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Avaliacao da glutamina, amonia e cortisol em cavalos de
enduro durante corridas de diferentes distancias

Evaluation of glutamine, ammonia and cortisol in endurance horses
during races of different lengths

Renata Farinelli de SIQUEIRAY Wilson Roberto FERNANDES!

! Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Departamento de Clinica Médica, Sao Paulo - SP, Brasil

Resumo

A glutamina é o aminodcido livre mais abundante no organismo de mamiferos, muito importante para a proliferacéo
celular, metabolismo da amoénia e para produgdo de energia na musculatura esquelética, principalmente durante o
exercicio aerdbico. O objetivo do presente trabalho foi investigar se os niveis séricos de glutamina, amonia e cortisol,
em cavalos de enduro, podem ser modelos de estudo da dindmica deste importante aminodcido durante o exercicio,
pois estes animais sdo submetidos a esfor¢o aerébico prolongado e intenso. Foram utilizados 33 cavalos de enduro que
competiram nas categorias de 80 km (n = 13), 120 km (n = 14) e 160 km (n = 5) em quatro provas. Nao houve diferenca
estatistica nos niveis de glutamina entre os momentos de coleta (P > 0,05). Houve aumento significativo dos niveis
plasmaticos de amonia apds o término das provas (P < 0,05). Esse aumento foi mais marcado nos cavalos de 80 km,
seguido pelos de 120 e por dltimo os de 160 km. Houve correlagio positiva entre os niveis de amdnia e glutamina nas
categorias de 160, 120 e 80 km (r = 0,209, r = 0,151 e r = 0,176, respectivamente; P < 0,05). Oscilagoes séricas dos niveis
de glutamina sdo dificeis de se detectar em cavalos de enduro, ja que as fibras musculares oxidativas sdo importantes
reservatorios desse aminodcido. Ainda, é dificil saber sobre consumo de glutamina dadas as reservas organicas e a
facilidade de metabolizagdo. A concentragdo sérica de amonia pode servir como indicador indireto do consumo de
glutamina. Assim, concluiu-se que as dosagens de amonia e cortisol podem servir como medidas indiretas da utilizagdo
da glutamina durante o exercicio aerébico e ambas como marcadores de esforco.
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Abstract

Glutamine is the most abundant free amino acid in the bodies of mammals. It is very important for cell proliferation,
metabolism of ammonia and energy production in skeletal muscles, especially during aerobic exercise. The aim of this
study was to investigate if serum levels of glutamine and ammonia could be models for studying the dynamics of this
important amino acid during exercise in endurance horses, as these animals are subjected to prolonged and intense
aerobic workloads. Thirty-three endurance horses that competed in the categories of 80 km (n = 13), 120 km (n = 14)
and 160 km (n = 5) in four races were tested. There was no statistical difference in the levels of glutamine between
moments (P > 0.05), but there was a significant increase in plasma levels of ammonia right after the race (P < 0.05). This
increase is more marked in the horses that ran 80 km, followed by those that ran 120 km and finally by those running
160 km. There was a positive correlation between the levels of ammonia and glutamine in categories 160, 120 and 80
km (r = 0.209, r = 0.151 and r = 0.176, respectively; P < 0.05). Oscillations in serum levels of glutamine are difficult to
detect in endurance horses, since oxidative muscle fibers are important reservoirs of this amino acid. Also, it is difficult
to know about glutamine consumption because of the organic reserves and ease of metabolization; hence, measuring
ammonia as an indicator of consumption of glutamine. We concluded that ammonia and cortisol levels can serve as
indirect measures of the use of glutamine during aerobic exercise and both can be markers of effort.
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encontrado em concentragdes relativamente elevadas
em outros tecidos. A proliferagdo e desenvolvimento
de células, em especial do sistema imune, o balango
acidobasico, o transporte da amonia entre os tecidos
e a doagao de esqueletos carbdnicos para a gliconeo-
génese, sdo algumas das fungdes em que a glutami-
na estd envolvida (CRUZAT; PETRY; TIRAPEGUI,
2009). A glutamina é um substrato essencial para ma-
crofagos e linfdcitos, que a utilizam em elevadas taxas
(CASTELL et al., 2004).

