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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P0s-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

MODELO EXPERIMENTAL DE HIPOXIA NORMOBARICA
INTERMITENTE EM CAVALOS NAO TREINADOS
AUTOR: EDUARDO ALMEIDA DA SILVEIRA
ORIENTADORA: KARIN ERICA BRASS
Santa Maria, 28 de maio de 2009.

Habitantes de regibes com altitude elevada apresentam adaptagBes fisioldgicas,
morfoldgicas e funcionais altamente compensatérias em resposta ao estimulo criado pela
hipoxia. Seres humanos vém sendo submetidos a tratamentos de hipdxia intermitente (IHT)
na busca por melhor desempenho esportivo e como tratamento de doengas cronicas. Os
beneficios do IHT tém sido atribuidos a alteragdes hematolégicas, musculares, mitocondriais
e no volume plasmético. Um modelo experimental de simulagdo de altitude foi usado em
cavalos para avaliar as alteraces de pardmetros clinicos, hematolégicos e gasométricos frente
a hipoxia intermitente. Sete animais foram submetidos a 30 sessfes de uma hora de hipdxia
durante 16 dias (D1-D16). A freqliéncia cardiaca (FC) e respiratoria (FR) foi aferida em todas
as sessdes, nos tempos TO (normoxia) e apds 15, 30, 45 e 60 minutos de hipdxia. Amostras de
sangue para hemograma foram obtidas no DO (normoxia), D8 (12% de O,) e D16 (12% de
O_). Os gases sanguineos foram avaliados em TO e aos 30 e 60 minutos de hipdxia no D1
(17% de Oy), D6 (13% de O,), D11 (12% de O,) e D16 (12% de O). Pungdes da medula
6ssea foram realizadas para avaliacéo da eritropoiese no DO, D8, D16, D23 e D30 (normdxia
pds-experimento). Os cavalos ndo treinados toleraram bem a hipoxia a 17% de O,. A FC foi
menor aos 14% de O, que aos 17% de O, (0, 15, 45 e 60 minutos de hipdxia) (p<0,001). A
PaO; e a SaO; aos 30 (P<0,05 e P<0,01) e 60 minutos (P<0,01 e P<0,001) diminuiu entre
17% e 12% de O,. A PaCO, aumentou em TO (p<0,05) entre 17% e 13% de O, e entre 17% e
12% de O.. A relacdo de células miel6ides:eritroides diminuiu entre 0 D1 e 0 D23, e aFR e
pardmetros hematoldgicos ndo variaram durante ou entre as sessdes. Este modelo
experimental de hipoxia intermitente pode ser utilizado e promove adaptagBes cardio-
circulatorias em cavalos.

Palavras-chave: hipdxia; cavalos; fisiologia do exercicio; adaptagéo.



ABSTRACT

Masters Dissertation in Veterinary Medicine
Programa de P0s-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brazil

EXPERIMENTAL MODEL OF NORMOBARIC INTERMITTENT
HYPOXIA IN UNTRAINED HORSES
AUTHOR: EDUARDO ALMEIDA DA SILVEIRA
ADVISER: KARIN ERICA BRASS
Santa Maria, May 28, 2009.

People living at high altitudes present compensatory adjustments to the hypoxic
stimulation, such as physiological, morphological and functional adaptations. Humans have
been submitted to intermittent hypoxic training (IHT) to achieve better athletic performance
and to treat chronic diseases. The benefits related to IHT have been attributed to
hematological, muscular, mitochondrial and plasmatic changes. An experimental model of
altitude simulation was used on horses to assess the response of clinical, hematological and
blood gas parameters to intermittent hypoxia. Seven horses were submitted to 30 one hour
long hypoxia treatment sessions during 16 days (D1-D16). Heart (HR) and respiratory (RR)
rates were measured on all sessions at time TO (normoxia) and after 15, 30, 45 and 60 minutes
of hypoxia. Blood samples for hematological evaluation were obtained on DO (normoxia), D8
(02 12%), D16 (O2 12%), while animals were in normoxia. Arterial blood gases were
measured at TO and after 30 and 60 minutes of hypoxia on D1 (O, 17%), D6 (O, 13%), D11
(02 12%) and D16 (O, 12%). Bone marrow aspiration was performed to evaluate
erythropoiesis on DO, D8, D16, D23 (post-trial normoxia) and D30 (post-trial normoxia).
Untrained horses tolerated hypoxia at 17% O,. HR was lower at 14% O, compared to 17% O,
(0, 15, 45 and 60 minutes) (p<0.001). PaO, and SaO, at 30 (P<0.05 and P<0.01) and 60
minutes (P<0.01 and P<0.001) decreased between 17% and 12% O,. PaCO, increased at TO
(p<0.05) between 17% and 13% O, and 17% and 12% O, Myeloid:erythroid ratio decreased
between D1 and D23, and RR and hematology values did not change during or along
sessions. This experimental model successfully promoted cardio-circulatory adaptation in
horses to hypoxia.

Key-words: hypoxia; horses; exercise physiology; adaptation.
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INTRODUCAO

Habitantes de regides com altitude elevada apresentam modificages no seu sistema
enddcrino, devido ao estimulo causado pela hipdxia nos neurotransmissores cerebrais, que
resultam na adaptacdo fisiolégica ao meio hipéxico em que vivem (GONZALES, 2001).
Frente ao estimulo agudo de hipdxia, o organismo responde tentando suprir a falta de
oxigénio (O,) tecidual através de aumento na ventilagdo e subsequente vaso-constricdo
pulmonar. Desta forma, ocorre um ajuste temporario da perfusdo de O nos pulmdes e
conseqiientemente aumento da oxigenacdo arterial (TOWNSEND et al., 2002). Com a
persisténcia da hipoxia tecidual, sensores vasculares de O, ativam a expressdo do fator de
crescimento endotelial que inicia a angiogénese, principalmente no coragdo e provavelmente
no cerebro (HOCHACHKA et al., 1998). Os sensores de O, nos rins e no figado, por sua vez,
estimulam a expressdo da eritropoietina (EPO), dando inicio & reorganizacdo metabdlica. O
aumento da EPO estimula a producdo de reticulécitos e hemoglobina (Hb) elevando o
hematdcrito (Ht) (VOGT et al., 2001; BASSET et al. 2006).

