizados dois testes um de velocidades incrementais (TVI) e um teste de
saltos incrementais (TSI) onde valores de frequéncia cardiaca (FC) e lactato foram
avaliados antes e ap0s os testes, assim como sangue para a realizacdo do Western
Blot, 0 sangue dos animais Elite foram coletados antes apds a Copa Sao Paulo de
hipismo. Houve diferenca estatistica (p<0,05) nos Crc € Ciac entre os grupos DI e
DS no TSI e o mesmo né&o encontrado para o TVI. Em relag&o a expresséo do MCT1
e CD147, houve diferenca (p<0,05) nos valores basais entre os BHs e o grupo Elite,
ndo foram encontradas diferencas nas expressfes entre os grupos DI e DS em
quaisquer periodos de avaliacdo e o grupo Elite apresentou maior expressao
(p<0,05) de CD147 ap6s a prova de hipismo. Concluiu-se que os BHs possuem
maior expressédo de MCT1 e CD147 quando comparados com ragas europeias e que
estas expressam mais as proteinas estudadas ap6s uma sesséo aguda de esforco.
Palavras-chave: CD147, Equino, Exercicio, Hipismo, Lactato, Transportador de

Monocarboxilato 1.



EXPRESSION OF MONOCARBOXYLATE TRANSPORTER MCT1 AND ITS
AUXILIARYPROTEIN CD 147 IN SHOW JUMPING HORSES ERYTHROCYTES

ABSTRACT

We evaluated the expression of monocarboxylate transporter 1 (MCT1) and its
ancillary protein CD147 in equine erythrocytes of Brazilian (BH) and European show
jumphorses.We used 29 horses , 16 of BH breed divided into two groups according
to his historical show jump competitions, group underperformed (DI, n = 8) and group
of superior performance (DS, n = 8) this division was confirmed by calculating the
Cost of Heart Rate (Cgc) and Cost of Lactate (CLAC) and 13 horses of European
origin which were classified as Elite group due to the history of participation in events
with greater heights than BHs. The BHs were tested twice, with a incremental speeds
test (TVI) and a test of incremental jumps (IST) where values of heart rate (HR) and
lactate were evaluated before and after the tests as well as blood for the Western
blot, Elite animals blood were collected before and after Copa Sao Paulo of show
jump. There was a statistical difference (p< 0.05) in the CFC and Ciac between DI
and DS groups in IST, the same was not found for TVI. Regarding the expression of
MCT1 and CD147 , significant differences (p < 0.05) at baseline between the BHs
and the Elite group, no differences in expression were found between DI and DS
groups in any evaluation periods and the Elite group had higher expression (p < 0.05)
of CD147 after the show jump competition. It was concluded that BH’s expression of
MCT1 and CD147 is higher when compared to European breeds and that they
express more CD147 after an acute bout of effort.

Keywords: CD147, Exercise, Horse, Lactate, Monocarboxylate Transporter 1,
Showjump.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Provavel estrutura do MCT1, representando as duas formas inside open e
outside open com o substrato de ligacdo e em lados opostos da membrana. Dominio
N-terminal em vermelho e dominio C-terminal em azul (HALESTRAP, 2013),

(=] o] o Lo [N [ox=To =10 | (o] g4 Lo [- VPP RTTRRTRTRN 17

Figura 2. Hipotético modelo mostrando a estrutura do complexo de tranporte
MCT1/CD147 MCT1 e CD147, notar o paralelismo entre a terceira hélice
transmembrana do MCT1 e o dominio transmembra da CD147, Mykkanen 2011,

reproduzidO COM AULOMZAGEOD. ......cccueiiiieiiiiititit ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aa s eneeebeeneeeeeeee e 19

Figura 3. llustragdo do percurso de 74 metros, contendo 10 obstaculos montados
em pista de areia, no qual 16 equinos (DI n=8 e DS n=8) realizaram o teste de saltos
incrementais (SOARES, 2012).......c..uuuiiiiiiiiiiiiiie it e 23

Figura 4. Imagem fotogréfica do percurso montado para o Teste de Saltos
Incrementais, da pista de areia coberta, localizada na Academia Militar das Agulhas
Negras (AMAN). (SOARES, 2012).......cuuiiiiiiiiiiiaee et a e 24

Figura 5. Imagem fotografica de um equino Brasileiro de Hipismo (BH) realizando o
Teste de Saltos Incrementais (TSI), estagio de 0,40m. Altura evidenciada pela seta.
(SOARES, 2012). i ettt et e 24

Figura 6. Média terro padrdo da média do Custo de Frequéncia Cardiaca (Cgc) nO
teste de saltos incrementais calculadas coma velocidade. * Indica diferenga no custo
pelo teste t-test de Student (p<0,05), DI (N=8) € DS (N=8).....cceeeiiiiiiiiiiiiiieeee 33

Figura 7. Média + erro padrao de média do Custo de Frequéncia Cardiaca (Cgc) no

teste de saltos incrementais calculadas com a altura, DI (n=8) e DS (n=8). ............. 33



Figura 8. Média * erro padrdo da média do Ciac no teste de saltos incrementais
calculadas com a velocidade. * indica maior custo pelo t-test de Student (p<0,05), DI
(NT8) € DS (NT8). 1eiiiiiiiiie ittt e 35

Figura 9. Médiat erro padrdo da média do C.ac no Teste de Saltos Incrementais

(TSI) calculadas com a altura. *indica maior custo, DI (n=8) e DS (n=8). ................. 35

Figura 10. Média + erro padrdo da média do Cgc dos grupos DI e DS nas diferentes
velocidades do TVI, DI (N=8) € DS (NT8)...cceeeiiiiiiiieeiie e 37

Figura 11. Média + erro padrao da média do C ac dos grupos DI e DS nas diferentes
velocidades do TVI, DI (N=8) € DS (NT8)...cceeeiiiiiiieeeiie e 38

Figura 12. Em A, deteccédo de CD 147 e em B, MCT1 pela técnica de Western Blot.
Observar a semelhanca entre a expressdo da proteina CD 147 com o

transportadormonocarboxilatol (MCT1) em equinos da raga BH.,.............ccceeee. 39

Figura 13. Em A, deteccédo de CD 147 e em B, MCT1 pela técnica de Western Blot.
Observar em “1” equino com alta expressdao e em “2” equino com baixa

() 01 ( T 7= (o J TP USSP PPPPPPPPPP 39

Figura 14. Média + erro padrdo da media dos valores basais de MCT1 e CD147 dos

grupos DI, DS e Elite. * indica menor expressao, DI (n=8), DS (n=8) e ELITE

Figura 15. Média + erro padrdo de média da expressdo de CD147 do grupo Elite
(n=13), valores basais e ap6s prova de salto. * indica menor expresséo pelo t-test de
SUAENT (PK0,05) .ttt et et et e e e e e e e e e e e e e ereerenees 41

Figura 16. Média * erro padrdo de média da expressdo de MCT1 do grupo Elite

(n=13), valores basais e ap0s prova de Salto............ccceeeeriiiiiiii e 41



Figura 17. Média +padréo de média da expressdo de CD147 dos grupos DI (n=8) e
DS (n=8), valores basais € apds 0S TSI € TVI.....cccooiiiiiiiiiiiiii e 42

Figura 18. Média + erro padrdo de média da expressdo de MCT1 dos grupos DI

(n=8) e DS (n=8), valores basais € ap0s 0S TSI € TVl .....cocciiiiiiriiiiiiiiee e 42

Figura 19. Gel SDS-PAGE a 10%.Em A: Marcador Precision Plus Protein Standards
Dual Color (Bio-Rad) B: EQUINO CONLIOIE..........uuiiiiiiiiiiiiieeee et 57

Figura 20. Andlise das bandas de CD147 em ImagelLab (BioRad® verséo 4.0)..... 57

Figura 21. Andlise das bandas de MCT1 em ImageLab (BioRad® verséo 4.0)........ 58



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Descricdo do teste de saltos incrementais (TSI) realizados por equinos da

raca Brasileiro de HipiSmO (BH). ........uuuiiiiiiiiiiiiiie e e 25

Tabela 2. Descricdo do teste de velocidades incrementais (TVI) realizados por

equinos da raga Brasileiro de HipiSmo (BH)........oouuiiiiiiiiiiii e 26

Tabela 3. Médiazt erro padrdo da média do Cgc dos grupos DI (n=8) e DS (n=8) nas

diferentes etapas dO 1ESIE TSI ....cooiii i e 32

Tabela 4. Média * erro padrdo da média do C ac dos grupos DI (n=8) e DS (n=8).

nas diferentes alturas do teste de saltos INCremMeNntaiS. .......veueeveeee e, 34

Tabela 5. Média + erro padrao da média do C ac dos grupos DI (n=8) e DS (n=8) nas

diferentes etapas dO TV ... e 36

Tabela 6. Média + erro padréo da média do Cgc dos grupos DI (n=8) e DS (n=8) nas

diferentes velocidades do teste de velocidades incrementaiS. .........ccovevveeieeeeiennenn.. 37

Tabela 7. Concentracdo de proteinas totais (ug g/uL)em membranas de hemacias

de equinos antes e depois teste de saltos incrementais.............ccccuvvveevivenniiiiienennnnn. 59

Tabela 8. Classificagdo dos animais segundo Mykannen (2010), para valores basais

Tabela 9. Classificacdo dos animais segundo Mykéannen (2010), para valores apos

TSI € ProVa 08 SAIO. ....eeeiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e a e e e n e 61



Tabela 10. Classificagdo dos animais segundo Mykannen (2010), para valores apos



1

INTRODUCAO

E conceito classico na literatura que durante o exercicio intenso a
utilizacdo de energia pela musculatura esquelética excede a capacidade de
producdo de ATP predominantemente pela via aerébia. Para que o exercicio
prossiga, ha necessidade de que maior propor¢do de ATP seja produzida pela
via glicolitica anaerdbia, o que aumenta a concentragdo muscular de lactato e
fons H”.

