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RESUMO

Palavras-chave:
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Objetivou-se determinar a atividade sérica das enzimas aspartato
aminotransferase (AST), creatina quinase (CK) e lactato desidrogenase
(LDH) de cavalos da raca Arabe submetidos a exercicio em esteira de
alta velocidade. Onze eqiiinos adultos da raca Arabe foram
condicionados e submetidos ao Teste Padrio de Exercicio Progressivo
em esteira. Antes, imediatamente ap6s o término do exercicio, e nos
momentos poés-exercicio, 30min, 60min, 3h, 6h, 12h, 24h, 3 dias e 5
dias, foram coletadas amostras de sangue venoso para as determinagoes
séricas das enzimas aspartato aminotransferase (AST), creatina quinase
(CK) elactato desidrogenase (LDH). As concentragoes séricas da AST,
da CK e da LDH elevam-se imediatamente e retornam a valores
semelhantes ao de repouso 30 minutos apds o término do Teste
Padrio de Exercicio Progressivo. A atividade enzimatica da aspartato
aminotransferase (AST) eleva-se de 12 horas a 24 horas, da creatina
quinase (CK) de 3 horas a 6 horas ¢ da lactato desidrogenase
(LDH) 24 horas apés o término do Teste Padrao de Exercicio

Progressivo.

Introducao

A refinada coordenacio neuromusculat,
a forca e a resisténcia musculates, fazem com
que cavalos atletas consigam atingir a
velocidade de até 65 km/h. Essa capacidade
¢ decorrente da evolucio do sistema
muscular, possibilitando ao cavalo
locomover-se eficientemente em altas
velocidades ou por longas distancias,
dependendo de sua aptidao fisica. Em
muitos mamiferos o sistema muscular
compde cerca de 40% a 45% do peso
corpéreo, porém, a de cavalos pode compor
até 55%. Somado 20 volume muscular, o
desempenho atlético dos cavalos ¢ também
obtido pelas adaptagcdes musculares frente
aos diferentes niveis de esforco, como: o

espesso arranjo dos grupos musculares,
a arquitetura das suas fibras, a enorme rede
vascular e a ultraestrutura altamente
especializada’.

O exercicio induz mudancas
reversiveis na ultraestrutura do musculo
esquelético dos cavalos, como a eleva¢ao da
permeabilidade do sarcolema e das proteinas
musculares, tais como a mioglobina, creatina
quinase (CK) e a aspartato aminotransferase
(AST) que sio liberadas na circulagao®.
Discretos aumentos dessas enzimas apos o
exercicio nao estao associados com a lesdo
da célula muscular, mas com o aumento da
permeabilidade da membrana. Porém, caso
haja lesao em nivel ultraestrutural durante o
exercicio, um aumento marcante na
concentracao dessas proteinas serd
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observado, de maneira que, a avaliacio da
magnitude e do tempo de curso dessas
alteracGes auxilia identificar o tipo da lesdo
muscular’. Em cavalos, essas lesdes possuem
varios fatores predisponentes, como o
aquecimento insuficiente do animal antes da
atividade fisica, as claudicacoes, o exercicio
extremo e o treinamento inadequado’.
Nestes casos, as causas citadas para esse tipo
de lesao sio o rompimento mecanico, a
clevagio das concentracdes de fon
hidrogénio e do lactato nas fibras
musculares®.

As enzimas comumente utilizadas
para indicar a lesdo muscular sao a AST, CK
e alactato desidrogenase (LDH)". A cinética
da elevacio sérica e da eliminagao de cada
uma dessas enzimas ¢é diferente e devem ser
consideradas na interpretagao dos resultados.
A maioria dos cavalos apresenta valores
normais das enzimas musculares no
momento da lesdo e, por isso, podem ser
interpretados como animais falsamente
negativos pata a lesio musculat®. O pico de
concentracdo sérica da CK se dd de 4 a 6
horas ap6s a lesdo, e os valores podem voltar
a0 normal com 24 até 96 horas. A
concentracdo sérica de AST apresenta seu
pico ap6s 24 horas, e pode se manter elevada
por 5 dias ou até algumas semanas’.

Nos casos de elevacao da atividade
sérica das enzimas CK e AST associada a
auséncia de sinais fisicos de miopatia, nao se
pode excluir a existéncia da enfermidade.
De forma que, o significado fisiolégico da
elevagio destas enzimas apds o exercicio, em
cavalos clinicamente normais, ainda no esta
totalmente definido”®.