Em equinos mantidos em altitudes elevadas ocorre um aumento no hematocrito e na
concentragdo de Hb, que se mantém elevados ap6s o retorno a baixa altitude. Outras
alteraces fisioldgicas, como o aumento da capilaridade muscular e da capacidade metabodlica
da musculatura esquelética, também sdo adaptacGes a ambientes de hipdxia (WICKLER;
ANDERSON, 2000).

A policitemia causada pela hipoxia ambiental crdnica, pode se tornar um problema
quando o individuo retorna para altitudes inferiores, por causar neocitolise. No retorno a
normoxia ocorre supressao da EPO e estimulo a hemélise de hemacias jovens. Desta forma,
observa-se uma diminuicdo de 10% nas hemécias totais na primeira sesmana em condicOes de
normdxia, apesar de haver liberacdo de reticuldcitos da medula por mais sete dias, em
humanos (RICE; ALFREY, 2005). A exposicdo cronica a hipdxia ainda causa sintomas
adversos como nauseas, cefaléia, anorexia, sonoléncia e deficiéncias na transcricdo e sintese
protéica em humanos (HOPPELER et al., 2003). Por estes motivos, o treinamento em hipoxia
pelo método “morar alto, treinar baixo” (live high, train low) tem sido mais utilizado. O
método de Tratamento Intermitente em Hipdxia (IHT) tem sido usado em atletas de nivel
olimpico por oferecer estimulo suficiente para melhorar o desempenho aerdbico e anaerdbico

do individuo, sem que haja sinais clinicos de intolerancia a altitude (BASSET et al., 2006).
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O IHT vem sendo descrito hd mais de 20 anos. Curtos periodos de exposicdo a hipdxia
tém sido muito utilizados como alternativa para melhorar o desempenho atlético e tratar varias
doencas. A utilizacdo simultanea da hipoxia com o treinamento convencional melhora o
aproveitamento tecidual de O, em mamiferos (HAHN; GORE, 2001). Assim como ha
exposicao cronica a hipdxia, na hipoxia intermitente (HI) ocorre aumento progressivo da
ventilacdo e adaptacdes fisiologicas que aumentam o aporte e a eficacia no consumo de O,
tecidual (BURTSCHER et al., 2009). As curtas exposi¢cies a hipdxia estimulam os
mecanismos de defesa do organismo e promovem inimeras respostas fisiologicas benéficas a
seu funcionamento (HAHN; GORE, 2001).

Em atletas humanos, o IHT aumenta o desempenho em competi¢cbes em altitude e,
eventualmente, também ao nivel do mar. Na préatica, atletas podem treinar em condigBes de
hipoxia induzida usando um aparelho portétil de diluicdo de O, em altitude elevada ou em
camara despressurizada apenas durante o exercicio (HOPPELER et al., 2003), com a
vantagem de ndo perder tempo com viagens entre locais de diferentes altitudes (RICHALET;
GORE, 2008). A técnica vem sendo utilizada no esporte, avia¢do, treinamento militar, bem
como na prevengdo, tratamento e reabilitacdo de doencas degenerativas (HAHN; GORE,
2001).

Ha, entretanto, algumas diferengas entre a fisiologia respiratoria humana e equina
motivo pelo qual o ajuste dos protocolos de treinamento é essencial. Testes independentes
sugerem que, assim como em humanos, os cavalos também apresentem efeitos benéficos com
0 IHT (KOLCHINSKAYA et al., 1999).

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da hipdxia normobérica intermitente sobre
pardmetros clinicos, hematoldgicos e de gases sanguineos em cavalos néo atletas, visando sua

futura aplicagdo em medicina esportiva equina.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

A hipoxia cronica promove adaptacdes cerebrais e cardiacas em moradores de
altitudes elevadas. O cérebro de Quéchuas (habitantes da cordilheira dos Andes) metaboliza
menos glicose que o de moradores de baixas altitudes, indicando manutencdo da funcéo
cerebral com baixa demanda energética e de O,. J& o coragdo dos Quéchuas utiliza mais
glicose que o de moradores de baixas altitudes. Esta maior utilizagdo de glicose como
combustivel de oxidagdo sugere maior eficiéncia na producéo de energia e no consumo de O,
pois a oxidagdo de &cidos graxos utiliza mais O, que a oxidacdo de glicose (SOMERO;
SUAREZ, 2005).

Exposicdo & hipoxia de intensidade moderada promove adaptagBes teciduais,
morfoldgicas e funcionais altamente compensatorias (GONCHAR; ROZOVA, 2007) como
aumento na produgdo de EPO, eventual aumento no Ht, fortalecimento do sistema
imunolégico e estimulacdo do sistema simpético-adrenal. Também ocorrem adaptacdes
cardiovasculares como vasodilatagéo, aumento na densidade de capilares sanguineos, menor
resisténcia periférica, diminuicdo da pressdo arterial média e da frequiéncia cardiaca (FC) e
respiratoria, maior facilidade na expansdo pulmonar, melhor resposta ventilatoria e aumento
da capacidade pulmonar (HAHN; GORE, 2001).

Periodos de 30 minutos a duas horas de hipoxia sdo atualmente utilizados em atletas
para estimular, no organismo destes, respostas hipdxia-dependentes como aumento na EPO
circulante, no nimero de hemécias totais e adaptacdo da musculatura esquelética
(HOPPELER et al., 2003). Um aumento na contagem de hem@cias totais, concentracéo de Hb,
Ht e EPO foi observado apds a exposicdo & hipdxia normobarica em humanos
(HOCHACHKA et al., 1998; BASSET et al., 2006). O aumento na concentracédo de Hb gera
um aumento na disponibilidade de O, circulante e melhora o desempenho durante exercicios
(VOGT et al., 2001). Apos o exercicio, o nivel de O, arterial diminui quando o treinamento €
realizado em condi¢gBes de normdxia e se mantém quando € realizado em condicbes de
hipoxia (BAILEY et al., 2001).

Humanos submetidos a treinamento em hipoxia, independente da intensidade do
exercicio, apresentam efeitos moleculares especificos em sua musculatura esquelética quando
comparados a individuos treinados em normoéxia. O treinamento em hipdxia normobérica

induzida aumenta a densidade mitocondrial e capilar entre as fibras musculares (VOGT et al.,
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2001). Ainda ndo se sabe exatamente qual a relacdo existente entre a disponibilidade de O,
ambiental e a fosforilagdo mitocondrial oxidativa na musculatura esquelética. Acredita-se que
a capacidade oxidativa dos musculos aumente para compensar a deficiéncia de O na
atmosfera (HOPPELER et al., 2003). O nimero de mitocdndrias totais aumenta com o
treinamento, independente de alteragdo na concentragdo de O, ambiental. Porém, o nimero de
mitocOndrias subsarcolemais, ou seja, proximas a capilares, aumenta apenas em individuos
em hipdxia, independente do tipo de exercicio (HOPPELER et al., 2003).