O lactato e o ion H" produzidos, em decorréncia da contracdo muscular,
sao formas dissociadas do &cido latico, que em pH fisiol6gico, esta quase que
totalmente dissociado. Estas substéncias dissociadas precisam = ser
transportadas. Os principais transportadores sdo um grupo de proteinas
denominadas de transportadores de monocarboxilatos (MCTSs), que transportam
simultaneamente os anions lactato e os protons H" (HALESTRAP, 2013).

No exercicio, o lactato e o ion H* séo transportados da fibra muscular para
0 compartimento plasmético e deste, 50% podem sofrer influxo para as
hemacias (POSO, 2002). Este mecanismo sustenta um gradiente de
concentracdo entre os musculos e plasma (MYKKANEN et al., 2010),
favorecendo a remogdo muscular de lactato. Este processo biolégico facilita o
transporte de lactato junto com os fons H* através das membranas plasmaticas
contribuindo efetivamente com a regulagdo do pH muscular durante o exercicio.
Desta forma, nos equinos, as heméacias podem ter a funcdo de dissipador de

lactato e H" (POSO et al., 1995; VAIHKONEN & POSO, 1998). Este conceito



esti baseado no fato que na espécie equina 50% do lactato sanguineo esta
contido nas hemaécias (VAIHKONEN et al., 1999), enquanto que o valor
correspondente para espécie humana esta em torno de 17% (JUEL et al., 1990).

Na espécie equina, o principal transportador de lactato nas hemécias é a
isoforma 1 (MCT1) e sua proteina auxiliar CD 147 (KOHO et al., 2002, KOHO et
al., 2006). Baseado na expressao destes transportadores, MCT1 e CD 147, nas
membranas das hemacias, os equinos podem ser distribuidos em dois grupos,
sendo um de baixa atividade de transporte e expresséo (BATE) e outro de alta
atividade de transporte e expressao (AATE) (KOHO et al., 2002). Finalmente, o
tipo de atividade € correlacionado com a quantidade (expresséo) da proteina CD
147, que é distribuida de modo bimodal nas membranas das hemacias
(VAIHKONEN & POSO 1998, VAIHKONEN et al., 1999, VAIHKONEN et al.,
2001, KOHO et al., 2002, KOHO et al., 2006, MYKANNEN et al., 2010a).

No que tange os esportes equestres, alguns estudos determinaram a
expressdo na membrana de hemécias tanto do MCT1 como da CD 147. Cavalos
e éguas de trote (Standardbred) revelaram expressdo de ambas as proteinas,
entretanto nenhum individuo expressou a isoforma 4 (MCT4) (KOHO et al.,
2002). Adicionalmente, um estudo (MYKANNEN et al., 2010a) determinou a
expressdo da MCT1 e CD 147 de equinos trotadores, de corrida (PSI) e cavalos
corredores Filandeses (Finnhorses), sendo que o0s autores encontraram alta
capacidade de transporte e expressdo nas trés ragas, com maior proporgao no

PSI, seguido pelos Finnhorses. N&o existem, até este momento, estudos com

transportadores monocarboxilatos em ragas especializadas em salto.



2 REVISAO DE LITERATURA

O Brasil possui o segundo maior rebanho de equinos da America Latina e
a quarta maior tropa de equinos do mundo, com uma populagéo de 8 milhdes de
cabecas (FAO, 2012). A criagdo nacional possui grande destaque no cenario
mundial, e ndo raro, 0s equinos e cavaleiros brasileiros conquistam importantes
resultados em competi¢cdes internacionais.

Em 2016 serdo realizados no estado do Rio de Janeiro os jogos olimpicos
de verdo, evento este que conta com quatro modalidades esportivas que utilizam
0os cavalos como atleta: as modalidades de salto, adestramento, concurso
completo de equitagéo (CCE) e pentatlo moderno.

Contidas dentro do que é conhecido como hipismo classico, estdo
justamente as modalidades olimpicas: salto, adestramento e CCE, ainda por sua
vez, o salto € uma das provas que compdem o pentatlo moderno e o CCE.

Isto posto, fica evidente a importancia de pesquisas com ragas nacionais,
principalmente com a Brasileiro de Hipismo (BH), que visem um melhor
entendimento das respostas fisiologicas envolvidas durante o esfor¢co especifico
desta raga, ou seja, o salto. Importante informar que para outras ragas, também
utilizadas nos esportes classicos, o numero de estudos com fisiologia do
exercicio é relativamente escasso.

Quando submetido ao exercicio, o organismo do cavalo lanca méao de
uma série de respostas fisioldgicas, que visam permitir a continuidade do esforgo

pelo animal.



Tais respostas aumentam a oferta de oxigénio (O) e aporte de nutrientes
aos musculos e ao mesmo tempo, distribuem para a metabolizagdo ou
eliminacdo os produtos resultantes do metabolismo.

Para que haja trabalho por parte dos atletas da espécie equina, faz-se
necessario que exista uma fonte de adenosina trisfosfato (ATP) (EVANS, 2002).

Ocorrendo sempre concomitantemente, as vias metabdlicas para a
producédo de ATP, sdo didaticamente distribuidas em trés; via da fosfocreatina,
via aerébia e a anaerébia, sendo a predominancia de uma relacao as outras,
determinada pelo grau de condicionamento, intensidade e duragdo do esforgo.

Primeiramente, ocorre a utilizagdo da energia armazenada nos estoques
intramusculares de ATP e creatina fosfato, fase esta chamada de fase alatica da
producdo anaerdbia de energia. Inicialmente, estes estoques de ATP sé&o
restabelecidos pela via glicolitica e posteriormente pela via aerdbia (SPURWAY,
1992).

Os musculos dos equinos utilizam acidos graxos livres e glicose presentes
na corrente sanguinea e o glicogénio muscular como substratos energéticos
durante exercicios aerébios (MYKKANEN, 2011). Acidos graxos e o piruvato,
este formado pela oxidagéo da glicose e do glicogénio, séo convertidos a acetil-
CoA, que participa da formacgéo dos transportadores de elétrons de nicotinamida
e adenina dinucleotido (NADH) e o flavina adenina dinucleotideo (FADH,) no
ciclo do &cido tricarboxilico. Submetidos a fosforilagdo oxidativa no interior da
membrana mitocondrial, o glicogénio e a glicose formam dioxido de carbono,
adgua e ATP (HENDERSON, 2013). Entretanto, este mecanismo é relativamente

lento e dependente da demanda de oxigénio, além do que, o ndimero de



mitocéndrias nas fibras musculares € um fator limitante na producédo de ATP por
esta via (NELSON & COX 2008; MYKKANEN, 2011).

Em exercicios de alta intensidade, a demanda por ATP cresce, e tal
exigéncia ja ndo é mais suprida pela via aerobia. Desta maneira, para a
ressintese do ATP, a via anaerObia torna-se preponderante. A taxa de
glicogendlise e glicdlise anaerdbia, que s@o as principais produtoras do anion
lactato e prétons H*, aumentam em decorréncia ao incremento do esforco,
durante a contragdo muscular.

N&o ha duvida que a principal fonte produtora de ions lactato e H* durante
0 exercicio é a musculatura esquelética estriada. Até o momento, séo
conhecidos cinco tipos de fibras musculares nos cavalos (3 puras e 2 hibridas), o
que as diferencia sdo suas respectivas capacidades de contragdo e oxidagao
(LEISSON et al., 2011).

Mais especificamente, a classificagdo dos diferentes tipos de fibras
musculares leva em consideracdo as caracteristicas contrateis e metabdlicas,
influenciadas pela quantidade de mitocondrias presentes nas fibras e pela
isoforma de ATPase, em conjunto com a avaliagéo da cadeia pesada de miosina
(MyHC) (McARDLE, 2003, POWERS & LOWLEY 2004, FRANCISCO et al.,
2011).

Durante o descanso (SNOW & VALBERG, 1994) e trabalho leve, as fibras
musculares que apresentam as isoformas MyHCI de cadeia pesada de miosina
(fibra do tipo I), sdo as mais requisitadas e produzem ATP pela via aerdbia para

satisfazer sua demanda por energia (MYKKANEN, 2011).



As fibras do tipo |, também conhecidas como fibras de contragdo lenta,
geram energia para a ressintese do ATP predominantemente pelo sistema
aerdbio de transferéncia de energia, tais fibras possuem uma atividade lenta da
enzima ATPase, possuem uma menor capacidade de mobilizagdo do calcio,
velocidade de encurtamento mais lenta, menor capacidade glicolitica do que as
fibras Tipo Il, porém, possuem mais mitocdndrias (McCARDLE et al., 2003)
acarretando em alta capacidade oxidativa. Essas fibras sédo envolvidas por mais
capilares do que quaisquer outros tipos de fibras e possuem maior quantidade
de mioglobina que as fibras tipo Il, tudo isso garante a ela uma grande
capacidade de metabolismo aerdbio e alta resisténcia a fadiga (POWERS &
LOWLEY, 2004).

Cavalos de enduro, com uma maior capacidade de desempenho em
provas de resisténcia, apresentam uma porcentagem maior de fibras do tipo | e
[IA no musculo glateo médio (musculo de eleigdo para tipificagédo celular) e por
consequéncia, maior teor relativo de miosina de cadeia pesada dos tipos MyHC |
e MyHC IIA, com menor quantidade das MyHC 11X (LEISSON et al., 2011).

Os tipos celulares que expressam as isoformas MyCHIIA (fibra tipo 1l1A) e
MyCHIIX (fibra tipo 11X) da cadeia pesada de miosina (RINO, 2010) s&o ativados
em exercicios de alta intensidade e o piruvato ndo entra no ciclo do acido
tricarboxilico, sendo dessa maneira, reduzido a ions lactato e H* (NELSON &
COX, 2008, MYKKANEN, 2011).