A glutamina enddgena é sintetizada a partir do
glutamato e amonia pela enzima glutamina sintase
e sua atividade ¢ dependente de alguns hormonios.
Glicocorticoides promovem a sintese de glutamina,
ja o hormonio do crescimento inibe este processo. O
glutamato, por sua vez, ¢ sintetizado a partir da desa-
minag¢do dos aminodacidos de cadeia longa (BCAAs)
leucina, isoleucina e valina. A adequada ativagao da
piruvato-desidrogenase e do ciclo do acido tricarbo-
xilico é necessaria para prover precursores anaplero-
ticos para a aminagdo do alfacetoglutarato, levando a
sintese de glutamina. Isso sugere que a sintese desse
aminoacido ¢ dependente da utilizagdo de substratos
para a produgdo de energia e, consequentemente, a
disponibilidade da glutamina é afetada pela chegada
de nutrientes a musculatura esquelética (AGOSTINI;
BIOLO, 2010).

Quantitativamente, o principal tecido de sintese, es-
toque e liberagdo de glutamina € o tecido muscular
esquelético. A taxa de sintese no musculo esquelético
humano ¢ de aproximadamente 50 mmol/h, sendo
maior que qualquer outro aminoacido (NEWSHOL-
ME et al, 2003). A elevada capacidade de sintese e
liberagdo, principalmente em situagdes quando ha
aumento na sua demanda por outros 6rgaos e tecidos,
confere ao musculo esquelético um papel metaboélico
essencial na regulacao da glutaminemia. Eventos ci-
rurgicos, queimaduras e exercicios intensos e prolon-
gados sdo alguns exemplos nos quais se observa que o
consumo de glutamina excede a capacidade de sintese
corporal (CRUZAT; PETRY; TIRAPEGUI, 2009).
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A predominancia do tipo de fibra muscular também
pode influenciar a sintese de glutamina. Fibras oxida-
tivas do tipo I podem apresentar cerca de trés vezes
mais estoques desse aminoacido quando comparadas
as fibras glicoliticas tipo II. Essa diferenca esta rela-
cionada com a maior atividade da glutamina sintase
e maior disponibilidade de ATP nas fibras oxidativas
(RENNIE et al., 2001).

As enzimas glutaminases catalisam a deaminagdo
por hidrdlise da glutamina em ions de glutamato e
amonia, que também exercem papéis cruciais no cére-
bro, rins e figado. No hepatdcito, a glutamina regula o
ciclo da ureia, auxiliando na detoxificacio da amonia
e regulacdo do pH sistémico (RENNIE et al., 2001).

Considerando que cavalos de enduro sdo subme-
tidos a esfor¢o aerdbico prolongado e como a glu-
tamina ¢ uma importante fonte de energia para as
células musculares, o presente trabalho investigou
se os niveis séricos de glutamina, amonia e cortisol,
apresentados por animais submetidos a corridas de
diferentes distancias, poderiam ser utilizados para a

detec¢ao da fadiga.

Material e Métodos

Foram utilizados 33 cavalos treinados e graduados
para provas de enduro que competiram nas catego-
rias de 80 km (n = 13), 120 km (n = 14) e 160 km
(n =5) em quatro provas realizadas no estado de Sao
Paulo, chanceladas pela Federagdo Equestre Inter-
nacional (FEI). Somente os cavalos que receberam
aprova¢do na inspecio veterindria final foram inclu-

idos no trabalho.

Os animais, de proprietarios enduristas, ficaram
alojados em haras e centros de treinamentos parti-
culares. Nos locais de prova, receberam volumoso e
concentrado comercial por até cinco horas antes da
largada. Todos os animais foram suplementados com
solucdes eletroliticas durante o percurso e tiveram li-
vre acesso a agua e, nas paradas obrigatorias, recebe-

ram ainda feno de graminea.



Amostras de sangue foram colhidas da veia jugu-
lar em tubos de coleta a vacuo sem anticoagulante
para a determinac¢ao da glutamina sérica e hormdnio
cortisol e com EDTA para a determina¢do da amo-
nia plasmatica. Essas amostras foram acondicionadas
em gelo e transportadas ao laboratério, onde foram
centrifugadas a 1900 x g por 15 minutos a 4°C para
a separac¢do do soro, que foi armazenado em freezer
-80°C até o momento da analise.

Os tempos de colheita foram antes da largada (T0),
imediatamente apos a saida da dltima inspegao vete-
rindria (T1) e trés horas apds (T2). Ja nos respectivos
haras, foram colhidas amostras aos trés (T3), sete (T4)
e 14 (T5) dias apos a prova.