Anderson® observou que a elevagio
das enzimas musculares séricas de eqiiinos
apos o exercicio fol resultado da mudanca
na permeabilidade da membrana celular e
nao de necrose da célula muscular. Volfinger
et al.” calcularam a magnitude da lesao
muscular em cavalos, baseada na CK liberada
do musculo esquelético, e conclufram que
somente valores maiores que 10.000 UI/L
da atividade plasmatica de CK refletiriam
lesao significante.

Segundo Van Der Muelen, Kupers e
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Drukket', a elevacio da atividade sérica de
enzimas musculares superestima possiveis
lesGes musculares. Todavia, em estudos em
humanos, a elevacdo da atividade sérica das
enzimas musculares pos-exercicio foi
associada com dor e com diminuicio da
fun¢do muscular, e essas evidéncias podem
influenciar o desempenho atlético. Dessa
maneira, a determinacio da atividade de tais
enzimas pode ser util para o monitoramento
da resposta do sistema muscular do cavalo
durante o treinamento”®. Neste sentido, os
exercicios realizados em esteiras de alta
velocidade sdo capazes de fornecer um
modelo para o estudo das atividades séricas
das enzimas musculares pds-exercicio em
cavalos!!.

Objetivou-se neste trabalho,
determinar a atividade sérica das enzimas
aspartato aminotransferase (AST), creatina
quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH)
de cavalos da raca Arabe, antes e até o
periodo de 5 dias ap6s o Teste Padrio de
Exercicio Progressivo em esteira de alta
velocidade.

Material e Método

Onze eqiiinos da raga Arabe, trés
machos e oito fémeas, com idades entre 2,5
e cinco anos, pesando 3121+47kg, foram
submetidos a periodo de condicionamento
de quatro semanas, seis dias por semana, uma
vez por dia, em protocolo de exercicio na
esteira (Mustang 2200 — KAGRA, Suica) e
sem inclinaciao; como: velocidade inicial de
1,8 m/s por 5 min; 4,0 m/s por 3 min; 6,2
m/s por 2 min; 8,0 m/s e 10,0 m/s por 1
min cada; 3,0 m/s por 2 min e 1,6 m/s por
1 min. Dois dias ap6s o final do periodo
de condicionamento, os animais foram
preparados para a realizacdo do Teste
Padrio de Exercicio Progressivo, por meio
da utilizagio de monitor de freqiiéncia
cardiaca (Monitor ¢ transmissor Al —
POLAR, Canadi) ¢ do cateterismo da veia
jugular, utilizando-se cateter 14G
(Intravenoso periférico - JELCO, Bélgica)
acoplado a tubo extensor e torneira de 3
vias, possibilitando coleta de sangue durante



o exercicio, sem a parada da manta da esteira.
Com o animal em repouso foi coletada a
amostra de sangue venoso (M0). O exercicio
consistiu da inclinagao da esteira a +6%,
velocidade inicial de 1,8 m/s por 5 min, a
4,0m/s por 3 min, a 6,0m/s por 2 min e
fases subsequentes a 8,0m/s, 9,0m/s, 10,0m/
s e 11,0m/s por 1 minuto cada fase, de
modo que a manta da esteira foi parada
quando os cavalos nio conseguiram
acompanhar a velocidade da mesma. Antes
(MO) e imediatamente apds o término do
exercicio (M1), e nos momentos pos-
exercicio, 30 minutos (M2), 1 hora (M3), 3
horas (M4), 6 horas (M5), 12 horas (MO0), 24
horas (M7), 3 dias (M8) e 5 dias (M9), foram
colhidas amostras de sangue venoso para as
dosagens das enzimas musculares aspartato
aminotransferase (AST), creatina quinase
(CK) e lactato desidrogenase (LDH),
empregando-se o método colorimétrico
utilizando “kits” comerciais (Cia Equipadora
de Laboratérios Modernos - CELM, Brasil)
e leitura em espectrofotometro (Cia
Equipadora de Laboratérios Modernos -
CELM, Brasil). Os dados obtidos foram
submetidos a andlise multivariada de
medidas repetidas'* visando comparar a
cada variavel o efeito dos momentos. Para
variaveis nas quais nio foram verificadas
normalidade e/ou igualdade de variancias,
a comparag¢ao entre momentos foi feita pelo
teste nao paramétrico de Friedman®. Os
valores médios das atividades séricas da AST,
CK ¢ LDH foram submetidos a Correlacio
de Pearson.