2.1 Producdo da hipoxia

O IHT se baseia na inalagdo de ar com baixa concentragdo de O, em condig¢des
normais de pressdo. Desenvolvido inicialmente por cientistas russos, este método vem sendo
utilizado com éxito em treinamentos esportivos e no tratamento de doengas degenerativas
(HAHN; GORE, 2001).

Existem diversos equipamentos de producéo de hipdxia. O sistema de separacdo de ar
mais comumente usado emprega membranas semipermeaveis (BIOMEDTECH, 2006). Sob
pressdo, gases tendem a ser atraidos por superficies sélidas diversas. Dessa forma, quando o
ar sob presséo passa por um tubo contendo uma cdmara adsorvente de nitrogénio, este fica
armazenado e 0 O, é liberado. Ao regular a velocidade de passagem do ar também se regula a
pressdo exercida por ele sobre as membranas. De acordo com a pressdo empregada na
passagem do ar, mais ou menos nitrogénio é retido e conseqlentemente diminui a
concentracdo de O, (BIOMEDTECH, 2006).

O ar com baixa concentracdo de O é disponibilizado através de uma mascara vedada
que possui duas valvulas externas de fluxo Unico para liberagdo do gas expirado e dois tubos
por onde o ar com baixa concentragdo de O, é fornecido. Através de um adaptador em “Y”,
esses dois tubos sdo conectados a outro tubo de grande calibre que faz a ligagdo ao
reservatorio denominado bolsa de Douglas (Fig 1). Este reservatorio é ligado a unidade de
controle que consiste numa torre eletronica que regula a velocidade de passagem do ar,
regulando a concentracdo de O, fornecido. Através deste sistema se consegue ar com até 9%
de O, 0 que seria equivalente ao disponivel em uma altitude de 6500 metros
(BIOMEDTECH, 2006).
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FIGURA 1 - Cavalo submetido a hipdxia usando a mascara conectada a bolsa de Douglas.

2.2 Alteracdes hematoldgicas

Pardmetros hematoldgicos normais sdo mantidos pelo equilibrio entre os processos de
producdo e destruicdo de hemécias. Individuos que moram em altitudes elevadas apresentam
policitemia acentuada, atribuida a uma maior atividade eritropoiética do organismo. A
hiperatividade eritropoiética provocada pela hipoxia em altitude elevada afeta tanto pessoas
aclimatadas como pessoas recém expostas (MERINO, 1950).

Em atletas humanos pode ocorrer um aumento na massa de eritrécitos, devido a
exercicios fisicos sem a utilizacdo de hipdxia. Tanto hipéxia como exercicio forcado podem
estimular a producdo e liberacdo de EPO devido a diminuicdo da saturacdo arterial de
oxigénio (Sa0,). O aumento nos indices de EPO est4 relacionado com a diminuicdo da
pressdo de oxigénio (PaO,) do sangue arterial. Em condigdes de hipdxia, a presséo alveolar de
O, (PAO2) e conseglientemente a SaO, estdo diminuidas, estimulando a eritropoiese
(BAILEY, 2004).
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KNAUPP et al. (1992) afirmam que seres humanos expostos a ar contendo 10,5% de
O por 120 minutos, de forma continua, ou 240 minutos, de forma intermitente, apresentam
aumento de 50% nos niveis de EPO. STRAY-GUNDERSEN e LEVINE (2008) afirmam que
s80 necessarias 36 horas de exposicdo a altitude de 2500 metros para se obter aumento nas
concentragdes plasmaticas de EPO.

O aumento ou diminuicdo do volume sanguineo total é devido exclusivamente a
modificacdes na massa eritrocitaria. Estudos citoldgicos na medula 6ssea de seres humanos
expostos & hipdxia ou morando permanentemente em altitudes elevadas apresentam
hiperplasia medular e aumento na absorcao de ferro (REYNAFARJE et al., 1959). Atraves de
exame direto da medula 6ssea, GORE e HOPKINS (2005) observaram um aumento no
namero de células eritroides em individuos expostos a altitude elevada.

O aumento na absorcéo de ferro ocorre em individuos que vivem no nivel do mar e sdo
submetidos & ambiente hipoxico em altitude elevada (GORE; HOPKINS, 2005). Apos 48
horas de exposicéo ao meio hipdxico, a absor¢do de ferro pelo organismo destes pode ser trés
vezes maior que a observada em habitantes do nivel do mar e de altitudes elevadas, que ndo
sdo submetidos & alteracdo de ambiente (REYNAFARJE et al., 1959). Atletas que apresentam
baixos niveis séricos de ferritina ndo apresentam aumento na massa eritrocitaria quando
expostos a altitude elevada (STRAY-GUNDERSEN; LEVINE, 2008).

Um aumento na quantidade de eritrocitos e Hb sdo observados apds trés semanas de
HI (BURTSCHER et al., 2004), um més a 1200 metros (KOLCHINSKAYA et al., 1999) e a
2500 metros de altitude (GORE; HOPKINS, 2005). O mesmo ocorre em individuos que
moram ao nivel do mar e treinam em altitude elevada e em individuos que moram e treinam
em altitudes elevadas (STRAY-GUNDERSEN; LEVINE, 2008; RICHALET; GORE, 2008).

As alteragBes hematoldgicas dependem da exposicao a hipoxia (RICHALET; GORE,
2008). A exposicdo diéria por 16 horas, a altitude elevada, durante um periodo de quatro
semanas produz um aumento de 5% na massa de eritrcitos. Dez horas foram insuficientes
para produzir este aumento (CHAPMAN; LEVINE, 2007). Em outro estudo, atletas de elite
apresentaram aumento nos parametros hematol6gicos com exposi¢do de 24 horas diérias por
quatro semanas (GORE; HOPKINS, 2005).