As anilises da glutamina sérica e amonia foram rea-
lizadas em analisador bioquimico (Daytona®, Randox,
United Kingdom). A glutamina pelo método cinético
colorimétrico com kit comercial (L-glutamine GLN
GM1373, Randox) e a amonia pelo método enzima-
tico utilizando-se kit comercial (AM3979, Randox).
O cortisol sérico foi determinado por imunoensaio
ELISA utilizando-se kit multiespécie Enzo (ADI-901-
071), segundo as recomendagdes do fabricante.

Os resultados foram submetidos ao teste de normali-
dade Kolmogorov-Smirnov e, posteriormente, a andlise

de varidncia por ANOVA e teste de comparagao Tukey.
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Foi realizado o teste de correlagdo de Pearson para os
valores de glutamina e amonia. O nivel de significancia

estabelecido para todas as analises foi de 0,05.

Resultados

A média de velocidade, nas quatro provas em que
os cavalos competiram, foi de 17,85 km/h na distancia
de 160 km, 19,77 km/h na de 120 km e 19,35 km/h
na de 80 km, segundo dados oficiais divulgados pela
comissdo organizadora dos eventos.

As médias de temperatura e da umidade relativa do
ar (URA) foram calculadas levando-se em considera-
¢do o valor minimo e maximo durante o evento. A
primeira prova, realizada em junho de 2011, na cida-
de de Pirassununga, apresentou temperatura média
de 20,0°C e 53% de URA. A segunda, realizada em
setembro de 2011, em Campinas, apresentou tempe-
ratura média de 23,6°C e 56,5% de URA. A terceira,
realizada em abril de 2012, em Braganca Paulista,
apresentou temperatura média de 18,4°C e 76% de
URA. A quarta, realizada em Sorocaba, em junho de
2012, apresentou temperatura média de 18,8°C e 54%
de URA.

Os resultados referentes as variaveis cortisol, gluta-
mina e amoénia (média e desvio-padrio) sdo apresen-
tados na Tabela 1.

Tabela 1 - Média (+ desvio-padrio) de cortisol, glutamina e amonia séricos em cavalos que participaram de provas de en-
duro realizadas em municipios do estado de Sao Paulo segundo a distancia percorrida* e o momento da colheita

de sangue** - Sao Paulo - 2011 a 2013

Distancia (km) TO T2 T3 T4 T5

160 3480 (+ 1,8) 7034 A (£2,7) 1186(+0,5) 1191(x02) 976(+03) 574 (+0,8)
Cortisol (pg/mL) 120 1866 (+0,8)  7422B(£2,9) 3230 (+3,1) 1319(x1,5) 1223 (x1,09) 964 (0,9)

80 1660 (+ 1,1) 6794 C(+3,1) 2123 (+1,5) 1664 (+1,8) 820(x04) 614 (£0,3)

160 1,6566 (+ 0,5) 1,7412 (£ 0,6) 1,9638 (£ 0,6) 2,0844 (+ 0,6) 1,6098 (+ 0,2) 1,3482 (+0,5)
Glutamina (mmol/L) 120 1,7981 (£0,7) 1,7464 (£0,8) 1,4191 (+0,5) 1,3351 (+0,5) 1,6857 (+0,7) 1,6126 (+0,6)

80 1,9252 (£ 0,6) 1,796 (£ 0,6) 1,4849 (+ 0,6) 1,4453 (+0,7) 1,7878 (£ 0,8) 1,9024 ( 0,8)

160 129,95 (£3,3) 144,92 A (£56) 959 (£2,6) 76,28 (£1,05) 76,49 (£2,5) 64,01 (+1,2)
Amodnia (umol/L) 120 96,94 (£3,09) 151,3B(+2,2) 111,63 (£2,8) 98,70 (+2,1) 79,54 (+2,1) 71,04 (+2,4)

80 103,33 (+2,7) 168,26 C(+2,0) 111,84 (+3,1) 85,61 (£1,6) 96,87 (£1,3) 89,39 (+1,2)

*160kmn=5;120km,n=14;80 km,n =13

**TO - antes da largada; T1 - imediatamente ap0s a saida da tltima inspegao veterinaria; T2 - 3 horas ap6s T1; T3 - 3 dias apds a prova; T4 - 7 dias apos
a prova; T5 - 14 dias ap6s a prova. Letras maitsculas na mesma coluna indicam diferenca entre as distancias percorridas no mesmo momento de coleta,

segundo o teste de comparagao de Tukey (P < 0,05)
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Houve diferenca na concentrac¢do sérica de cortisol
entre todos os momentos de coleta em todas as cate-
gorias (P < 0,05), porém, o maior aumento foi cons-
tatado em T1, ou seja, imediatamente ap6s a saida do
ultimo vet check. Houve fraca correlagdo negativa en-
tre os niveis de cortisol e glutamina nas categorias de
160, 120 e 80 km (r = -0,092, r = -0,096 e r = -0,095,
respectivamente; P < 0,05).