Resultados e Discussao

A atividade sérica da AST no MO foi
de 267+ 59,5 UI/L (Tabela 1). Estes dados
estio de acordo com os valores
apresentados por Rose e Hodgson'* que
relataram valores entre 150 a 400 UI/L e
Cardinet III" com valores entre 226 a 366
U/L. Toledo et al.'® observaram valores
entre 178,9 a 215,2 UI/L de cavalos em
repouso. Menores valores foram referidos
por Meyer, Coles e , Coles e Rich'” entre 35
e 100UI/L e Fernandes'® referiu 1322 &
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8,8UI/L em cavalos da raca Arabe antes da
prova de enduro. Dos onze animais
utilizados, oito foram fémeas com idade
entre 2,5 a 6 anos, o que pode ter influenciado
na observacdo de médias da atividade da
AST mais elevadas daquelas citadas por
alguns autores. Com relacao a idade, Harris
et al.”” observaram em fémeas PSI de 2 anos
de idade maiores valores da AST que as de
3 anos de idade e Rodrigues et al.
observaram maiores valores de AST em
potros de 6 meses a 1 ano de idade. Com
relacdo ao sexo, Hartis et al."” relataram maior
atividade enzimatica em fémeas comparadas
a0s machos.

A elevagao significativa da atividade
sérica da AST observada logo apds o término
do exercicio (Figura 1) foi associada ao
processo fisiologico de transferéncia de
fluido do espaco intravascular para o espago
extravascular, observado durante o exercicio
maximo e, conseqiientemente, resultando em
maior concentra¢do dessa enzima por
diminui¢do do volume plasmatico,
caracteristica essa representada pela
diminui¢ao dos valores, ou seja, dilui¢do da
enzima do M1 para o M2 e esse com valor
semelhante ao MO, sendo essa informacio
suportada por Rose e Hodgson', que relata
que as mudangas no movimento de fluido
sao de curta duragao, havendo retorno para
os valores de repouso ap6s 30 minutos do
término do exercicio.

No M2, M3, M4 ¢ M5 nao foram
observadas elevagoes significativas da AST.
Resultado este também observado por
Fernandes', que citou concentragdes
semelhantes as de repouso nos momentos
referentes aos intervalos 20 a 30 minutos e
80 a 90 minutos pods-exercicio. Também
Toledo et al.'’, ndo verificaram elevacio da
AST 30 minutos apds o término de
exercicios de intensidades diferentes. A
elevagao significativa nos momentos M6 e
M7 (Figura 1) definiu o pico de atividade
sérica da AST na presente pesquisa e
semelhante ao pico relatado por Dunnett et
al.?! e Mufoz et al.2.

Os valores médios da creatina quinase
(CK) no MO foram de 262 * 98 UI/L
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Tabela 1- Médias e desvios-padrao da atividade sérica da aspartato aminotransferase (AST), creatina quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH), em
UI/L, dos 11 eqiiinos antes e ap6s o Teste Padrao de Exercicio Progressivo. Botucatu - Sao Paulo, Brasil, 2004

Mo M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 MS8 M9

AST  267,1° 333,4> 2862% 2795 2835 2852 2895 2917 2835 2755
(UI/L) £59,5 +72,7  +67,3 +59,6 +67.6 +66,4 +657 +659 +585 +379
CK  262,6" 315,5%c 2753% 2894 3448 362G° 3223%c 3057%c 3129 2619
(UI/L) £98,0 #1181 +732  +86,2 +1092 +1329 +1331 +89,0 +76,9 +67,7
ILDH 4705 5954® 5158 5231® 5597% 5138% 551,6% (34,8° 506,5% 5180
(UI/1)+165,8 +206,5 +1956 +147,5 +1932 +1587 +2459 42703 +1354 +179,7

Valores seguidos de pelo menos uma letra igual nio diferem estatisticamente (p>0,05).
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Figura 1- Representacdo gréfica das médias, desvios-padrao e significancia da atividade sérica da aspartato aminotransferase (AST) dos 11 eqiinos
antes e apos o Teste Padrao de Exercicio Progressivo. *p < 0,05
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Figura 2- Representagdo gréfica das médias, desvios-padrao e significancia da atividade sérica da creatina quinase (CK) dos 11 eqiinos antes e ap6s
o Teste Padrao de Exercicio Progressivo. *p < 0,05