Para GORE e HOPKINS (2005), exposicOes de curta duracdo a altitudes extremas néo
sdo suficientes para aumentar a massa de eritrocitos. O IHT aumenta os niveis séricos de
EPO, mas ndo altera os pardmetros hematoldgicos ou de desempenho (CHAPMAN; LEVINE,
2007). J4 BURTSCHER et al. (2004), observaram aumento no nimero de eritrocitos e na

concentracdo de Hb ao usar um protocolo de HlI.
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O aumento na concentragdo de Hb resulta em aumento proporcional na quantidade de
O, transportado e distribuido aos mdsculos em exercicio (BAILEY, 2004). GORE et al.
(2007), porém, observaram melhora no desempenho de atletas submetidos & hipdxia, sem que
houvesse elevagdo nos pardmetros hematoldgicos.

Um aumento nos pardmetros hematoldgicos é mais evidente em atletas que
apresentam indices baixos de Ht e Hb. A elevagdo no Ht sem aumento equivalente do volume
plasmético aumenta a viscosidade sanguinea, dificultando a oxigenacdo tecidual e
aumentando o consumo de energia devido a maior resisténcia vascular. Por este motivo,
atletas de enduro apresentam niveis totais de Hb 50% maiores que ndo atletas, mas com
concentracdo de Hb semelhante devido ao aumento no volume plasmatico (BAILEY, 2004).

O aumento no nimero de eritrocitos circulantes em resposta a exposicdo a altitude é
bem documentado em seres humanos, mas em cavalos os achados sdo contraditérios. Esta
contradicdo ocorre, principalmente, devido & impossibilidade de controlar a contragdo
esplénica. Cavalos podem armazenar mais de 50 % do seu volume total de eritrdcitos no baco,
e liberd-lo mediante estresse (WICKLER; ANDERSON, 2000).

2.3 Alteracdes nos gases sanguineos

A andlise de gases no sangue arterial € um exame invasivo que mensura a
concentragdo de O, a ventilagdo e o equilibrio acido-base do sangue arterial. AlteragBes na
ventilagdo e na pressdo ambiental de O, (PEO>) influenciam diretamente a analise de gases
sanguineos de um individuo.

Em altitude elevada, a PEO, esta diminuida, podendo causar dificuldade respiratéria
ou prejudicar o fornecimento de O, para os musculos durante exercicios forcados (WEIBEL,
1999). Durante exercicios intensos, a diferenca entre a PAO, e a PaO, aumenta e isto se
reflete no desequilibrio entre ventilacdo e perfusdo e na dificuldade de difusdo do O;
(NIELSEN et al., 1998).

O tempo gasto na troca gasosa entre alvéolo e capilar pulmonar é de extrema
importancia para o transporte de O,. Se a troca for mais lenta que a passagem do eritrocito
pelo capilar, pequena quantidade de O, é dissolvida no plasma. Quando isto acontece durante
baixa PAO, ocorre vasoconstricdo da circulacdo pulmonar para compensar a pequena

diferenca na taxa ventilagdo/perfusdo (NIELSEN et al., 1998).
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Em altitude elevada a PAO; pode estar reduzida pela metade (MOU et al., 1995),
dificultando a difuséo de O; e reduzindo, conseqlientemente, a PaO,. Quando isto ocorre a
resposta ventilatoria aumenta para compensar esta deficiéncia na troca gasosa e manter ou
elevar a Sa0, (KATAYAMA et al., 2001; BURTSCHER, 2008). A exposicdo aguda a
hipoxia e a baixa PAO; de altitudes elevadas causa diminuicdo da SaO, e da oxigenacdo
muscular e aumento na ventilagdo e na FC como resposta compensatéria imediata (GORE et
al., 2008). Individuos com grande capacidade anaerdbica tendem a apresentar SaO, menor
(NIELSEN et al., 1998). Em se tratando de animais, espécies atléticas (cdes, cavalos) s&o
menos tolerantes ao ar hipdxico que espécies mais sedentarias. Cavalos Puro Sangue de
Corrida ndo atingem o equilibrio completo de oxigenacéo sanguinea durante uma corrida de
alta intensidade, resultando em PaO, diminuida, mesmo em condi¢fes de normoxia. Neste
caso, 0s pulmdes podem ser um fator limitante para a absor¢do do volume méximo de
oxigénio (VO,max) (WEIBEL, 1999).

Trés semanas de HI sdo suficientes para causar diminui¢do da FC, pressédo sistdlica,
lactato sanguineo e exaustdo e ainda aumentar a SaO; e o contetudo arterial de O,
(BURTSCHER et al., 2004). KATAYAMA et al. (2001) observaram aumento na ventilagéo e
Sa0, com apenas uma semana de HI. Essa resposta ventilatoria e dos gases sanguineos se
manteve durante exposi¢cOes subseqiientes & hipdxia, em repouso ou durante exercicio
submaximo, provavelmente devido ao aumento da sensibilidade de quimiorreceptores
periféricos (BURTSCHER, 2008) frente a baixa PAO, (KATAYAMA et al., 2001).

O fluxo sanguineo e o débito cardiaco diminuem quando o O, arterial supre o
consumo de O, devido a estreita relacdo existente entre a oxigenacdo arterial sistémica e o
consumo de O,. Portanto, a diminuicdo da FC apds exposicdo a HI, pode ser explicada pelo
aumento do conteddo arterial de O, (BURTSCHER et al., 2004). A exposi¢do a HI promove
um pequeno, mas significativo aumento na SaO, em repouso e em exercicios submaximos
mesmo que ndo haja aumento da ventilagdo por minuto. Isto se deve ao aumento da
capacidade de difusdo pulmonar do mondxido de carbono (BURTSCHER et al., 2009) que
ndo produz aumento no desempenho aerébico, mas aumenta a tolerancia a hipéxia (WEIBEL,
1999).
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2.4 Alterac0es cardio-respiratorias

Hiper-ventilagcdo e estimulo da atividade simpatica, com aumento na FC e débito
cardiaco melhoram a distribuicdo de O, para os tecidos em resposta a hipoxia tecidual
(BURTCHER et al., 2008). Apos leve aumento nos primeiros dias de exposi¢do a hipdxia, a
FC de equinos diminui em seis a oito batimentos por minuto apés 30 dias de hipoxia
(KOLCHINSKAYA et al., 1999).