Com menor quantidade de mitocondrias e maior metabolismo glicolitico,
as fibras do tipo Il s&o menos resistentes a fadiga do que as fibras tipo I,

possuem uma maior capacidade de transmisséo eletroquimica dos potencias de



acdo, maior atividade da miosina ATPase, rapida liberacdo e captacao de calcio
e uma alta taxa de renovagdo das pontes cruzadas (McARDLE, 2003). Com
essas caracteristicas, as fibras tipo Il possuem uma velocidade de encurtamento
trés a cinco vezes mais rapida do que as fibras tipo | (McCARDLE, 2003). Por
consequéncia produzem maior quantidade de lactato e fons H’
intracelularmente, que devem ser transportados para o fluido extracelular.

As fibras rapidas sé@o ainda distribuidas em dois outros tipos; fibras 1A
caracterizadas como fibras de contracdo rapida possuem tanto metabolismo
oxidativo (alta concentragdo da enzima aerdbia desidrogenasesuccinica) como
glicolitico (alta concentracdo da enzima anaerObia fosfofrutocinase), sendo
assim, considerada uma fibra intermediaria com alta capacidade de adaptacéo.
Isto faz com que ela seja capaz de elevar sua capacidade oxidativa perante um
treinamento de resisténcia, a valores proximos as das fibras tipo | (McCARDLE,
2003, POWERS & LOWLEY, 2004). As fibras IIX apresentam uma diminui¢do no
namero de mitocdndrias, sdo as fibras mais rapidas na velocidade de
encurtamento, poréem as mais facilmente fatigaveis. O grande numero de
enzimas glicoliticas garante a esse especifico grupo de fibras, uma grande
capacidade de trabalho em condi¢gbes anaerdbia. (POWERS & LOWLEY, 2004).

Estudos com a raga Brasileiro de Hipismo (BH) D’ANGELIS et al., 2008a e
2008b e D’ANGELIS et al., 2009 concluiram que o cavalo BH possui, no musculo
Gluteus medius, aproximadamente 80% de fibras que utilizam a via glicolitica
(tipo IIA e lIX) para a producdo de ATP, este musculo é de fundamental

importancia para a locomogao do animal, por esta razdo muito utilizado durante



o salto. Portanto, a ragca BH pode ser considerada adequada para o estudo da

triade MCTs-exercicio-regulagéo da acidose induzida por fons lactato e H.

CUSTO DE TRANSPORTE: FREQUENCIA CARDIACA E LACTATO COMO
DISCRIMINADORES DE DESEMPENHO

Varidveis fisiolégicas intensamente estudadas e por este motivo,
consagradas na literatura, frequéncia cardiaca e o lactato, podem ser utilizados
juntamente com conceitos relativamente novos para espécie equina como custo
de frequéncia cardiaca (Cgc) este, primeiramente proposto para a espécie
humana (MORENO, 2007) e custo de lactato (C.ac), para diferenciar individuos
com diferentes capacidades atléticas.

Com relacdo a FC, do ponto de vista fisiolégico, durante o esforco, a
poténcia aerdbia estd relacionada ao débito cardiaco por meio da classica
equacdo de Fick [VO,=Q x (a-vO,)]. Devido a significativa participacdo
percentual do débito cardiaco na poténcia aerébia maxima (VO.max), a FC
apresenta uma correlagdo linear com o VO,. Esta relacio fisiologica também
pode ser aplicada nos exercicios subméaximos, principalmente na avaliagdo do
trote, galope e no salto.

Juntamente com o incremento da intensidade, velocidade ou duracdo do
exercicio, a FC aumenta resultado da ativagdo simpética, com liberagdo de
catecolaminas e sensibilizagdo de receptores (; cardiacos, que provoca
aumento do débito cardiaco para atender as necessidades de oxigénio e

substrato energético do tecido muscular, bem como para promover eliminacao



do dioxido de carbono (SILVERTHORN et al., 2003, POOLE & ERICKSON
2008).

Tendo em vista que o aumento da FC é diretamente proporcional ao
aumento da intensidade do exercicio (EVANS, 2000; EVANS 2008), e
justificando que em testes incrementais o volume de oxigénio (VO,) depende do
débito cardiaco (DC), MORENO (2007) prop6s o célculo de Custo de Frequéncia
Cardiaca (Cec) como sendo uma andlise simples na avaliacéo e diferenciagdo do
grau de condicionamento, onde um menor custo seria indicativo de melhor
condicionamento, o conceito de custo pode ser utilizado para outras variaveis
fisioldgicas, sendo o mais comum na literatura de fisiologia do exercicio equina o
custo de transporte (net transport cost) que € o custo cardiovascular e
metabdlico que o cavalo desloca uma unidade de peso por determinada unidade
de distancia (WILLIANS, 2009, PICCIONE, 2013).

Obtendo assim valores pontuais que nos mostram o custo de tais
variaveis em cada velocidade ou altura analisada.

Apos seis meses de treinamento OMUHA et al (2013), encontraram uma
reducédo de 4,6% na FC dos cavalos treinados, mostrando como um aumento no
condicionamento é seguido de uma diminuicdo da FC quando comparados aos
valores da FC pré-treino nas mesmas velocidades, tal achado é condizente com
Evans (2008) onde o autor afirmou que um aumento de condicionamento
desloca a curva da FC para direita num grafico de velocidade versus FC, sendo
0 mesmo verdadeiro para as concentragdes de lactato (EVANS, 2008).
PILEGAARD et al (1999a) encontraram um aumento de 12% na remogéo de

lactato apoés oito semanas de treinamento em humanos. Por esse deslocamento
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da curva a direita, os resultados dos Cgc € Ciac Serao menores em grupos ou
individuos possuidores de melhor condicionamento.

Importante informar que, nesta dissertacédo, 0 Cec € 0 C ac foram usados
exclusivamente para verificara diferengca no condicionamento aerébio entre
animais de desempenho superior (DS) e desempenho inferior (DI), sendo que
ndo foi possivel calcular estas varidveis para os animais do grupo Elite. A

formacéo dos grupos experimentais sera explicada no item Materiais e Métodos.

Bioenergética: fonte de ions lactato e H"

Os principais fatores que regulam a predominancia metabdlica durante o
exercicio fisico sao: tipo, volume e intensidade da atividade, fatores nutricionais,
genéticos e treinamento (FROLLINI et al., 2008).

O efluxo de lactato € extremamente importante para células ou tecidos
que geram grandes quantidades de ions hidrogénio. Hemacias, glébulos
brancos, células tumorais e as fibras musculares 1IA e 11X (RINO, 2010,
MEREZHINSKAYA & FISHBEIN, 2008), por caracteristicas fisiolégicas proprias
explicadas anteriormente, produzem grande quantidade de ions lactato e H”
durante exercicios de alta intensidade. Ja o influxo do lactato € de fundamental
importancia para tecidos que o consomem. Cérebro, miocérdio e células
musculares esqueléticas, marcadamente as tipo | (RINO, 2010) o utilizam como
combustivel respiratério via piruvato, o figado o utiliza como substrato para a
gliconeogénese e em situagcdes de inanigdo, o lactato atua como substrato pela

via glicerol-neogénica no tecido adiposo branco (MEREZHINSKAYA &
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FISHBEIN, 2009) e pode ser ressintetizado a novas unidades de carboidratos
(SPURWAY, 1992).

A predomindncia de uma via metabdlica em determinado momento
depende em parte da capacidade fisica e da intensidade e durag&o do exercicio.
MUNOZ et al. (1999) ressaltaram que as vias da creatina fosfato e glicolitica s&o
mecanismos importantes para geracao de energia muscular durante o exercicio
de equinos, principalmente em esforgcos de poténcia como o salto.
Adicionalmente, EATON (1994) relatou que em niveis relativamente inferiores de
condicionamento ou a medida que a intensidade do exercicio aumenta, uma
maior quantidade de lactato é produzida, pois uma maior propor¢ao de energia é
suprida pela glicélise anaerobia.

Cabe enfatizar que € classica a afirmagdo de muitos autores que o &cido
latico é o produto final da glicélise anaerdbia (ROBERGS, 2001). Entretanto,
como a constante de dissociagdo do &cido latico (PKa) é de 3,86 a maioria do
acido latico presente nos liquidos corporeos, na faixa de pH fisiolégico, se
encontra na forma ionizada, dissociado no anion lactato e em prétons (H"). Sob
condi¢cbes aerobias, a glicélise forma piruvato que é transportado para o interior
da matriz mitocondrial e convertido em acetil coenzima A (CoA) que funciona
como um substrato no ciclo do acido tricarboxilico produzindo os transportadores
de elétrons NADH e FADH,. Durante o exercicio, na fosforilacdo oxidativa, tanto
o0 NADH e FADH, sao oxidados para produzir adenosina trifosfato (ATP) para a
demanda energética da fibra muscular. Se a utilizacdo de ATP é alta, a taxa de
glicdlise excede a capacidade mitocondrial em oxidar o piruvato que é

posteriormente reduzido a lactato via enzima lactato desidrogenase (LDH). Uma
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razio NADH/NAD" elevada devido a reducdo do NAD" (nicotinamida e adenina
dinucledtido) a NADH via reacdo da desidrogenase gliceroldeido, favorece a
formac&o de lactato. Na producéo de lactato, o NADH é oxidado em NAD" que é
essencial para manter a alta taxa de glicolise. Nas hemacias, que ndo possuem
mitocdndrias, ocorre somente a glicélise anaerdbia para producdo de energia.
Entretanto, todos os tecidos sdo dependentes da via energética glicolitica
durante a hipdxia ou isquemia ou quando a capacidade oxidativa da célula é
excedida (NELSON & COX, 2008).

O lactato e o H" produzidos s&o removidos a partir do liquido intracelular,
sendo esse mecanismo de remogdo e liberagdo uma etapa primordial no
controle da acidose intracelular. Sabe-se hoje que o lactato € ndo somente um
metabdlito da via anaerdbia de producdo de energia, mas sim um importante
fator de coordenacédo celular e substrato do metabolismo energético durante o
exercicio (PHILIP et al., 2005). O lactato circulante na corrente sanguinea
durante o exercicio serve de substrato energético para a via aerébia das fibras
musculares esqueléticas tipo | e para a fibra cardiaca, além de entrar no ciclo de
Cori no figado e ser metabolizado novamente a glicose (MURIEL, 2007).