(Tabela 1). Estes dados estdo de acordo com
Rose e Hodgson'* que relataram valores entre
100 a 300 UI/L. Menores valores foram
referidos por Meyer, Coles e Rich' (86 ¢
140UI/L) e Fernandes' (84,29 Ul/L) nos
cavalos Arabes. Ja Toledo et al.' observaram
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valores de 66,5 a 81,3 UI/L. Como
observado para a atividade da AST, a
variacio dos valores de referéncia de creatina
quinase (CK) provavelmente foi decorrente
do grupo de animais estudados. Entretanto,
Harris et al."” relataram que alguns equinos



podem ter altas atividades enzimaticas
fisiologicas da CK, ou que suas enzimas sao
removidas mais lentamente da circulacdo, ou,
até mesmo, alguns animais apresentariam
maior sensibilidade quanto a permeabilidade
da membrana da célula muscular frente a
estimulo semelhante a outros animais.
Valores da CK semelhantes ao de
repouso em M1 e M2 também foram
obtidos por Fernandes'. J4 Toledo et al.'®
observaram elevagao significativa na CK nos
exercicios moderados e intensos. A elevagao
significativa da atividade enzimatica no M4
e M5 (Figura 2) corrobora com Valberg,
Haggendal e Lindholm® que observou o
pico de atividade 4 a 6 horas apds a lesdo
muscular. Por outro lado, Harris, Marlin e
Gray® observaram valores elevados 2 horas
apds o exercicio, enquanto O-Oosterbaan™
cita que alteracGes da CK sdo mais rapidas
que da AST e que os valores de CK elevam-
se de 6 a 48 horas apos a lesio muscular.
Valores semelhantes aos de repouso foram
observados logo ap6ds o pico da CK no Mo,
M7, M8 ¢ M9. Essa diminuicao foi
relacionada com a meia-vida plasmatica da
CK considerada como curta e estipulada por
O-Oosterbaan® em torno de 2 horas.
Observou-se valor médio de repouso
de LDH de 470,5£165 UI/L (Tabela 1),

187

Toledo et al.', na faixa de 167 a 190,9 UI/L
para cavalos PSI em repouso. O valor mais
elevado pode estar relacionado ao grupo de
animais utilizados e suas respectivas
caracteristicas que podem interferir na
atividade das enzimas musculares, uma vez
que a LDH mensurada refere-se a soma de
cinco isoenzimas localizadas no figado, nos
musculos, eritrocitos, células intestinais e
tecido renal, sendo que altera¢Ges nesses
tecidos podem ter influenciado os niveis
séricos encontrados. Além disto,
concordamos com O-Oosterbaan®, que
citou que estados nao patologicos também
podem causar elevagbes na atividade tanto
da AST quanto da LDH, assim como os
métodos de coleta das amostras, método
de processamento e equipamento utilizado
para a determinacao da atividade enzimatica.

Valores semelhantes da LDH foram
observados durante o protocolo de
avaliacdo, a excecio do M7 (Figura 3),
considerado como o pico de atividade
enzimatica. A grande variacio das
concentragcoes da LDH apds o exercicio,
também pode ser explicada pela distribuigao
desta enzima em viarios tecidos. Como os
valores obtidos se referem a soma das
isoenzimas, a interpretacao da elevagdo da
LDH com relagio a lesao muscular foi
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Figura 3- Representacao grafica das médias, desvios-padrao e significancia estatistica da atividade sérica da lactato desidrogenase (LDH) dos 11
eq(iinos antes e apos o Teste Padrao de Exercicio Progressivo. *p < 0,05

diferente do referido por Meyer, Coles ¢
Rich' (162 e 412UI/L). Ja Fernandes'®,
relatou valores entre 321%+31,8 UI/L nos
animais da raca Arabe, enquanto Rose e
Hodgson'* relataram valor de 250 UI/L. Os
menores valores foram observados por

comprometida, segundo relatado por
Harris®.

Avaliando a porcentagem de elevagao
das atividades enzimaticas com o animal em
repouso comparativamente aos picos
observados, para AST observaram-se
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elevacoes de 8% e 9%, respectivamente para
12 horas (285 £ 66,4 UI/L) e 24 horas (289
+ 66UI/L), para CK de 31% e 38%
respectivamente para 3 horas (345 £ 109
UI/L) e 6 horas (363 + 133UI/L) e para
LDH de 35% no momento referente a 24
horas. Comparando os valores obtidos com
os da literatura consultada, observamos
grande variagdo entre os estudos, sendo
provavelmente decorrente de fatores que
podem influenciar na atividade sérica dessas
enzimas, tais como o nivel de treinamento
do animal, a intensidade e a duracio do
exercicio, bem como o ambiente em que
foi realizado o exercicio, como citado por
Harris®. Os diferentes graus de hipdxia e/
ou acidemia muscular desenvolvidos durante
o Teste Padrio de Exercicio Progressivo
influenciaram os valores das concentracdes
enzimaticas corroborando com os achados
de Harris, Matlin e Gray®, que observou em
animais menos condicionados altas
atividades da AST e CK pés-exercicio
comparativamente a animais com melhor
condicionamento fisico, e relacionado com
o desenvolvimento da hipdxia muscular.