Em equinos a FC, FR, débito cardiaco e ventilagdo pulmonar aumentam
gradativamente na medida em que diminuiu a concentracdo de O, em HI (KOLCHINSKAYA
et al.,, 1999). A adaptacdo de cavalos & PEO, também é acompanhada por alteracdes na
contratilidade e no desempenho do miocardio. Além disso, ocorre alteragdo na duracdo da
atividade elétrica sistolica e diastolica da contracdo (KOLCHINSKAYA et al., 1999).
Dificuldade ventilatoria em altitudes elevadas sobrecarrega o coracéo e as mitocondrias de
células musculares, durante exercicios de resisténcia, na tentativa de compensar a diminuicao
da oxigenacao tecidual (WEIBEL, 1999).

A utilizacdo da HI na adaptacdo respiratoria a altitudes elevadas foi demonstrada por
BURTSCHER et al. (2004), quando trés individuos submetidos & hipdxia e dois individuos
controle interromperam exercicios pré-teste por dispnéia. Apos as secbes de HI, apenas os
dois individuos controle voltaram a apresentar sinais de dispnéia durante exercicio.

Curtos periodos de IHT séo suficientes para desenvolver sensibilidade
quimioreflexiva, aumento na eritropoiese e reducdo potencial dos efeitos indesejaveis da
hipoxia sobre o sistema nervoso autbnomo. Eles, porém, ndo alteram os pardmetros
respiratorios (BERNARDI et al., 2001). Em seres humanos, a diminuicdo da presséo arterial
media também foi observada ap6s HIl. A diminuicdo da FC e da pressdo sistdlica em
exercicios subméximos indica diminui¢do no consumo de O, pelo miocardio (BURTSCHER
et al., 2004).

2.5 AlteragOes musculares

A exposicdo prolongada a altitudes elevadas causa diminuicdo do volume muscular,

do contetdo mitocondrial e da capacidade oxidativa das fibras musculares. A densidade
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capilar do tecido muscular aumenta, ndo porque haja formagao de novos vasos, mas devido a
reducdo na area transversal da fibra muscular (DESPLANCHES et al., 1996; BERNARDI et
al., 2001; HOPPELER; VOGT, 2001; HOPPELER et al., 2003). A densidade capilar aumenta
somente apos exercicios de alta intensidade em hipoxia (VOGT et al., 2001).

O suprimento de O, para as células musculares é limitado pela diminuicéo da difusdo
pulmonar (WEIBEL, 1999). Treinamento intenso em hipdxia no nivel do mar provoca
alteragdes moleculares e estruturais que compensam a baixa disponibilidade de O, provocada
pela dificuldade de transporte e utilizacdo deste no musculo em exercicio (VOGT et al., 2001;
HOPPELER et al., 2003). A melhora de desempenho ao nivel do mar é atribuida a0 aumento
na capacidade de tamponamento muscular e maior economia de O,, apds vérias modalidades
de treinamento em altitude (STRAY-GUNDERSEN; LEVINE, 2008). A hipdxia induz,
também, mecanismos que favorecem a utilizagdo da glicose em células musculares
(HOPPELER et al., 2003).

O consumo de O pela mitocondria ndo se altera e um aumento na demanda
energética, induzido pelo treinamento, promove 0 aumento no nimero de mitocondrias nos
musculos exercitados, enquanto ocorre diminui¢do nos musculos ndo treinados (HOPPELER;
WEIBEL, 2000). O aumento da atividade da enzima citrato-sintetase, durante treinamento em
hipdxia, indica aumento na capacidade oxidativa e na densidade mitocondrial dos musculos
(HOPPELER et al., 2003). A densidade total de mitocondrias aumenta ap6s treinamento em
hipoxia. A densidade interfibrilar aumenta ap6s treinamento de baixa intensidade em hipoxia

e a fragdo mitocondrial subsarcolemal aumenta independente da intensidade de treinamento.

2.6 Desempenho atlético

AlteragBes no tempo de tolerancia ao exercicio, ap6s IHT, estdo positivamente
relacionadas a alteracfes na massa total de Hb, no tempo de limiar anaer6bico e na
capacidade de difusdo pulmonar (BURTSCHER et al., 2009). O aumento na toleréncia ao
exercicio estd associado com maior distribuicdo de O, aos tecidos e maior resisténcia ao
estresse da hipdxia (BURTSCHER et al., 2004). O aumento da massa eritrocitaria, com
conseqiente aumento no volume méximo de O, absorvido (VO;) e a manutencdo da
velocidade e do fluxo de O,, em treinamento de alta intensidade, também est4 associado a
melhora de desempenho atlético (STRAY-GUNDERSEN; LEVINE, 2008).
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O aumento no VO2ma, resultante de IHT, em provas de resisténcia pode ser decorrente
de alteracbes cardiovasculares que aumentam o fluxo sanguineo no musculo durante
exercicios intensos e ndo de aumento de pardmetros hematoldgicos (GORE; HOPKINS,
2005). Da mesma forma, fatores como angiogénese, melhora no transporte e utilizagéo de
glicose, regulacdo do pH e maior eficiéncia muscular devido a menor produgdo de &cido
latico, podem estar relacionados com um melhor desempenho atlético (GORE et al., 2007).

O VO;max aumenta devido ao aumento no volume sanguineo, mas nao se sabe se esta é
a causa da melhora de desempenho. A mudanga para um modo mais econdmico de utilizagdo
de O, durante exercicios é uma adaptagdo a falta de O, tecidual e um sistema que envolve
varias alteracdes intracelulares. Dessa forma, atletas submetidos a IHT utilizam menos O,
para completar seu treinamento, quando comparados & mesma situagdo em normoxia (GORE;
HOPKINS, 2005).

