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RESUMO
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Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

CORTISOL, RESPOSTA GLICEMICA E SECRECAO DE INSULINA
EM EQUINOS CLINICAMENTE SADIOS SUBMETIDOS A SESSOES
DE HIPOXIA NORMOBARICA
Autor: Diego De Gasperi
Orientador: Flavio Desessards De La Corte
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 26 de Julho de 2010.

No passado a maioria das pesquisas apontou para os efeitos da hipéxia aguda ou crdnica no intuito de
estudar a adaptagdo em resposta as altas altitudes. Mais recentemente, alguns estudos t€ém buscado
desvendar os efeitos da exposi¢@o a hipéxia intermitente (HI), objetivando explorar o valor terapéutico
em pacientes e a influéncia potencial no desempenho de atletas. Muitos estudos demonstram que a
exposicdo a hipéxia aguda ou cronica pode influenciar no metabolismo da glicose e hormdnios
relacionados, entretanto, os resultados ainda sdo inconsistentes, talvez devido aos vdrios protocolos
usados até o momento. Em equinos, doencgas como a miopatia por acimulo de polissacarideos, na qual
os cavalos apresentam aumento na captacdo da glicose pelas células musculares e aumento da
sensibilidade a insulina, podem ser alvo de futuros estudos para o uso potencial da HI em medicina
veterinaria. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da hipoxia normobadrica intermitente nos
niveis séricos de cortisol, resposta glicémica e secre¢do de insulina de cavalos ndo exercitados.
Cavalos adultos sadios (n=8) foram selecionados apds exame fisico e submetidos ao teste de tolerancia
a glicose intravenosa (0,5g/kg) (TTGIV). Amostras de sangue (n=11) foram coletadas entre 0 e 180
minutos apds a administracdo de glicose para avaliar a resposta glicémica e a secre¢do de insulina. Os
animais foram entdo expostos a sessdes de uma hora de hipéxia duas vezes ao dia, totalizando 43
sessdes. Da primeira a ultima sessdo o percentual de O, foi gradativamente diminuido de 17 a 12%. A
freqiiéncia cardiaca e as amostras sanguineas para a determina¢do do cortisol sérico foram coletadas
antes e a cada 15 minutos durante as sessdes 1, 4, 6, 8, 10, 14, 22 e 43. A TTGIV foi repetida ao final
do estudo. Os niveis de cortisol sérico foram maiores na sessao 1 (S1) (17% O,) quando comparados
aos niveis da S10 (13% O,) e da S43 (12% 0O,)(P<0,05). A resposta glicémica ndo foi
significativamente alterada em eqiiinos ndo exercitados submetidos a sessdes de hipéxia normobadrica
de 17% a 12% de O,, entretanto, foi necessdria uma maior secre¢@o de insulina, que sugere diminui¢dao
na sensibilidade a este hormonio. O declinio nos niveis de cortisol sérico e na freqiiéncia cardiaca
sugere uma adaptacdo ao estimulo da hipéxia. A HI € um recurso que proporciona uma ampla drea
para novos estudos em cavalos, tanto como ferramenta terapéutica, quanto aos possiveis beneficios no
desempenho atlético.

Palavras-chaves: cavalos; hip6xia intermitente; glicemia; estresse; altitude



ABSTRACT
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SERUM CORTISOL, GLYCEMIC RESPONSE AND INSULIN
SECRETION IN HEALTHY HORSES EXPOSED TO NORMOBARIC
HYPOXIA SESSIONS
Autor: Diego De Gasperi
Orientador: Flavio Desessards De La Corte
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 26 de Julho de 2010.