As eclevacbes das atividades
enzimaticas encontradas podem ser
consideradas de pequena magnitude e
predominantemente decorrentes do
processo de aumento da permeabilidade da
membrana celular e ndo de sua ruptura. Neste
sentido, os valores estdo dentro da faixa de
normalidade, e, conforme Harris®®, a
porcentagem as atividades da CK e AST
séricas nao devem elevar-se respectivamente
mais de 250% e 50% dos valores de
repouso, duas horas apés um teste de
exercicio submaximo, seja qual for a aptidao
atlética do eqiino.

A maior porcentagem de elevacao
das enzimas CK e LDH em relacao a AST
pode ser explicada pela localizaciao das
enzimas nas células da musculatura
esquelética. Como as enzimas CK e LDH
estdo presentes no citossol celular, o aumento
da permeabilidade da membrana fez com que
maior quantidade dessas enzimas fosse
transportada para a circulacdo. Ja a
concentragdo sérica da AST fol interpretada
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levando-se em considerac¢ido a sua localizaciao
também nas mitocoOndrias, e como se
considerou a elevacio das enzimas
decorrente do aumento da permeabilidade
da membrana celular, a pequena elevacdo da
AST pode ter sido relacionada com a lesao
de pequena magnitude das mitocondrias.
Alteragoes patologicas estdo relacionadas
com elevacGes superiores a 100% da AST
apos o exercicio, independentemente da
intensidade de exercicio ou do nivel de
condicionamento do animal®.

Niao foram observados quaisquer
sinais fisicos de miopatia decorrente do
protocolo de exercicio executado. Contudo,
O-Oosterbaan® relatou que em cavalos com
atividades de CK maiores que 100.000 UI/
L. ndo foram observados sinais evidentes de
lesdo muscular, e muitos cavalos de enduro
depois de corridas de 160km tém elevacoes
de 5.000 a 30.000 UI/L sem evidéncias
clinicas de doen¢a muscular, ndo havendo,
desta maneira, correlacio entre sinais clinicos
de lesao muscular e atividade das enzimas
musculares.

Observou-se correlagdo positiva
entre a elevagdo das enzimas, inferindo que
as alteracoes observadas nos momentos
correspondentes aos picos de atividade
enzimatica foram relacionadas com o
predominio das isoenzimas da musculatura
esquelética. Contudo, ainda devemos
considerar que para avaliagdao da integridade
muscular em resposta ao teste de exercicio
empregado, que a AST também esta
presente no figado e no coracio, sendo,
portanto, ndo orgao-especifica, como
também foi citado por Dunnet et al.*'. A
CK tem uma alta especificidade para a lesdo
muscular, contudo, esta presente também no
coragio, na musculatura lisa e no cérebro®.
A atividade da LDH refere-se a soma de
cinco isoenzimas localizadas no figado, nos
musculos, eritrécitos, células intestinais e
tecido renal, e elevacbes da LDH nao sio
especificas, a menos que as concentracoes
das isoenzimas forem determinadas®, de
forma que, em futuros estudos se faz
necessatia a determinaciao dessas isoenzimas,
como no estudo trealizado por Michima et al.®.



Conclusoes

As atividades séricas da AST, CK e
LDH elevam-se imediatamente e retornam
a valores semelhantes ao de repouso 30
minutos apés o término do Teste Padrao
de Exercicio Progressivo. O pico de
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atividade enzimatica da aspartato
aminotransferase (AST) foi de 12 horas a
24 horas; da creatina quinase (CK)
de 3 horas a 6 horas ¢ da lactato
desidrogenase (LDH) 24 horas apés o
término do Teste Padrao de Exercicio
Progressivo.

Serum activities of aspartate aminotransferase, creatine kinase and lactate
dehydrogenase in arabian horses submitted to standard incremental

exercise test

Abstract

The aim of this study was to determine the serum activities of enzymes
aspartate aminotransferase, creatine kinase and lactate dehydrogenase
in Arabian horses submitted to exercise on high-speed equine treadmill.
Eleven mature Arabian horse were training and submitted to Standard
Incremental Exercise Test on high-speed equine treadmill. Venous
blood samples were taken before exercise, immediately and 30 min,
60min, 3h, 6h, 24h, 3 days and 5 days after exercise. The serum activity
aspartate aminotransferase, creatine kinase and lactate dehydrogenase
were determined. The serum activies of AST, CK and LDH increase
immediately and returned to baseline value 30 minutes after exercise.
The AST enzyme activity increased at 12 hours and 24 hours, CK at 3
hours and 6 hours, and LDH at 24 hours after Standard Incremental

Key words:
Equine. Exercise.
Treadmill. AST. CK. LDH.

Exercise Test.
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