Durante a realizagcdo do exercicio, o lactato € um dos produtos do
metabolismo anaerébio muscular que é produzido em qualquer tipo de esforco,
sendo que seu aumento na circulagdo sanguinea ocorre tanto pelo aumento da
necessidade da glicolise anaerdbia para producdo de ATP, como da limitagcdo na
disponibilidade de oxigénio para oxida¢do do piruvato na mitocondria.

Desta maneira, a relagédo entre a concentragdo de lactato e a velocidade

ou intensidade do esforgo, obtida durante a realizacdo de competicbes ou a
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partir de testes de esfor¢co (FERRAZ et al., 2008), pode determinar a situagéo na
qual hd um aumento, por vezes exponencial, de suas concentra¢des plasmaticas
ou sanguineas quando a contribuicdo da energia obtida de maneira aerdbia,

comeca a ser insuficiente frente aos requerimentos energéticos totais.

4.1 Transportadores de Monocarboxilatos

O aumento da concentracdo sanguinea de ions H* reduz o pH provocando
acidose, que é apontada como um dos fatores de fadiga (KOHO et al., 2002).
Para se evitar uma acentuada reducao do pH e retardar a fadiga, aumentando
assim a capacidade de trabalho, prétons (H") juntamente ao ion lactato s&o co-
transportados do musculo tanto para o espaco intersticial como para o plasma. O
acido latico ndo dissociado pode atravessar a membrana por difusdo, mas como
a maior parte deste &cido estd dissociado em lactato, este é facilmente
distribuido pelos fluidos corporeos, por esta razdo ha necessidade de
transportadores protéicos (POSO, 2002).

Entre as diversas proteinas transportadoras destacam-se 0s
transportadores monocarboxilatos (MCTs) que carreiam lactato e H* através das
membranas celulares sendo que a atividade dos MCTs é estimulada por
reducdes no pH e aumento da temperatura (VAIHKONEN et al., 1999).

Estudos verificaram a expressdo de MCT 1 e sua proteina auxiliar CD147
em equinos de trote e corrida (KOHO et al., 2002, KOHO et al., 2006). Existem

poucos trabalhos com cavalos de hipismo classico, ou s@o praticamente



14

inexistentes as informacdes cientificas sobre a expressdo dos transportadores
de monocarboxilatos em equinos destinados a estas modalidades.

De fundamental importancia para a continuidade da atividade fisica, a
dindmica do lactato é intimamente dependente de proteinas, denominadas
transportadores de monocarboxilatos (MCTs), sendo que atualmente, séo
conhecidas 14 isoformas desta familia de proteinas (HALESTRAP, 2013).

Possuindo uma caracteristica de transporte denominada de bimodal
(KOHO et al., 2002), a expressédo de MCTs e CD147 nos permite distribuir os
equinos em duas categorias elementares: os de baixa atividade de transporte e
expressdo (BATE) e os de alta atividade de transporte e expressao (AATE),
sendo que as expressdes dessas proteinas na fibra muscular esquelética podem
ser moduladas pelo tipo de treinamento (KITAOKA et al., 2011).

Jé a capacidade de transporte do lactato na membrana das hemacias é
muito mais influenciada pela expresséo de CD147 do que dos MCT1 e 4 (KOHO
et al.,, 2006) e dificilmente se altera com o0s estimulos agudos ou crdnicos
caracterizados por sessdo Unica de esforco ou programas de treinamento,
respectivamente.

O metabolismo de um organismo utiliza e produz vérios acidos
monocarboxilatos, e quase a totalidade € dissociada em seus respectivos anions
quando em pH fisioldgico (HALESTRAP, 2013). Quantitativamente os mais
importantes sdo o piruvato e o L-lactato, que possuem papel primordial no
metabolismo de carboidratos, gorduras e aminoacidos.

Relativamente ao metabolismo do lactato, este, pode ser convertido a

piruvato, assim que as condi¢cdes de aerobiose sejam restabelecidas, ou pode
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ainda ser eliminado (HENDERSON, 2013). Como comentado anteriormente,
durante exercicios intensos, que exigem altas velocidades ou contracdo de
grandes grupamentos musculares, a utlizagdo de energia pelas fibras
musculares ultrapassa a capacidade aerdbia de producdo de ATP, dessa forma
a demanda por energia é suprida pela via anaerdbia o que acarreta aumento na
producéo de lactato e ions H'.

O termo isoforma indica proteinas que s&do semelhantes, mas nao
idénticas, os MCTs sao proteinas de membrana, relacionadas entre si por
sequéncia homologa (MEREZHINSKAYA & FISHBEIN, 2009). Derivando dos
mesmos genes, possuem formas distintas provocadas por processos
alternativos de maturacdo do RNA (PAS et al., 2004). Este fenbmeno €
fundamental para entendermos os processos de adaptagéo celular ao exercicio,
uma vez que as isoformas sdo semelhantes o suficiente para substituirem umas
as outras, mas também diversificadas o suficiente para apresentarem
propriedades funcionais distintas.

Os primeiros quatro membros da familia, MCT1, MCT2, MCT3 e MCT4,
transportam substé@ncias alifaticas, incluindo importantes metabolitos, como o
lactato, piruvato, corpos cetbnicos, grupos cetoacidos e tais transportes
independem do ATP (MEREZHINSKAYA & FISHBEIN, 2009, FROLLINI et al.,
2008), no caso do lactato, ocorre devido a trocas de cargas entre o lactato e o H”
e residuos de amino&cidos presentes no MCT1 (HALESTRAP, 2013).

O MCTL1 é a isoforma mais abundante, presente na maioria dos tecidos é
também a isoforma mais estudada (HALESTRAP & MEREDITH 2004,

MEREZHINSKAYA & FISHBEIN, 2009), ainda as isoformas MCT1 e MCT4 séo,
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juntamente com a proteina auxiliadora CD147, a chave para o transporte do

lactato no musculo esquelético.

4.2 Transportador de Monocarboxilatol

A isoforma MCT1 estd presente nas hemacias, sendo correlacionada
com o conteildo mitocondrial muscular. E também encontrada em quantidade
significativa na membrana sarcolemal das fibras oxidativas, em cavalos as fibras
tipo |1 e IA (FROLLINI et al, 2008) e no coracdo (BONEN et al., 2000a). Ja a
isoforma MCT4 encontra-se, predominantemente expressa na membrana
sarcolemal das fibras glicoliticas, fibras tipo 11X (KOHO et al., 2006, KITAOKA et
al., 2011).

Dependendo da intensidade e duragéo do exercicio, modalidade equestre
e grau de condicionamento pode haver consideravel acumulo de lactato e ions
H" no sarcoplasma, sendo que estes ions podem ser transportados para o
plasma, e posteriormente, para o interior das hemécias e outros tecidos como
miocardio e figado. A continuidade do fluxo do ion H* e lactato é determinada
principalmente pelo gradiente de concentragéo através da membrana plasmatica
destes tecidos (MYKKANEN et al., 2010a).

O tipo de programa de condicionamento fisico influencia a expressao
muscular das proteinas MCTs, podendo favorecer a regulagdo do pH por uma
maior eficiéncia no transporte do lactato, mantendo assim a contragdo muscular

(KITAOKA et al., 2011).
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O MCT1 possui basicamente a seguinte estrutura, terminais C e N
intracelulares juntamente com 12 hélices transmembrana com dominios C e N
distintos, cada dominio possui 6 hélices transmembrana que sdo conectadas por
um grande lago entre as hélices 6 e 7, o MCT1, observado na Figura 1, ainda
apresenta como estrutura provavel, duas faces; a voltada para o citosol (inside
open) e a voltada para o substrato (outside open) extracelular (HALESTRAP &

PRICE, 1999, HALESTRAP, 2013).
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Figura 1. Provavel estrutura do MCT1, representando as duas formas inside open e
outside open com o substrato de ligacdo e em lados opostos da membrana. Dominio N-
terminal em vermelho e dominio C-terminal em azul (HALESTRAP, 2013), reproducao
autorizada.

O influxo de lactato para os tecidos diminui a lactatemia sendo que o
efluxo muscular aumenta, pois € direcionado pelo gradiente de concentragcédo

musculo-plasma. No cavalo, 0 espaco intracelular das hemécias €
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especialmente importante, pois durante o exercicio devido a contragdo
esplénica, 60% do volume sanguineo pode ser formado por hemécias. Estas
possuem MCTs ativos nas suas membranas plasméaticas, principalmente a
isoforma 1 com peso molecular em torno de 76 a 80 kDa, sendo que esta €
auxiliada pela proteina CD147 que possui peso molecular de aproximadamente
45 a 52 kDa e contribui para a retirada de lactato do plasma (KOHO et al., 2002,

MYKKANEN et al., 2010).

4.3 Proteina auxiliadora CD147

CD 147 é uma abreviacdo do termo em inglés Cluster of Differentiation
147, e dependendo da espécie estudada pode receber os seguintes nomes;
basigin, M6, extra cellular matrix metalloproteinase inducer (EMMPRIN),
neurothelin (MYKKANEN, 2011), OX-47 e HT7 (WILSON, 2002) é uma proteina
transmembrana categorizada como um membro da superfamilia de
imunoglobulinas denominada IgSF (JACONO et al, 2007, MURAMATSU &
MIYAUCHI, 2003), que no cavalo apresenta cerca de 45 kDa. A CD 147 forma,
juntamente com o MCT1 ou MCT4, um eficiente complexo de transporte de
lactato.

A estreita relagdo entre CD147 e MCT1/MCT4, € demonstrada pela
existéncia de caracteristicas estruturais comuns, incluindo sitios de ligacédo de
imunoglobulinas, uma cauda C-terminal citoplasmatica curta, € um Gnico dominio
transmembrana. Tal dominio apresenta na CD147 24 residuos de aminoacidos

(WILSONet al., 2002, IACONO et al., 2007), possui ainda 187 residuos em seu
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dominio extramembrana e 40 em seu dominio citoplasmético (IACONO et al.,
2007). Anticorpos anti-CD147 co-imunoprecipitam MCT1 e MCT4, mas né&o
MCT2 (WILSON, 2002) e todos os tecidos que expressam MCT1 e MCT4, a
CD147 é marcada exatamente no mesmo local (WILSON, 2002) por volta de 45
kDa.