Many studies pointed out to the effects of acute or chronic hypoxia in order to study the adaptation in
response to high altitudes. Recently, some studies have tried to unravel the effects of exposure to
intermittent hypoxia (IH), to explore the therapeutic value to patients and potential influence on the
performance of athletes. Same studies show that exposure to acute or chronic hypoxia can influence
the metabolism of glucose and related hormones, however, the results are still inconsistent. In horses
affected with polysaccharide storage myopathy, in which horses show enhanced glucose uptake by
muscle cells and increase insulin sensitivity may be the target of future studies for the potential use of
IH in veterinary medicine. The aim of this study is to evaluate the effect of normobaric intermittent
hypoxia in serum cortisol, blood glucose levels and insulin secretion in non-exercised horses. Healthy
adult horses (n=8) were selected after physical examination and underwent an intravenous glucose
tolerance test (0.5gr/kg) (IVGTT). Blood samples (n=11) were collected between 0 and 180 minutes
after glucose administration to evaluate glycemic response and insulin secretion. Then, they were
exposed to 1-hour hypoxia sessions twice a day, reaching a total of 43 hypoxia sessions. From first to
last session the [O,] was gradually decreased from 17% to 12%. The heart rate and the samples to
measure serum cortisol were collected before and every 15 minutes during the sessions 1, 4, 6, 8, 10,
14, 22 and 43. The IVGTT was repeated at the end of the study. The serum cortisol levels were higher
in session 1 (S1) (17% O,) when compared to the levels of S10 (13% O,) and S43 (12% O,) (P<0.05).
The glycemic response was not significantly altered in resting horses submitted to normobaric hypoxia
sessions from 17% to 12% [O,], however, required higher insulin secretion, suggesting a decrease in
sensitivity to this hormone. The decline in serum cortisol and heart rate suggests an adaption to the
stimulus of hypoxia. IH is a resource that provides a wide area for further studies in horses, both as a
therapeutic tool, about the potential benefits on athletic performance.

Key words: horses; intermittent hypoxia; glycemia; stress; altitude.
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1. INTRODUCAO

Hipoxia € uma reducdo geral na oferta de oxigénio para os tecidos, causada pela
diminui¢do do teor de O; arterial, diminui¢do do débito cardiaco, ou diminui¢io na captagcdao
de O, dos capilares sistémicos, que podem resultar de uma série de complicacdes médicas,
fatores ambientais ou esforco fisico (KOLB, 2003). As adaptacdes fisioldgicas a hipdxia e
suas conseqiiéncias sao investigadas ha muitos anos (PUGH, 1958; BASNYAT; MURDOCH,
2003).

Na medicina humana, o estudo dos efeitos da hipoxia tem importancia clinica
principalmente na determinacdo da fisiopatologia de doengas vasculares cerebrais
(SEVERINGHAUS et al.,, 1966; SEGLER, 2001) e doencgas cardiorrespiratérias
(NEUBAUER, 2001; LEUNG; BRADLEY, 2001), além de ser relevante no discernimento da
etiologia de doengas relacionadas ao deslocamento a altas altitudes (HACKETT; ROACH,
2004). Soma-se a isto o crescente interesse no estudo aplicado na fisiologia esportiva, na qual
sdo investigados ha bastante tempo os possiveis beneficios da hipdxia e o subseqiiente
potencial de aumento no desempenho atlético (PUGH, 1967; STRAY-GUDENSER;
LEVINE, 1999; JULIAN et al., 2004;).

Embora as respostas fisioldgicas da exposi¢do aguda ou cronica a baixas
concentracoes de O, ja tenham sido muito pesquisadas, ainda pouco se conhece sobre os
efeitos da hipoxia intermitente. Hipoxia intermitente € definida como repetidos episddios de
hipéxia intercalados com periodos de normoéxia ou com episédios de hipoxia de menor
intensidade (POWELL; GARCIA, 2000; NEUBAUER, 2001). Existe uma grande variedade
de protocolos utilizados em humanos, diferenciados pela intensidade da hipdxia, nimero de
sessoes por dia, tempo de duracdo de cada sessdo e o numero de dias de exposicdo. Essa
variagdo € muito grande, existindo protocolos com varios episddios didrios de 30 segundos, e
outros com até 12 horas de exposi¢do, com duracdo de 1 a 90 dias de tratamento
(NEUBAUER, 2001).

Muitos trabalhos demonstram que diferentes condi¢des de hipoxia podem influenciar
no metabolismo da glicose e hormonios relacionados, entretanto, os resultados ainda sdo
inconsistentes (BROOKS et al.,, 1991; SAWHNEY et al.,, 1991; YOUNG et al., 1992;
CHENG et al., 1997; RAFF et al., 1999; POLOTSKY et al., 2003). Isso pode ocorrer pela



diversidade entre espécies, grau e duracdo da hipéxia ou como conseqiiéncia da complexidade
dos mecanismos regulatérios do metabolismo (CHEN et al., 2007).