O treinamento ao nivel do mar é fundamental para manutencgéo da oxigenacéo tecidual
adequada e da velocidade mé&xima de treinamento, para que ocorra a melhora de desempenho.
Assim, a combinagdo de morar em altitude elevada e treinar em baixa altitude pode melhorar
0 desempenho em competicbes de resisténcia, ao nivel do mar (STRAY-GUNDERSEN;
LEVINE, 2008). Cavalos trotadores, submetidos a HI, diminuiram seus tempos de conclusdo
das provas com FC méxima menor (KOLCHINSKAYA et al., 1999).
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ABSTRACT

An experimental model of altitude simulation was used in seven adult healthy horses
submitted to 30 (1-hour long) hypoxia sessions during 16 days (D1-D16) to assess the
clinical, hematological and blood gas response to intermittent hypoxia. Heart (HR) and
respiratory (RR) rates were measured in all sessions at normoxia (0), 15, 30, 45 and 60
minutes of hypoxia. Blood samples for hematological evaluation were obtained at DO
(normoxia), D8 (12% 0O,) and D16 (12% O), while the animals were in normoxia. Arterial
blood gases were measured at 0, 30 and 60 minutes on D1 (17% O,), D6 (13% O), D11 (12%
0O2) and D16 (12% O,). Erythropoiesis was evaluated through bone marrow aspiration on DO,
D8, D16, D23 and D30 (both post-trial normoxia). Untrained horses tolerated hypoxia at 17%
0O,. HR was lower at 14% O, compared to 17% O, (0, 15, 45 and 60 minutes) (p<0.001). PaO,
and SaO, at 30 (P<0.05 and P<0.01) and 60 minutes (P<0.01 and P<0.001) decreased
between 17% and 12% O,. PaCO; increased at TO (p<0.05) between 17% and 13% O, and

17% and 12% O, Myeloid:erythroid ratio decreased between D1 and D23, and RR and
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hematology values did not change during or along sessions. This experimental model
successfully promoted cardio-circulatory adaptation in horses to hypoxia.

Key-words: hypoxia; horses; exercise physiology; adaptation.

INTRODUCTION

People living at high altitudes are exposed to chronic hypoxia, which results in
physiologic adaptation to the environment they live (1). Under acute hypoxia the body
increases ventilation with subsequent vasoconstriction, adjusting temporarily O, perfusion in
the lungs and increasing arterial O, content (2). If tissue hypoxia persists, O, sensors stimulate
erythropoietin (EPO) expression which increases reticulocyte production and hemoglobin
concentration ([Hb]), elevating the packed cell volume (PCV) (3, 4). EPO supression, at the
return to normoxia, stimulates hemolysis in young red blood cells (RBC) (5). In man, chronic
hypoxia causes nausea, headake, anorexia, somnolence and protein transcription and synthesis
deficiencies (6). The method of “live high, train low” has been adapted by human athletes
believing that it improves aerobic and anaerobic performance without clinical signs of altitude
intolerance (4).

Normobaric hypoxia in humans increases RBC count, PCV, [Hb] and EPO
concentration (3, 4). The higher [Hb] increases availability of circulating O, and improves
exercise performance (7). Thirty minutes to 2 hours of hypoxia have been used in athletes to
stimulate hypoxia dependant responses like increased circulating EPO and RBC, and skeletal
muscle adaptations (6). After exercise, arterial O, is lower if training is performed at

normoxia, and is maintained when performed at hypoxia (8).
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Individuals that live at sea level and train under hypoxia experience muscle changes
that compensate the low O, availability. Also there is an increase in mitochondrial density and
oxidative capacity of the muscles over time (6).

In man hypoxia improves athletic performance, either by an increased RBC
production or muscle adaptation. In horses, there are few studies about the effects of hypoxia.
The aim of this study was to validate an experimental model of normobaric intermittent
hypoxia treatment (IHT) and evaluate its effects on clinical, hematological, and blood gas

parameters in untrained horses.

MATERIAL AND METHODS

Seven healthy adult untrained horses (5 mares and 2 geldings), 10+6 years of age,
underwent 30 (1-hour) sessions of normobaric hypoxia during a 16 day period (Tab. 1).
Hypoxia was produced by a compressor connected to a computerized module that regulates
O, removal according to the altitude to be simulated (Biomedtech Australia Pty. Ltd. 17
Roberna Street Moorabbin, 3189, Victoria, Melbourne, Australia). The horses received low-
O, air through a mask (Biomedtech Australia Pty. Ltd. 17 Roberna Street Moorabbin, 3189,
Victoria, Melbourne, Australia) with 2 unidirectional valves to eliminate CO,. After an
adaptation period to the mask, the experiment started with an O, concentration ([O-]) at 17%
during the first 3 sessions (Days [D] 1 and 2), followed by a 1% decrease each day (2
sessions) until reaching 13% [O,]. The next 4 hypoxia sessions were performed at 13% O,
(D6 and D7) before reaching the lowest [O-] used (12%) that was maintained for the next 17
sessions (D8 to D16). To eliminate the effect of the mask on the RR, data collection started 15
minutes after it was put on the horses (T0). TO corresponded to normoxia and the beginning

of the hypoxia session. From TO on, data were collected every 15 minutes until completing 60
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minutes of hypoxia. HR and RR were monitored at 0, 15, 30, 45 and 60 minutes on all
sessions.

On DO, D8 and D16, venous blood samples were collected from the jugular vein in
EDTA tubes. RBC, PCV and [Hb] were evaluated using an automated cell counter (Diamond
Diagnostics. USA 333 Fiske Street Holliston, MA 01746).

For blood gas analysis arterial blood samples were obtained from the external carotid
artery at 0, 30 and 60 minutes on the first hypoxia session of D1 (17%), D6 (13%), D11
(12%) and D16 (12%). PaO, and PaCO,, SaO, and pH were determined using a pH and blood
gas analyzer (HOCHE Diagnostics. LaborSys: Rua da Véarzea, 126, Porto Alegre, RS, Brazil)
within 1.5 hours after collection.

Bone marrow was obtained only from 4 horses on DO (normoxia), D8 (12%), D16
(12%), D23 and D30 (post experiment normoxia). Horses were sedated with 10% xylazine
(Sedazine — Fort Dodge: Rua Luiz Fernando Rodrigues, 1701, Campinas, SP) (0.5 mg/kg).
After local aseptic preparation and local anestethic block with 2% lidocaine (Xylestesin -
Cristalia: Av. Paoletti, 363, Itapira, SP) was made at the ventral midline of the sternum
between the forelegs, a 16G, 20cm long spinal needle was inserted in the sternum until a bone
marrow aspirate was obtained with a 5 ml syringe containing EDTA (9).

HR and RR data obtained at hypoxia sessions with the same [O,] were submitted to
analysis of variance of repetitive measures (RM-ANOVA). Statistic analysis of PCV, RBC
and [Hb] was made by Student’s t test whereas bone marrow cytology and blood gas data
were analyzed by RM-ANOVA followed by Tuckey test, at a 5% significance level. This
experiment was approved by the Ethics and Animal Welfare Committee of the Federal

University of Santa Maria, Santa Maria, Brazil (# 20/2009).