O modelo tridimensional da CD147, que pode ser visto na Figura 2, sugere
que seu dominio transmembrana localiza-se paralelamente a terceira hélice

transmembrana do MCT1 no complexo de transporte (MANOHARAN et al. 2006).
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Figura 2. Hipotético modelo mostrando a estrutura do complexo de tranporte
MCT1/CD147 MCT1 e CD147, notar o paralelismo entre a terceira hélice
transmembrana do MCT1 e o dominio transmembra da CD147, Mykkanen 2011,
reproduzido com autorizagao.
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O transporte de lactato € correlacionado com a quantidade de CD147,
que a exemplo do MCT1, também possui distribuicdo bimodal nas hemécias
(KOHO, 2002, MYKANNEN, 2010). A alta ou baixa capacidade de transporte é
mais regulada pela maior ou menor expressao de CD147 do que pela expresséo

de MCT1 (KOHO, 20086).

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo

Quantificar a expressao do transportador monocarboxilato 1 (MCT1) e sua

proteina auxiliar CD 147 de equinos de salto com diferentes aptiddes aerdbias.

6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Animais e manejo

Utilizaram-se vinte e nove equinos, sendo 16 da raca BH, machos e
fémeas, com idade de 11 + 3 anos, peso de 490 = 53 Kg, altura de 1,59 = 0,09
praticantes da modalidade salto, pertencentes ao Exército Brasileiro (EB) e
estabulados na Academia Militar das Agulhas Negras, Resende — RJ, latitude -
22,4709659, longitude -44,4513347 e altitude de 396,4 m. O manejo nutricional
diario foi constituido por volumoso & vontade e concentrado comercial
correspondente a 1% do peso corporeo. Os animais foram submetidos a um
exame clinico completo, além de hematolégico e bioquimico objetivando-se
determinar a higidez necesséria para a participagdo do experimento.

Os outros 13 equinos foram de racas européias de salto sendo, 2 da raca

Sela Belga, 2 Honoverianos, 2 Holsteiners, 1 Warmblood, 6 da ragca Sela
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Holandés, com idade de 10 + 4 anos, peso corpéreo de 550 + 50 Kg. Estes
equinos participaram competi¢cdes de salto, nivel profissional, alojados em baias
individuais, na Sociedade Hipica Paulista (Sao Paulo/SP) latitude -23,6062002,
longitude -46,6872218 e 731 metros acima do nivel do mar. O manejo nutricional
diario consistia de racdo comercial para equinos (Omolene, Equisul, Guabi) 1%
do peso corpoéreo, duas vezes ao dia (6h e 15h), feno de alfafa pela manh, feno
de coast-cross e capim fresco de coast-cross no final da tarde, totalizando 6kg
de volumoso/dia.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética da

FCAV/UNESP (CEUA, Processo: 019281/13).

6.2 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em trés grupos experimentais, sendo um de
desempenho inferior (DI, n=8); outro de desempenho superior (DS, n=8) e outro
de equinos profissionais (ELITE, n=13), de acordo com o histérico de
participagdo em provas da modalidade salto.

Os equinos com histérico de participagdo somente em provas na
categoria Amador, nivel Escola de Equitagdo, com obstaculos de altura maxima
de 1,00 m, foram classificados como sendo do grupo DI; os com histérico de
participacdo nos ultimos dois anos em provas na categoria Sénior, nivel
Concurso de Salto Nacional (CSN) e Concurso de Salto Nacional uma estrela
(CSN 1), com obstaculos com alturas maximas de 1,10 e 1,20 m, foram

classificados como sendo do grupo DS.
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Jé o grupo ELITE foi composto por equinos que participaram de provas
entre 1,35 a 1,50 m (CONFEDERACAO BRASILEIRA DE HIPISMO, 2012).

Quatro ginetes montaram somente os cavalos BHs nos testes de saltos e
de velocidades incrementais (TSI e TVI, respectivamente), sendo todos
instrutores profissionais, possuidores do curso de poés-graduacdo latu sensu
“Instrutor de Equitagdo”, da Escola de Equitagcdo do Exército, Rio de Janeiro —
RJ. Os cavaleiros possuiam altura entre 1,75 e 1,83m, peso entre 75 e 83 Kg e

foram distribuidos nas montarias aleatoriamente.

6.3 Teste de saltos incrementais

Inicialmente € importante ressaltar que todos os testes de esforgos
realizados como estimulo para o estudo da expressao do transportador MCT1 e
a proteina CD 147 foram concebidos num estudo prévio (SOARES, 2012),
realizado no LAFEQ com financiamento da Fundacao de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP Processo: 2011/11080-8).

Somente os equinos dos grupos DI e DS participaram do teste de saltos
incrementais (TSI) que foi conduzido em pista de areia coberta com dez
obstaculos dispostos em duas fileiras, totalizando um percurso de 74 metros. Os
obstaculos permaneceram 3 metros equidistantes entre si (Figura 3). O TSI foi
realizado no periodo da manh&, com temperatura do ar média de 23,5 °C e

umidade relativa do ar (UR) média de 73,5% figura 4 e figura 5.
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Figura 3. llustracao do percurso de 74 metros, contendo
10 obstaculos montados em pista de areia, no qual 16
equinos (DI n=8 e DS n=8) realizaram o teste de saltos
incrementais (SOARES, 2012).

Apo6s um aquecimento prévio que consistiu em cinco minutos de passo e
cinco minutos de trote, foi realizado o TSI, que teve um total de 120 saltos
distribuidos em 3 etapas de exercicios, sendo cada etapa com alturas
crescentes de 40 cm, 60 cm e 80 cm, em obstaculos montados em “X” simples,
a altura do salto foi o ponto onde havia a intersecgéo das duas varas (observar
seta na Figura 5).

O intervalo entre as etapas foi de 3 minutos em repouso, momento no
qual foi realizada a coleta de amostras sanguineas. A frequéncia cardiaca (FC)
foi aferida com frequencimetro digital'instalado nos animais e analisadas em
sotfware especificoz. O valor da FC utlizado foi o valor encontrado

imediatamente apos o término de cada estagio.

! Equine RS800CX G3, Polar Electro, Finlandia.
2 polar Pro Trainer Equine Edition, Polar Electro, Finlandia.
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Figura 4. Imagem fotografica do percurso montado para o
Teste de Saltos Incrementais, da pista de areia coberta,
localizada na Academia Militar das Agulhas Negras (AMAN).

Figura 5. Imagem fotografica de um equino Brasileiro de
Hipismo (BH) realizando o Teste de Saltos Incrementais (TSI),
estdgio de 0,40m. Altura evidenciada pela seta. (SOARES,
2012).

Cada equino realizou quatro voltas por etapa, sendo que cada etapa de

esforco era composta por 40 saltos, em velocidade constante de 18 km h™ e um
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intervalo de trés minutos entre cada etapa onde eram coletadas as amostras. O

teste esta descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Descri¢cédo do teste de saltos incrementais (TSI) realizados por equinos

daraca Brasileiro de Hipismo (BH).

Estagio A(\Ié;g)a Voltas Saltos Veéiii](_jlt’;de Dis(tir)mia
1 40 4 40 18 296
2 60 4 40 18 206
3 80 4 40 18 296
Total - 12 120 - 888

6.4 Teste de velocidades incrementais

O TVI foi proposto como um teste de exercicio subméximo padronizado

utilizado para a avaliagdo da capacidade aerdbia como parte da metodologia

especifica para avaliagdo de cavalos de salto, seguindo prescricdes contidas na

literatura (LINDNER & BOFFI, 2007).

Este teste foi realizado em pista descoberta de areia, com metragem de

400m e nenhum obstaculo. Os estagios tiveram a duragdo de trés minutos e

foram realizados nas seguintes velocidades ;9,6, 16,8, 24,0 e 31,2 km.h, com

um intervalo de dois minutos entre eles. As velocidades foram controladas por

monitor dotado de sistema GPS instalado no pulso do cavaleiro além de avisos

sonoros dados por pessoa da equipe munida de crondmetro. Um resumo do

teste pode ser visto na Tabela 2.
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Tabela 2.Descrigcdo do teste de velocidades incrementais (TVI) realizados por
equinos da raga Brasileiro de Hipismo (BH).

Estagio Velocidade (km.h™) Duracéo (min) Distancia (m)
1 9,6 3 480
2 16,8 3 840
3 24,0 3 1200
4 31,2 3 1560
Total - 12 4080

O monitoramento da FC e coletas de sangue antes e durante o exercicio foram
realizadas de maneira analoga ao realizado no TSI, porém as FC dos estagios foram
consideradas como sendo a média dos ultimos 30s de cada estagio (BITSCHNAU et
al., 2010). A coleta de sangue logo apds o exercicio foi realizada o mais breve
possivel,dentro de no maximo um minuto apds o término do exercicio.

O TVI foi realizado em dois dias seguidos, no periodo da manha, com

temperatura do ar média de 23,4 °C e UR média de 88,5%.
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6.5 Provade Salto

Os equinos do grupo ELITE participaram de provas oficiais de salto
relativas ao campeonato Copa S&o Paulo 2012. A menor e a maior altura destas

provas foram de 1,35 e 1,50, respectivamente.

6.6 Determinacédo do custo de transporte (frequéncia cardiaca e custo

glicolitico)

Utilizados neste trabalho, exclusivamente para a confirmagdo dos
diferentes condicionamentos somente para os grupos DS e DI, os Cec € Ciac

foram calculados com as seguintes férmulas:

Parao TSI: Cee = { FCna altura—FChazal) BPRM

Velocidade doteste  Em.h™*.

([lac na altural -[lac bazall) mmol/1
Velocidade naaltura Km.h™*

Para o TSI Clac =

(FCno estdgio —FCbasall BPM

. CFC= - .
Parao TVl Velocidadeno estdgio Km.h™*.