Nao houve diferen¢a nos niveis de glutamina entre
os momentos de coleta (P > 0,05), embora possa ser
observada diminui¢do nos cavalos de 80 e 120 km a
partir de T1 (logo apds a prova), T2 (3 h apds a prova)
e T3 (3 dias apds a prova), s6 retornando ao normal a
partir do sétimo dia apds a prova.

Houve aumento significativo dos niveis plasmaticos
de amonia no momento pds-prova T1 (P < 0,05). Esse
aumento foi mais marcado nos cavalos de 80 km, se-
guido pelos de 120 e por ultimo nos de 160 km. Trés
horas apos a prova, os niveis baixaram, porém, os
cavalos que correram 80 km mantiveram seus niveis

mais elevados que os demais até o 14° dia (T5).

Discussao

Elevacdes nas concentragdes plasmaticas de cortisol
relacionadas ao exercicio tém sido amplamente do-
cumentadas em cavalos (MALINOWSKI; POTTER;
DINGER, 1993; NESSE et al., 2002; KRAEMER et al.,
2003), e o presente experimento corrobora estas cons-
tatagdes, pois houve aumento dos niveis logo apds a
prova e retorno préximo do basal trés horas ap6ds. E
sabido que o treinamento fisico altera a quantidade
de cortisol produzido em cavalos que treinam e com-
petem em diversas modalidades (MARC et al., 2000;
MCcKEEVER, 2002; CAYADO et al., 2006; FERRAZ et
al., 2010). De fato, esses autores concluiram que a ele-
vagdo do cortisol esta mais relacionada a duragao que
a velocidade (intensidade) do esforco.

O cortisol estimula a mobilizacdo de substratos, au-
mentando a gliconeogénese e mobiliza¢ao de acidos
graxos livres. Ao mesmo tempo, diminui a utilizacao

de glicose em alguns tecidos para poupar este substra-
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to para o sistema nervoso central. Outro objetivo des-
se estado catabolico é criar um pool de aminoacidos
livres (GRAAF-ROELFSEMA et al., 2007). O cortisol
também afeta diretamente a enzima glutamina sintase
que transforma o glutamato em amonia para a produ-
¢do da glutamina (DARMAUN; MATTHEWS; BIER,
1988; BIOLO et al., 2000).

Em humanos, diferentes tipos de exercicio afetam
de diversas formas a producao de glutamina pela
musculatura esquelética. O enduro, exercicio inten-
so e prolongado, produz um efeito negativo na con-
centragdo plasmdtica maior que exercicios curtos.
Isso se deve ao aumento da sua contribui¢do para os
processos anaplerdticos, gliconeogénese e ativacao
das células do sistema imunoldgico (SANTOS et al.,
2009). Investigacdes com acompanhamento de atletas
humanos, apds esfor¢o intenso, confirmaram a exis-
téncia de deple¢ao dos niveis de glutamina no soro
sanguineo e em fibras musculares do tipo I, (KARGO-
TICH et al.,, 2005). Ao contrario dos exercicios exte-
nuantes, sessoes de exercicio aerobico moderado nor-
malmente ndo causam diminui¢do significante dos
niveis sanguineos de glutamina, porém, um adequa-
do programa de treinamento pode aumentar os niveis
séricos em repouso, o que reflete um aumento de sua
disponibilidade (KARGOTICH et al., 2007).

Os cavalos de enduro devem obrigatoriamente pas-
sar por graduagdo e quando chegam a velocidade livre
ja possuem algum tempo de condicionamento fisico
e experiéncia em provas. Os animais que competem
nas categorias mais curtas sdo, na sua maioria, mais
jovens e inexperientes que os das categorias mais lon-
gas. Esse fato talvez explique a constatagdao de que os
cavalos de 160 km ndo terem apresentado a mesma
diminui¢do dos niveis séricos de glutamina, pois até o
terceiro dia apds a competicdo apresentaram aumento
e sO a partir dai é que houve diminuigdo. Como o trei-
namento afeta os niveis de glutamina em repouso, ou
seja, o animal bem treinado possui maior estoque des-
te aminodacido, que seria suficiente para a realizacao

do exercicio prolongado, porém, no periodo de recu-



peragdo pos-prova, hd o consumo deste estoque para
a recuperagao muscular e do sistema imunolégico. Os
cavalos de 80 e 120 km competem em uma velocidade
mais alta e possuem menor tempo de trabalho que os
de 160 km e, provavelmente por estas razdes, ainda
ndo expandiram os seus estoques de glutamina, ou
entdo houve maior deplecdo pelo maior esforgo.