Na literatura existente, poucas referéncias sobre os efeitos da hipéxia em cavalos
podem ser encontradas, o que justifica esse trabalho pioneiro por se tratar do efeito da hipdxia
normobdrica no metabolismo de eqiiinos. Portanto, o principal objetivo desse estudo foi
avaliar o efeito da hipdxia normobdrica intermitente na resposta glicémica, secre¢do de

insulina e nos niveis de cortisol sangiiineo de eqiiinos ndo exercitados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Hipéxia intermitente

Com a pratica do alpinismo e da aviacdo, tornou-se evidente que os humanos sofrem
adaptacgdes frente aos efeitos da hipxia de maneira benéfica, maximizando o eficiente uso do
O, para as demandas metabdlicas (NEUBAUER, 2001). No deslocamento a altitude, a
aclimatizacdo as baixas concentragcdes de oxigénio (O;) € refletida pelo progressivo aumento
da ventilacdo e subseqiiente vasoconstricdo, ajustando temporariamente a perfusdo dos
pulmdes e consequentemente aumentando a oxigenacdo arterial (NEUBAUER, 2001;
TOWNSEND, 2002). Essas adaptagdes no sistema cardiovascular melhoram a oferta de O,
aos tecidos, que por sua vez também podem sofrer alteragdes que permitem uma melhor
extracdo e utilizacdo deste para os processos metabdlicos (NEUBAUER, 2001). Em eqiiinos
as adaptagOes as altitudes elevadas podem se manifestar por um aumento no hematdcrito, na
concentracdo de hemoglobina e no nimero de capilares da musculatura esquelética
(WICKLER; ANDERSON, 2000).

Em humanos a exposi¢do a hipdxia intermitente (HI) comecgou de forma casual ha
muito tempo, quando alguns escaladores subiam das estacdes bases em baixas altitudes e
estabeleciam estagcOes intermedidrias durante a tentativa de chegar ao pico. Muitas vezes eles
retornavam a estagdo base para buscar mantimentos ou mesmo para dormir. Isso gerava uma
exposi¢do a hipéxia de maneira intermitente e com aumento gradativo de intensidade. Esta
pratica € feita até hoje e mais recentemente foi reconhecida como uma forma de acelerar e
melhorar a aclimatizacdo (POWELL; GARCIA, 2000).

Entretando, quando a HI possui um protocolo especifico e é empregada sob condi¢des
normais de pressdo com um objetivo pré-determinado, usa-se o termo Treinamento
Intermitente em Hipdxia (IHT) (SEREBROVSKAYA, 2002). Desenvolvido inicialmente por
cientistas russos, este método vem sendo utilizado com €xito em treinamentos esportivos € no

tratamento de doencas degenerativas (HAHN; GORE, 2001).
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2.2. Producao da hipoxia

O equipamento utilizado para a producdo de hipéxia emprega o principio da separacao
de ar por meio da tecnologia de membranas semipermedveis que reduzem o oxigénio do ar
atmosférico. Superficies s6lidas diversas tendem a atrair gases sob pressao. Dessa forma, o ar
sob pressdo enviado por um compressor passa por um tubo contendo uma camara adsorvente
de nitrogénio, onde este fica armazenado e o O, € 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 € retido, o que
consequentemente determina a concentracido de O, (BIOMEDTECH, 2000).

A intensidade de hipdxia € determinada pelo operador e exibida em percentagem de O,
através do painel da unidade de controle. Essa unidade consiste de uma 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,, o que seria equivalente ao disponivel em uma
altitude de 6500 metros (BIOMEDTECH, 2006).

Ao sair do equipamento, o ar com baixa concentragdo de O, € conduzido a um
reservatorio, sendo assim disponibilizado ao eqiiino através de um sistema de tubulacdo. Esse
sistema € ligado a uma madscara vedada que possui duas vélvulas externas de fluxo tinico para

liberagdo do gas expirado (BIOMEDTECH, 2006).