{[lac mo estdgo] —[lac bazal]l) mmal/l

Parao TVl Clac=

Velocidade no estdgio Kmh~*

Ainda, durante o TSI foram calculados 0 Cgc € Ciac Usando como divisor

as diferentes alturas de cada etapa de esforco.
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6.7 Coletade sangue, momentos de coleta e preparagdo da papa de hemacias

A coleta de sangue, por meio de venopuncgao jugular, foi realizada antes e
imediatamente ap6s o término de cada estagio do TSI e do TVI para
quantificacdo da lactatemia. Realizou-se esta coleta em tubo de presséao
negativa com fluoreto de sédio e imediatamente apds a coleta, mensurou-se a
concentragdo de lactato plasmético em lactimetro de bancada (YSI 2300 YSI
Incorporated, EUA).

A coleta do grupo Elite foi realizada antes do aquecimento dos equinos e
5 a 15 minutos ap0ds a prova de salto, sendo que as amostras foram coletas em
tubos com EDTA, semelhantes aos utilizados nas coletas dos grupos DS e DI.

Outras duas aliguotas de sangue, uma antes e uma ap6s o final de cada
teste, foram coletadas em tubos com pressdo negativa com &cido etileno
diaminotetracético (EDTA), para a preparacdo da papa de hemacias,

procedimento descrito no item 6.8.

6.8 Preparacgéo para as amostras de Western Blotting

Para padronizacdo da técnica, as membranas das hemacias foram
isoladas segundo a metodologia preconizada por KOHO et al., (2002). As
amostras foram congeladas da seguinte forma: primeiramente foram
centrifugadas 10 minutos a 2000g.0 sobrenadante foi desprezado, obtendo-se a

papa de hemacias, que foi acondicionada em criotubo e conservada no freezer a



29

-80°C até a realizag&@o da técnica de Western blotting . O congelamento da papa
de hemécias também tem por funcéo a lise das hemécias.

ApoOs esse procedimento, as amostras contendo 1mL de papa de
heméacias foram processadas da seguinte forma: primeiramente, foram
submetidas a 3 ou 4 lavagens com 35mL de tampéao fosfato de sédio (pH 8,0; 5
mM) e centrifugacdo por 15minutos, & 4°C e 20000g, obtendo-se assim pellets
das membranas de hemacias. As amostras foram entdo ressuspendidas em

100uL do mesmo tampéo fosfato.

6.9 Determinagado da concentragdo das proteinas das membranas das

heméacias

Apos lavagem com tampao supracitado e remocdo do excesso de
hemoglobina, determinou-se a proteina total das membranas das
hemécias por meio da técnica do &cido bicinconinico (BCA) utilizando-se
Kit comercial (Pierce® BCA ProteinAssay Kit).

Para a realizacdo da técnica de Western Blotting é necesséario um
valor minimo de 1pg/uL de proteinas totais, os valores de proteina total de

hemécias de cada equino estdo apresentados na tabela 7(em anexo).

6.10 Preparacdo e montagem da técnica de Western Blotting

As informagfes sobre o sequenciamento da proteina MCT1 de equinos

que foi utilizada para preparacdo dos anticorpos podem ser verificadas no
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GenBank (acesso AY457175.1).A partir da quantidade de proteina total, utilizou-
se 40 pg/poco contidas em tampao Laemmlie separadas em gel SDS-PAGE
10% e transferidos 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. Apds esta etapa a membrana foi novamente incubada com anticorpo
secundario conjugado anti-coelhoperoxidase (DAKO).

Realizou-se visualizagdo por meio de sistema de captura por
quimioluminescéncia (Fotodocumentador ChemiDoc MP -BiO-RAD®) utilizando-
se revelador (BiO-RAD- Immun-Star HRP- Chemiliminescent kit®). Designou-se
uma amostra conhecida de um equino com alta expressdo de proteina auxiliar
CD 147 (KOHO et al.,, 2002) para ser utilizada como controle 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 relagéo ao valor da
amostra controle (TAKIMOTOet al.,, 2013). As bandas foram quantificadas
utilizando-se o programa computacional ImageLab (BioRad® verséo 4.0).

Em anexo, mostramos respectivamente, o resultado da separagdo das
proteinas das membranas de hemécias pela técnica de eletroforese que pode
ser visualizada por meio do gel de SDS 10%Figura , a revelagdo por
quimioluminescéncia (Fotodocumentador ChemiDoc MP -BiO-RAD®) e a
quantificacdo das bandas pelo programa ImagelLab (BioRad® versdo 4.0) CD147

representado na figura 15 e MCT1 na figura 16, anexo.
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6.11 Anélise estatistica

7.1

Todas as varidveis analisadas foram submetidas ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk (p<0,05). As expressdes de MCT1, CD147 e os
Ckc e Cioc foram analisados pelo teste estatistico t-test de Student (p<0,05) para
a comparacdao entre 0s grupos. O Cgc e Ciac foram ainda submetidos a anélise
de variancia (ANAVA) seguido, quando necessario, ao teste de Tukey (p<0,05)
para as analises ao longo do tempo dentro do mesmo grupo. Para a comparagao
das expressdes do MCT1 e CD147 dos trés grupos utilizou-se analise de

variancia de uma via (p<0,05).

RESULTADOS

Custo de Frequéncia Cardiaca e Custo de LactatoPlasméaticono teste de

saltos incrementais.

Todos os valores que geraram as médias apresentaram distribuicdo
normal pelo teste de Shapiro-Wilk (p<0.05). Os resultados do teste de Tukey
(p<0,05) estdo apresentados nas tabelas, e os graficos revelam os valores
meédios pelo teste t-test de Student (p<0,05).

Quando se utilizou a velocidade constante (18 km/h), para determinagao
do Cgc e, em relagdo ao esforgo, tanto para o grupo DI como para o DS
observou-se aumento do Cgc (p=0,001) (Tabela 3). Para comparagéo entre os

grupos, a figura 6 mostra que houve um Cgc menor para o grupo DS sendo os
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valores de P iguais0,04, 0,006, e 0,009 para as etapas 40, 60 e 80cm,
respectivamente.

Quando se calculou o Cgc levando-se em conta as alturas, como fator de
intensidade, ambos 0s grupos apresentaram custos menores em decorréncia do
aumento do esforco, entre as alturas 40 e 80 cm, (p=0,013 para o grupo DI e
p=0,002 para o grupo DS) (Tabela 3). Ndo houve diferenga entre os grupos

(Figura 7).

Tabela 3. Médiat erro padréo da média do Cgc dos grupos DI (n=8) e DS
(n=8) nas diferentes etapas do teste TSI.

Cec
Grupos
40 cm 60 cm 80 cm
DI 5,02+0,18% 6,62+0,24° 7,74+0,49°
Velocidade
DS 4,52+0,30° 5,78+0,26° 6,69+0,30°
DI 2,260,082 1,95+0,07% 1,74+0,11°
Altura
DS 2,030,142 1,73+0,07® 1,50+0,06°

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linhaindicam diferengas pelo
teste de Tukey (p<0,05). Cgc= custo de FC.
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Figura 6. Média terro padrdo da média do Custo de Frequéncia Cardiaca
(Cre) no teste de saltos incrementais calculadas coma velocidade. * Indica
diferenca no custo pelo teste t-test de Student (p<0,05), DI (n=8) e DS (n=8).
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Figura 7. Média + erro padrdo de média do Custo de Frequéncia
Cardiaca (Crc) no teste de saltos incrementais calculadas com a
altura, DI (n=8) e DS (n=8).
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Em relagdo ao esfor¢o, ndo foi observada diferengca no Ciac, entre as

etapas para o grupo DI (velocidade constante). O grupo DS apresentou elevagéo

do C_ac nas etapas 60 e 80 cm (P <0,001) (Tabela 4). O Ciac foi menor,em todas

as etapas,para o grupo DS quando comparado ao DI (Figura 8).

N&o houve diferenga do C ac em relagdo ao esforgo quando divididos pela

altura. Entretanto, quando comparados entre si, o grupo DS teve custo menor,

em relacdo ao DI, em todas as etapas, sendo os valores de p iguais a 0,039;

0,01 e 0,014 para 40, 60, 80 cm respectivamente (Figura 9).

Tabela 4. Média + erro padrdo da média do Ciac dos grupos DI (n=8) e DS (n=8). nas
diferentes alturas do teste de saltos incrementais.

CIac
Grupos
40 cm 60 cm 80 cm

Dividido pela DI 0,1+0,03? 0,14+0,03% 0,19+0,05%
Velocidade

DS 0,05+0,042 0,07+0,06% 0,1+0,04°
Dividido pela DI 0,039+0,0082 0,045+0,005% 0,043+0,004%

Altura
DS 0,02+0,003? 0,023+0,005% 0,026+0,003%

Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 8. Média + erro padrdo da média do C ac no teste de saltos
incrementais calculadas com a velocidade. * indica maior custo pelo t-test
de Student (p<0,05), DI (n=8) e DS (n=8).
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Figura 9. Média+ erro padrdo da média do C scno Teste de Saltos Incrementais
(TSI) calculadas com a altura. *indica maior custo, DI (n=8) e DS (n=8).
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7.2 Custo de Frequéncia Cardiaca e Custo de Lactato Plasmético no teste de
velocidades incrementais.

Todos os valores analisados apresentaram distribuicdo normal pelo teste
de Shapiro-Wilk (p<0.05). Os resultados do teste de Tukey (p<0,05) séo
apresentados nas tabelas, e os gréficos apontam os resultados obtidos pelo
teste t-test de Student (p<0,05).

A Tabela 5 revela que, em relagdo ao esforgo, somente no grupo DI

houve aumento do C ac. Nao houve diferenga entre os grupos experimentais.

Tabela 5. Média + erro padrdo da média do Ciac dos grupos DI (n=8) e DS (n=8)
nas diferentes etapas do TVI.