A concentragdo de glutamina no sangue também ¢é
consequéncia do balan¢o entre a sua sintese a partir
do glutamato e aménia numa reagdo dependente de
ATP e da sua liberagéo e utilizagdo por varios 6rgaos
como rins, figado, coragdo, cérebro e musculatura es-
quelética (SANTOS; CAPERUTO; ROSA, 2007). A
musculatura esquelética é um grande reservatorio de
glutamina, e o treinamento de resisténcia aumenta a
taxa de sintese e libera¢ao, porém, de forma balance-
ada (KARGOTICH et al,, 2007). Isso pode explicar a
auséncia de diferenca observada no presente traba-
lho, ja que os cavalos testados eram atletas saudaveis
e treinados. Muitas observa¢des demonstraram dimi-
nui¢do acentuada nos niveis de glutamina no sangue
apos exercicios exaustivos, tanto em humanos quanto
em animais (WALSH et al., 1998; BASSIT et al., 2000;
CUNHA et al., 2004), predispondo assim ao desen-
volvimento de doengas do trato respiratorio e na sin-
drome overtraining (BASSIT et al., 2000; CASTELL,
2003). Talvez, a mensuragao da taxa de glutamina/
glutamato fosse um método mais eficiente que apenas
a avaliagdo da glutamina.

O exercicio fisico provoca modificagdes na utili-
zagdo dos substratos energéticos, sensibilidade a in-
sulina, turnover proteico e disponibilidade de ami-
noacidos. Os niveis de amonia no sangue refletem o
equilibrio entre a produgédo e a remogao. O exercicio
intenso eleva muito esses niveis, pois ha aumento do
catabolismo dos aminodcidos de cadeia longa (BCA-
As) e deaminacio da adenosina monofosfato (AMP).
A deamina¢do do AMP, responsavel por manter a re-
lagao ATP/ADP, tem como produto final a iosina mo-

nofosfato (IMP) e amonia, que é liberada na corrente
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sanguinea. Ha evidéncias que a atividade da enzima
AMP desaminase é dependente da intensidade do es-
forgo e da taxa de hidrdlise do ATP, que é relativa a ca-
pacidade aerdbica das fibras musculares. Capacidade
aerobica reduzida conduz a isquemia muscular com
consequente aumento da deaminagao do AMP e hi-
peramonemia. Por outro lado, o treinamento aumen-
ta a capacidade aerdbica dos musculos, tendo como
consequéncia a diminui¢do da producio de amdnia
(YUAN; CHAN, 2000). A remoc¢iao da amoénia do
sangue ¢ de fundamental importéncia, pois o seu acu-
mulo prejudica as fungdes motoras e o sistema ner-
voso central. Durante o exercicio, os tecidos adiposo
e muscular, ricos em enzima glutamina sintase, sao
0s maijores responsaveis pela remoc¢io da amonia e a
utilizam, juntamente com o glutamato, para produzir
glutamina (ESBJORNSSON et al., 2006).

O fato de os niveis de glutamina terem retornado ao
normal a partir do sétimo dia pds-prova, é compati-
vel com a manutengdo de elevados niveis de amdnia
observados com menor intensidade nos cavalos de 80
km que nos demais e isto pode significar que a repo-
sicdo dos estoques musculares de glutamina a partir
da remog¢ao da amonia é dependente do esforgo, ja
que estes cavalos sdo mais jovens, menos experientes
e correram com uma média de velocidade maior que
os de 120 e 160 km. Houve correlagdo positiva entre
os niveis de amonia e glutamina nas categorias de 160,
120 e 80 km (r = 0,209, r=0,151 er = 0,176, respecti-
vamente; P < 0,05).

Conclusao

Oscilagdes séricas dos niveis de glutamina sdo difi-
ceis de detectar em cavalos de enduro, ja que as fibras
musculares oxidativas sdo importantes reservatorios
desse aminodacido, porém, as dosagens da amonia e
do cortisol podem servir como medidas indiretas
da utilizagao da glutamina durante o exercicio ae-
rébico, considerando-se ambas como marcadores de

esforgo.
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