RESULTS
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No horse showed any signs of intolerance to the induced hypoxia during the
experiment period (16 days). The mean HR at 17% O, was 44.5+0.4bpm and did not change
during 60 minutes of hypoxia. A slight drop in HR was seen at 15% [O;] (39.6+0.3bpm).
However, at 14% O, HR reached the lowest values during 60 minutes hypoxia (37.8+
0.5bpm) (p<0.01). At the lower [O2] of 13% and 12% HR differed only at 0 (P<0.001) and 45
minutes (P<0.05) and at TO (P<0.05), respectively. HR at that [O,] were 37.4+1.6, 39.7+0.9
(13%, 0 and 45 minutes) and 39.4+2.1 (12%, 0 minutes) bpm. Interesting, at TO the HR was
lower in the presence of lower [O,] (P<0.0327) (Fig. 1). Although the mean RR was lower at
all time points no difference was observed between the different evaluations of each session.

PCV (33.9+1.1 x 30.2+1.5%; P=0.04) and RBC (6.8+0.2, 5.9+0.4 x10%/ul; P=0.007)
differed after the first 15 IHT sessions (P= 0.04 and P=0.007). Thirty sessions of decreasing
[O-] to intensify hypoxia did not result in changes in the RBC count, PCV and [Hb] (P>0.05)
(Fig. 2). The myeloid:erythroid ratio decreased between DO and D23 (at normoxia) (1.2+0.05
and 0.8+0.06, respectively) (P<0.05)(Fig. 3).

PaO; at 17% [O2] was 85.8+6.7 and 92.2+7.3 mmHg, at 13% O, 72.0+3.3 and
75.849.9 mmHg and at 12% O, 63.5+5.6 and 61.6+3.2 mmHg 30 and 60 minutes,
respectively (P<0.05). SaO; at 17% O, was 95.3+1.4 and 96.4+0.8 %, at 13% O, 94.2+0.6
and 93.3+1.4 % and at 12% O, 89.5+1.9 and 89.9+1.5 % at 30 and 60 minutes. PaO, (P<0.05,
P<0.01) and SaO, (P<0.01, P<0.001) changed significantly between 17% and 12% O, at 30
and 60 minutes of hypoxia. When blood gases on D1 (17%), D6 (13%), D11 (12%) and D16
(12%) are evaluated, PaO, decreased between 0 and 30 (P<0.001) and 0 and 60 (P<0.05)
minutes on all days (Fig. 4). SaO; only decreased on D11 and D16 (P<0.001). On D1 PaO; is
higher than on D11, at 60 minutes (P<0.01) and than on D16 at 30 (P<0.05) and 60 (P<0.01)

minutes. The difference of PaCO, only was significant at TO between 17% (39.8+1.3 mmHg)
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and 13% O, (44.8+1.1 mmHg) and 17% and 12% O, (45.0+1.5 mmHg). No difference was
observed between the sample collection times at the same day. pH also did not change during

and among sessions.

DISCUSSION

Based on a pilot study, the [O2] at 17% was chosen to avoid stress signs during IHT.
According to DESPLANCHES et al. (10) human athletes show no complications at 12.7%
[O2]. According to a study with trotters, horses seem to be more susceptible to hypoxic
environments than human athletes (11). This apparent higher susceptibility of horses may be
associated to the use of the whole length of the pulmonary capillary to complete gas exchange
when other species use only two thirds of this length (12). Also, there is less vasoconstriction
of pulmonary capillaries in horses because in hypoxia the blood vessel muscle layer is thinner
(13). So a decrease in environmental O, tension reduces pulmonary diffusion and also
vasoconstriction more remarkably in horses than in other species (12).

During the first 7 IHT sessions (D1: 17% O, to D4: 15% O;) HR decreased
significantly, similar to human beings adapted to chronic hypoxia at 2700m altitude (14) and
to athletes after 3 weeks of intermittent hypoxia (15). The drop in HR observed between D1
(17 % O,) and D5 (14% Oy) and the increase in HR observed as [O2] was lowered to 13%
(D6) and further to 12% (D8) (Fig. 1), indicates a fast response to the challenge in horses as
KOLCHINSKAYA et al. (11) reported a 48.6% HR increase and a 136.6% RR increase after
exposing trotters to 12% O,. The fact that there was no difference between the HR at D1 and
D8 suggests that the [O2] (12%) was too low as the lowest HR occurred at D5 (14% Oy). It is
possible that horses need a longer adaptation at 14% and at 13% [O2] before this

concentration is further reduced to 12%.
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The absence of variations in the hematologic parameters (Fig. 2) may be associated to
different factors. The stimulation of erythropoiesis induced by hypoxia may be suppressed by
longer periods of normoxia (16). This may explain the absence of RBC and [Hb] changes (17)
during short time normobaric (18) or hypobaric hypoxia (19). It is possible that the time of
hypoxia exposure was insufficient since horses were exposed 2 times a day to one hour of
hypoxia. On the other side, RODRIGUEZ et al. (20) reported increased RBC count, [Hb] and
EPO secretion after 90 minutes of hypobaric IHT in human beings. Human athletes with low
serum ferritin do not show RBC increase even when exposed to high altitude (21). This,
however, cannot be discarded as serum iron was not measured.

The unpredictable RBC release by splenic contraction and absence of young RBC
(reticulocytes) release from the bone marrow to circulation in horses (22), make the
evaluation of RBC production through the complete blood count (CBC) difficult. In man, the
presence of blood reticulocytes in athletes after hypoxia treatment is an indication of
increased RBC production (19, 23, 24). As the CBC is not reliable to evaluate RBC
production, the best way to evaluate an increased blood volume in horses is by the Evan’s
blue dye method (25). This requires induction of splenic contraction through epinephrin
administration and/or intense exercise making its routine use in veterinary practice difficult
(24). Therefore, erythropoiesis is more commonly evaluated by bone marrow aspiration (27).
A significant difference in the myeloid:erytroid cell ratio was observed between the samples
obtained at D1 and at D23 in our study (Fig. 3). A decrease in that ratio would be expected in
case of increased RBC production so that hypoxia seems to have stimulated erythropoiesis in
our horses. D23 corresponds to 7 days after finishing hypoxia sessions. At that time no blood
samples were taken anymore so that a possible effect on PCV, RBC and [Hb] could not be
appreciated. It also suggests that more hypoxia sessions may be needed to observe a change in

hematologic values.
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Maintenance of SaO, and PaO, at 0 minutes (normoxia) with low HR is in accordance
with BURTSCHER et al. (15), who observed that hypoxia improves tissue utilization of O; in
human athletes. Thoroughbred horses, even in normoxia, do not complete blood-O, changes
during high intensity races (12). Adaptation to low [O;] by IHT could condition these horses
to tolerate better the tissue hypoxia that occurs during intense exercise. When O, content in
blood matches the one used by the body, cardiac output and HR decrease. So, the decrease in
HR after IHT can be attributed to an increase in arterial O, content (15).