Cc LAC

Grupos ] 1
Velocidades (km h™)

9,6 16,8 24,0 31,2
DI 0,0174+0,004* 0,0230+0,007™ 0,1193+0,026° 0,0918+0,012*°

DS 0,0101+0,005% 0,0090+0,005% 0,1087+0,020*  0,0836+0,016*

Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

N&o foram encontradas diferengas no Cgc durante o TVI (p=0,07). O
mesmo ocorreu para 0 Cec € Ciac quando os grupos foram comparados entre si em

cada etapa de velocidade (Figura 10 e Figura 11).
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Tabela 6. Média + erro padrdo da média do Cgc dos grupos DI (n=8) e DS (n=8) nas
diferentes velocidades do teste de velocidades incrementais.

Cec
Grupos
Velocidades (km h)
9,6 16,8 24,0 31,2
Dl 2,97+0,43?2 2,82+0,19% 4,10+0,5% 3,94+0,26%
DS 3,33+0,34? 2,85+0,38% 3,3+0,22°% 3,27+0,23°%

Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 10. Média + erro padrdo da média do Cgc dos grupos DI e DS nas
diferentes velocidades do TVI, DI (n=8) e DS (n=8).
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Figura 11. Média + erro padrdo da média do Cjac dos
diferentes velocidades do TVI, DI (n=8) e DS (n=8).

7.3 MCT1e CD147

31.2

grupos DI e DS nas

A figura 12 mostra a relagdo entre as expressdes da proteina auxiliar CD 147

com o MCT1. Enquanto que a figura 13 revela equinos de baixa e alta expresséo.
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Figura 12. Em A, deteccdo de CD 147 e em B, MCT1 pela técnica de Western
Blot. Observar a semelhanca entre a expressdo da proteina CD 147 com o
transportadormonocarboxilatol (MCT1) em equinos da raca BH.

Figura 13. Em A, deteccdo de CD 147 e em B, MCT1 pela técnica de Western Blot.

Observar em “1” equino com alta expressao e em “2” equino com baixa expressao.

39
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Proteinas analisadas

Figura 14. Média + erro padrdo da média dos valores basais de
MCT1 e CD147 dos grupos DI, DS e Elite. * indica menor
expressédo, DI (n=8), DS (n=8) e ELITE (n=13).

Nos valores basais do MCT1 e CD 147, o grupo ELITE teve menor
expressdo quando comparado aos grupos DI e DS (Figura 14).

O esforgo aumentou (p=0,032) a expressédo da proteina CD 147 (Figura
15), sendo que o mesmo néo foi observado na expressdo do MCT1 (Figura 16).
Em ambos os testes (TSI e TVI), ndo houve diferenca entre os grupos DI e DS

tanto na expressdo do MCT1 como CD147, (Figuras 17 e 18).
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Figura 15. Média + erro padrdo de média da expressdo de CD147 do
grupo Elite (n=13), valores basais e ap0s prova de salto. * indica menor
expresséo pelo t-test de Student (p<0,05).
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Figura 16. Média * erro padréo de média da expressédo de MCT1 do
grupo Elite (n=13), valores basais e ap0s prova de salto.
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Figura 17. Média +padrdo de média da expressdao de CD147 dos
grupos DI (n=8) e DS (n=8), valores basais e ap6s os TSI e TVI.
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Figura 18. Média + erro padrdo de média da expressao de MCT1
dos grupos DI (n=8) e DS (n=8), valores basais e ap6s os TSI e TVI.
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Majoritariamente, as expressbes de MCT1 e CD147 em equinos Sao
estudadas em duas ragas, Puro Sangue Inglés (PSI) de corrida e Standardbred
raca especializada em trote. Ambas possuem um longo histérico de selecdo para
provas com velocidades altas. A semelhanga genética e a utilizacdo dessas
ragas fazem com que muitas vezes sejam estudadas e comparadas dentro de
um mesmo estudo (ASENZZA et al., 2012, FAZIO, 2011, MYKANNEN, 2010).

Estudando Standardbreds, KOHO et al., (2002) afirmaram que a
expressdo de MCT1 e DC147 é distribuida de maneira bimodal, conceito
confirmado posteriormente por MYKKANEN et al., (2010) e estendido para as
racas PSI e Finnhorse. Até o presente momento, ndo existe na literatura sobre o
tema, nenhum estudo analisando as expressfes das proteinas MCT1 e CD 147
nas racgas destinadas ao hipismo classico.

A expressao de MCT1 e CD 147 nos cavalos analisados neste estudo
seguiram o conceito de expressao bimodal, ou seja, os animais pertencem a
dois grupos, AATE ou BATE, n&o existindo assim animais com expressao
intermediéria. Sugere-se ainda que a bimodalidade seja determinada durante a
transcricdo do RNAm (KOHO et al, 2002).

Os animais BHs, independentemente do grupo, DS ou DI, foram
classificados todos como AAET em ralacédo a expresséo de MCT1 e apenas dois
animais (12,5%), foram classificados como BATE em relacdo a expresséo de
CD147 quando analisados valores basais, 0 mesmo se repetiu apds o teste TSI
e TVI, onde a maioria dos BHs receberam a classificacdo AATE.

Os equinos do grupo elite, de origem européia, apresentaram 61% dos

animais classificados como BATE em relac@o a expressao do MCT1 e 77% em
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relagdo a expressdo da CD147 nos valores basais. ApGs a prova de salto 21%
dos animais foram classificados como BATE em relacdo ao MCT1 e 28%
classificados como BATE em relacdo a CD147. Este achado significa que houve
uma maior expressdo das proteinas apds o esforgo, aumento na expressao de
MCT1 e CD147 é relatado apenas em células musculares (KOHO et al., 2006,

KITAOKA et al., 2010) e ndo em hemécias.

DISCUSSAO

Diferenciagdo dos grupos de BH pelo custo de transporte

Os testes de esforgco utilizados no presente estudo, TSI e TVI, foram
propostos por serem testes de exercicios submaximos padronizados, sendo que
o TSI contemplou o gesto desportivo das modalidades salto e CCE (SOARES,
2012), devido ao emprego dos grupamentos musculares especificos do salto. Ja
o TVI avaliou a aptiddo aerébia subméaxima dos equinos da raca BH. O emprego
de ambos os testes tiveram como propdsito produzir valores para os céalculos
dos Cgc € Ciac CcOm 0 objetivo de discriminar o condicionamento dos equinos
utilizados no presente estudo, sendo que o resultado geral foi positivo.

Em relacdo a diferenciacdo entre os grupos, 0os menores custos de
transporte apresentados pelo grupo DS, nas diferentes etapas de esforgo,
revelaram maior adaptacdo cardiovascular e metabdlica dos equinos deste
grupo para o TSI. Esta adaptacéo é atribuida & maior eficiéncia tanto da bomba
cardiaca (EVANS, 2000), como das vias metabdlicas de produgdo de ATP,

principalmente a aerébia (FERRAZ et al., 2008).
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PICCIONE et al (2013), compararam o custo de transporte, nos quatro
tipos de andamentos: passo, trote, galope e salto. Estes autores encontraram
maior custo nos equinos que saltaram. Isso foi atribuido a uma maior mudanca
no centro de massa do equino durante o salto quando comparado sua
movimentag&o normal, independente da velocidade, que foi constante (5,8 m.s™
ou 21 km.h™h), como no protocolo utilizado no presente estudo. Portanto, estudos
prévios e recentes consolidaram a utilizacdo da velocidade constante, num
esfor¢o de salto para determinacgé&o do custo de transporte.

Classicamente relatado na literatura (AERTS et al., 2008, EVANS, 2000,
EVANS, 2008, SILVA, 2008), o desvio a direita na curva do lactato ou na reta da
FC versus a velocidade, ap6s um periodo de condicionamento, indica que um
individuo condicionado apresenta valores menores na lactatemia e na FC.
Mesmo o lactato ndo sendo o responsavel pela acidose e/ou fadiga (ROBERGS,
2001), ele é um excelente indicador da glicélise anaerobia. Isto implica dizer que,
equinos com menor custo metabdlico anaerdbio e/ou cardiaco, possuem uma
melhor aptiddo aerdbia, quando comparados num mesmo de teste de esforgo.
Estes séo relativamente mais eficientes na realizagdo do esfor¢o, pois utilizam
menos a glicolise anaerdbia e, consequentemente, produzem menos lactato e
H*. Este aspecto reforca a explicagdo que o grupo DS apresentou
condicionamento fisico melhor. Ademais, este grupo possuiu histérico de
participagdo em provas de salto com altura mais elevadas, em relagéo ao grupo
DI, confirmando a diferenca entre o condicionamento dos grupos. Este resultado

obtido ja era esperado.
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Enfocando a discusséo na metodologia para determinagcédo do custo de
transporte (Crc € Ciac), obtido no TSI, os valores obtidos do Cgc, a partir das
alturas de cada etapa, ndo apresentaram diferenca estatistica entre as etapas
subsequentes e graficamente revelaram valores decrescentes conforme se
aumentou o esforco. Matematicamente isso é facilmente explicado, pois os
valores crescentes dos divisores (40, 60 e 80 cm) reduziram o custo. Contudo,
apesar da utilizacdo da varidvel altura, num teste TSI, parecer mais precisa para
determinagdo do custo de transporte neste tipo de esforgo, no presente estudo
isso ndo foi demonstrado. Nao é facil, do ponto de vista fisiologico, explicar este
fato. Comparando-se com aqueles resultados obtidos a partir da divisdo pela
velocidade, em todas as etapas,os custos foram crescentes, provando que o TSI
foi eficiente em promover elevagBes consideraveis tanto na FC como na
lactatemia. E exaustivamente comprovado na literatura que, conforme ocorre
incremento da velocidade (intensidade), independente do grau de
condicionamento, h& elevacéo do lactato e da FC (EVANS, 2000; FERRAZ et al.,
2008) e consequentemente da exigéncia fisiologica para 0 organismo
(MORENO, 2007).

Claramente, o esforgo aumentou entre as etapas, pois houve aumento da
FC e do lactato sanguineo e isso é descrito na literatura (EVANS, 2000;
FERRAZ et al., 2008; FERRAZ et al., 2009). Importante informar também que
estes resultados ja foram discutidos, com outra abordagem, num estudo prévio
realizado em nosso laboratério (SOARES, 2012).

Ainda dentro deste assunto, 0 Ciac, obtidos por meio da divisdo pelas

alturas, ndo diferiu ao longo do teste para ambos o0s grupos. Entretanto,
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conseguiu claramente discriminar oS grupos entre as etapas de esfor¢o. Isso
pode ser explicado facilmente pelas informagdes obtidas na literatura que enfoca
a equacao de Fick. Individuos mais condicionados aumentam a sua capacidade
muscular de extracdo de oxigénio, utilizando menos a glicélise anaerdbia para
producdo de ATP, essencialmente naqueles exercicios realizados numa
intensidade submaxima.Este achado foi marcante para o grupo DS.

Em tempo, também é descrito na literatura, a dificuldade em aplicar o
conhecimento cientifico na pratica do treinamento didrio dos animais
(CAMPBELL, 2011, ROGERS et al.,2007) tendo em vista a simplicidade no
calculo dos Cgc e Ciac, estas podem ser duas ferramentas para diminuir a
“distancia” entre o que é desenvolvido e descrito no meio académico com aquilo
que se realiza na prética do dia a dia, maximizando o condicionamento e

prevenindo lesdes em um custo beneficio razoavel.

8.2 MCT1e CD147

A leucocitose, ou pseudoleucocitose € um achado comum durante o
exercicio (MIRANDA et al., 2011, OROZCO et al., 2007, FERRAZ et al., 2009).
Isso poderia explicar os maiores valores encontrados para a proteina auxiliar CD
147, apés o esforgo, no grupo ELITE, tendo em vista que o salto é um esfor¢o
que produz maior custo de transporte para a espécie equina (PICCIONE, 2013).
Entretanto, tendo em vista a diferenca observada entre as concentragfes de
hemacias (x 10%puL) e a de leucécitos (x 10*/uL), essa explicacdo depende de

uma enorme quantidade de MCT1 presente na membrana leucocitaria, embora a
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presenca da isoforma MCT1 j4 tenha sido descrita (MEREZHINSKAYAET et al.,
2004) em leucécitos da espécie humana, nenhum dado em relagéo a presenca e
quantidade de MCT1 ou CD147 na membrana leucocitéria de equinos é descrito
na literatura.

Outro fator que poderia influenciar tal resultado seria a hipoxia causada
pelo exercicio (CONNES et al., 2014), estes autores encontraram uma maior
expressdo do MCT1 apés 2 semanas de treinamento (efeito crdnico), periodo
superior ao tempo de exercicio realizado pelos equinos do grupo ELITE.

Outra explicacdo para a elevagdo da proteina auxiliar CD 147 apdés o
esforco seria alguns fenbmenos que podem ocorrer em células eucarioticas
como modificagbes poés-traducionais, glicolisacdo de proteinas e
armazenamento no limen do reticulo endoplasmatico (NELSON & COX, 2008) e
outras formas de inibicdo ou estimulo da expressdo de MCT1 e CD147 descritas
na literatura tais como as ag¢Bes de adenosina monofosfatociclico (AMPc)
(SMITH et al, 2012) e p53 (BOIDOT et al, 2012), ainda ndo foram descritos nas
hemécias adultas de equinos. Além disso, o presente estudo ndo avaliou estes
aspectos. Portanto, mais estudos sdo necessérios para explicar estes
resultados.

Outra pergunta que devemos tentar responder € o porqué encontrou-se,
na raca BH, maior proporgédo de equinos com alta capacidade de transporte nas
hemécias. A raca BH foi selecionada a partir de 1977, sendo formada a partir
das racas que apresentavam aptiddo para o salto, encontradas no territorio

nacional.
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Neste contexto, o PSI, que existia em grande numero devido as
atividades dos Joqueis Clubes foi largamente utilizado como uma das racas
formadoras da raca BH, segundo Dias et al., (2000) até o ano de 1998, 20,9%
dos garanhdes usados na formagdo do BH foram PSIs, pocertagem esta maior
do que qualquer outra raga formadora. Esta grande influencia do PSI na
formagcdo do BH, pode explicar os resultados apresentados na figura 14Figura ,
que evidenciam uma maior expressdéo do MCT1l e da CD147 quando
comparados com outras racas européias selecionadas a muito mais tempo para
as mesmas modalidades.

Este fato pode ser vantajoso ao BH, embora ainda controverso na
literatura (RASANNEN et at.,, 1995, MYKKANEN et al., 2010) uma maior
capacidade de influxo de lactato para a hemacia pode, teoricamente acarretar
melhor desempenho em provas como o cross country, uma das etapas do CCE.

Os BHs, quando separados em grupos BATE ou AATE, apresentaram
numeros de individuos AATE muito semelhantesa o estudo realizado por
MYKANNEN et al., (2010). Estes autores encontraram 85% de Finnhorses, 82%
de Standardbreds e 88% de PSI pertencentes ao grupo AATE. A maior
capacidade de expressdo dessas proteinas faz com que ocorra uma maior
capacidade de transporte do lactato para dentro das hemacias mantendo o
gradiente entre os compartimentos muscular e plasmatico.

Todas as ragas de equinos utilizadas neste estudo expressaram o
transportador MCT1 e sua proteina auxiliar CD 147, sendo que o grupo ELITE
(Figura 14) revelou ter uma menor expressao quando comparado aos BHs. Pelo

padrédo das bandas encontradas no grupo ELITE, 77% dos equinos deste grupo
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podem ser classificados como de baixa capacidade de transporte.
Contrariamente, os grupos de equinos da raga BH (DI e DS) tiveram uma maior
proporcdo de alta capacidade de transporte. Segundo as informagdes contidas
na literatura, ragas que possuem aptiddo para a corrida como o PSI
demonstraram expressdo mais elevada, principalmente da proteina auxiliar CD
147 (KOHO et al., 2002). A explicagdo para este fato esta relacionada com o
tempo de selecdo da raga PSI para a corrida e sua produgéo de lactato ao final

das competigdes, em torno de 25 mM.

9 CONCLUSAO

Concluimos que o BH, devido & influéncia do PSI em sua formagéo,
possui grande expressao das duas proteinas MCT1 e CD147 e alta capacidade
de influxo de lactato para as hemécias.

As racas européias, selecionadas ha muito mais tempo, também tiveram
expressao das proteinas estudadas, porém, em sua maioria apresentaram baixa
expressdo das mesmas,por esta razdo foram classificadas como de baixa
capacidade de transporte.

Outra conclusdo de grande importancia foi a de que as ragas europeias
expressaram mais a proteina auxiliar CD147 ap6s uma sessdo aguda de

esforco.
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11 ANEXOS
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Figura 19. Gel SDS-PAGE a 10%.Em A: Marcador
Precision Plus Protein Standards Dual Color (Bio-Rad) B:
Equino controle.
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Figura 20. Andlise das bandas de CD147 em ImagelLab
(BioRad® verséo 4.0).
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Figura 21. Andlise das bandas de MCT1 em ImagelLab (BioRad®
versédo 4.0).
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Tabela 7. Concentracdo de proteinas totais (ug g/uL)em membranas de hemécias
de equinos antes e depois teste de saltos incrementais.

ANIMAL GRUPO ANTES (ug/uL) DEPOIS (ug/uL)
Balim DI 1,54 2,40
Cazuza DI 2,40 2,87
Espigo DI 1,38 5,43
Fundamento DI 3,93 2,57
Garca DI 2,21 2,09
Intrépido DI 2,82 3,63
Bocaina DI 3,98 3,38
Bagadu DI 3,00 NF
Altaneiro DS 3,62 2,07
Destino DS 3,88 2,25
Expresso DS 3,57 3,22
Garrao DS 3,09 2,08
Golden DS 3,22 6,23
Graveto DS 2,10 3,39
Hebraico DS 4,50 3,70
Edipo DS 3,10 NF
Cco1 Elite 7,18 5,54
({074 Elite 10,0 6,18
Co03 Elite 8,84 5,45
C05 Elite 6,85 2,79
Co06 Elite 5,19 NF
co7 Elite 5,80 3,41
Cco8 Elite 5,60 3,82
CO09 Elite 7,41 3,73
C10 Elite 7,17 NF
Cc11 Elite 5,90 NF
C12 Elite 4,96 3,70
C13 Elite 5,23 4,88
Cl4 Elite 6,23 4,15

DS: Desempenho superior; DI: Desempenho inferior; Elite NF = n&o feita.
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Tabela 8. Classificagdo dos animais segundo Mykannen (2010), para valores basais

Basal Alta Capacidade de Transporte Baixa Capacidade de Transporte
Grupos Cavalos MCT1 Padréo CD147 Padrao MCT1 Padrao CD147 Padrao
Aman 03 - — -— -
Aman 05 = -_— -
Aman 06 —-— - -
Aman09 @ -— W -
o Aman 11 - - —
Aman 16 - — -— -
Amanl7 - — - -—
Aman 21 .. -— - -_—
Aman 02 - - — —
Aman 04 <= = g -
AMan07 Wiy w= i -
Aman 08 - - o -
oS Aman 10 - — —
Aman12 = -— - o
Aman 13 = L~ -_— -
Amanld s wae @B =
HO01 -— — — a—
H 02 -— - -—
H03 — -—
H 04 — -
H 05 — — v
H 06 - - -
Elite HO7 * e T -
H08 —  — -
H 09 - — — .
H 10 — ——
H11 — —_ =
H12 — -— - _—
H13 -— L




Tabela 9. Classificagdo dos animais segundo Mykannen (2010), para valores
apos TSI e prova de salto.

TSI/Prova Alta Capacidade de Transporte Baixa Capacidade de Transporte

Grupos Cavalos MCT1 Padrédo CD147 Padrdo MCT1 Padrédo CD147 Padrdo
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Tabela 10. Classificagdo dos animais segundo Myk&nnen (2010), para
valores apos TVI.

TVI Alta Capacidade de Transporte Baixa Capacidade de Transporte

rupos Cavalos MCT1 Padrdo CD147 Padrdo MCT1 Padrdo CD147 Padréo
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