Tissue hypoxia causes periferic vasodilatation followed by a fall in arterial blood
pressure. To compensate low arterial pressure, HR and contractility increase (13). A gradual
reduction in the [O2] at IHT allowed exposure of horses to 12% O,, without showing common
clinical signs present at tissue hypoxia. This may be attributable to a higher, compensatory,
tissue oxygenation as a result of an increased RBC number (28), changes at the muscular or
mitochondrial level (29, 30), or plasma volume (8).

The significant decrease of PaO, between 0 and 30 minutes and 0 and 60 minutes at
all evaluations, and of SaO, at the same times on the last two evaluations occurred due to the
fact that the horses were first evaluated at normoxia (T0) and at 30 and 60 minutes they were
under hypoxia (Fig. 4). No difference was observed on PaO, and SaO; between 30 and 60
minutes, indicating that a drop can occur even before 30 minutes of hypoxia and is maintained
through the end. Splenic contraction, mediated by the stress of approximately 30 minutes of
hypoxia could explain this persistent level of PaO,/SaO,. The complete mobilization of the
splenic RBC reserve can increase the PCV from 30-40% to 60-70% and circulating [Hb] from
150 to 220g/L (31) which can compensate circulating O, deficiency. If there is an increased
number of RBC and [Hb] to bind to O, molecules at gas exchange in the lungs, SaO, should
increase (13). As the venous blood samples were not collected during the hypoxia sessions, no

PCV and [Hb] changes were observed. Acute hypoxia may have stimulated RBC release from
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the spleen, but did not produce any response of HR and RR. It is possible that circulating O,
decreases in association with periferic vasodilatation without occurring tissue hypoxia.
Tissues would have to be sufficiently adapted to low [O2] in order to avoid a local vascular
reaction (13).

PaO, decreased during 12% hypoxia to less than 65-70 mmHg (equivalent to 2500-
3000m). PaO, must reach these low values in order to stimulate erythropoiesis (32). Since
they were exposed to 17 sessions of 12% O this might explain the lack of RBC, PCV an Hb
change. As environmental [O;] is reduced, alveolar O, tension also decreases. Pulmonary O;
diffusion is compromised and PaO, falls (13). When PaO, decreases, Hb cannot bind the
same amount of O, and Sa0, also decreases (33). This way, the significant reduction of PaO,
and SaO; observed during the hypoxia sessions (especially at 12% O,) is directly related to
the decreasing [O,] inspired.

PaCO; increase observed at TO between the first hypoxia sessions (17%) compared to
the other ones strongly indicates the adaptation of the horse’s body to low oxygen tension.
PaCO, increase usually is not observed as low blood O, tension stimulates lung ventilation
and consequent CO; release (13). When O, consumption matches tissue oxygen tension, SaO;
is maintained with less cardio-respiratory work. Then, individuals submitted to IHT reduce
tissue O, consumption and subsequently ventilation (15). As ventilation and oxygenation
decrease PaCO, increases as a result of higher tissue CO, release and less diffusion of this gas
in the environment (34). Arterial and alveolar CO; tensions tend to be the same owing to the
great pulmonary diffusion capacity of CO,. PaCO, changes according to modifications in
blood pH or pulmonary ventilation. When tissue O, tension decreases the body can show a

ventilatory response, eliminating excessive CO- and reducing PaCO; (13).



30

Variation in the individual response to hypoxia is a limiting factor in research (28, 32)
and may have influenced the results in this study as the number of evaluated animal was

reduced.

CONCLUSION

The experimental model of normobaric IHT can be used in horses and induces
physiological adaptations to hypoxia.

Hypoxia promotes cardio-circulatory adaptation in untrained horses characterized by
maintenance of HR and RR during sessions and a decrease in HR between sessions. However,
30 hypoxia sessions did not induce PCV, RBC and [Hb] changes but induced a decrease in

the myeloid:erythroid ratio in evaluated horses.
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Table 1 — Distribution of [O], sample collection days and number of daily sessions during the

experiment.

Day 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 23 30

Sessions/day 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 21

[02] (%) N 17 17 16 15 14 13 13 12 12 12 12 12 12 12 12 12 N N

Venous blood C C C

Arterial blood C C C C

Bone marrow C C C C C

N: normoxia
C: sample collection



Figure 1 - Heart and respiratory rates (mean + SE) of 7 adult non-exercised horses

submitted to 1-hour IHT sessions at 17%, 14%, 13% and 12% O,.

37



Figure 2 - PCV, RBC and [Hb] (mean + SE) of 7 adult non-exercised horses submitted to 1-

hour long hypoxia before and after 15 and 30 IHT sessions.
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Figure 3 — Myeloid:erythroid ratio (mean + SE) of bone marrow aspirates of 4 adult
non-exercised horses before (0, normoxia [N]), on days 8 and 16 of IHT

(12% 0O,) and 7 (23, N) and 14 (30, N) days after IHT.
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Figure 4 - PO,, PCO, and SO, (mean + SE) of 7 adult non-exercised horses submitted to

60 minute IHT at 17%, 13% and 12% O,.
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CONCLUSOES

O modelo experimental de hipoxia normobérica intermitente pode ser utilizado em
equinos e promove adaptacdes fisioldgicas decorrentes da hipdxia.

A hipdxia promove adaptacdo cardio-circulatoria em cavalos ndo treinados,
caracterizada pela manutencdo da FC e da FR durante as sessdes e a diminui¢édo da FC entre
as sessdes, no decorrer do experimento.

Trinta sessbes de hipoxia ndo promoveram alteracfes no hematdcrito, contagem de
eritrocitos e concentracdo de hemoglobina, mas resultaram em diminuicéo da relacdo células

mieldides: células eritrdides nos cavalos testados.
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