2.3. Efeito no metabolismo glicémico e secrecio de insulina

A necessidade minima de glicose para o funcionamento da maioria dos tecidos
corporais ndo ¢ a mesma, o que lhes conferem diferencas quanto a sua sensibilidade a
insulina. Enquanto os leucdcitos, tecido hepdtico, muscular e adiposo respondem rapidamente
a esse hormonio, o cérebro, rins, intestino e eritrécitos apresentam pouca resposta (MAYES,
1993; REECE, 2009). Com excec¢ao do figado, o principal efeito da insulina no metabolismo
de carboidratos nos tecidos sensiveis a ela € permitir o transporte da glicose através da
membrana celular por difusdo facilitada. No tecido hepdtico ela estimula enzimas que
produzem glicogénio e auxiliam na lipogé€nese, e inibe enzimas que catalisam a glicogendlise.
De uma maneira geral, esse hormdnio promove a deposicdo de gordura e a sintese de proteina.

O resultado da sua atividade € a diminuicdo da concentracdo sanguinea de glicose

(HADLEY,1996; REECE, 2009).
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Muitas pesquisas demonstram que a hipéxia aguda ou cronica pode influenciar no
metabolismo da glicose e hormonios relacionados. Ela pode causar aumento ou diminui¢do
dos niveis sangiiineos de glicose, insulina e glucagon, ou mesmo manté-los sem alteracao
(BROOKS et al., 1991; SAWHNEY et al., 1991; YOUNG et al., 1992; CHENG et al., 1997,
RAFF et al.,, 1999; POLOTSKY et al., 2003). Entretanto, os resultados ainda sao
inconsistentes.

Em humanos, a glicemia ndo se altera em resposta a hipéxia aguda (horas) (BROOKS
et al., 1991), mas aumenta apds 3 dias de hipéxia (SAWHNEY et al., 1991) e se restabelece
(SAWHNEY et al., 1991; YOUNG et al., 1992) ou chega a concentra¢cdes menores as do
nivel do mar quando adaptados a altas altitudes (BROOKS et al., 1991). A concentragdo de
insulina aumenta rapidamente (BROOKS et al., 1991), permanecendo alta por uma semana
(SAWHNEY et al., 1991), e retorna aos valores apresentados ao nivel do mar de 15 a 21 dias
(BROOKS et al., 1991; SAWHNEY et al., 1991).

Resisténcia a insulina geralmente estd acompanhada de hiperinsulinemia ou niveis
normais de insulina com manifestagdes clinicas de hiperglicemia (CHENG et al., 1997;
CHEN et al., 2007). Barnholt et al. (2006) demonstraram uma resisténcia a insulina
transitoria em humanos que rapidamente apresentaram hiperglicemia e hiperinsulinemia ao se
deslocar do nivel do mar a uma altitude de 4.300 metros. Tais indices voltaram aos valores
normais no décimo dia de aclimatizagdo.

Raff et al. (1999) expuseram ratos com diferentes idades a uma concentracdo de 12%
de O, de forma continua por 7 dias. Os autores demonstraram que ratos jovens diminuiram os
niveis de glicose e insulina, enquanto que, ratos recém-nascidos apresentaram aumento desses
niveis quando comparados aos ratos que permaneceram em normoxia. Cheng et al. (1997)
concluiram que a hipéxia induziu uma resisténcia a insulina em terneiros recém-nascidos
submetidos a uma concentracao de O, de 4,8 a 5,9% por duas horas. Os animais apresentaram
aumento dos niveis sangiiineos de glicose, insulina e cortisol, porém diminuicdo do nivel de
glucagon. Os autores sugeriram que o mecanismo primério da resisténcia a insulina foi a
diminui¢do da sensibilidade de seus receptores nas células e da atividade da tirosina quinase,
enzima que atua ap6s a ligacao da insulina ao receptor (NELSON; COX, 2006).

Polotsky et al. (2003) expuseram camundongos magros a hipdxia intermitente por 5
dias, resultando em diminuicao da glicemia e aumento da tolerincia a glicose sem alteragcdo
no nivel sérico de insulina. J& em camundongos obesos, esse tratamento levou a uma
diminui¢do da glicemia juntamente com o aumento da insulina sérica com o desenvolvimento

de um aumento tempo-dependente da insulina sérica quando a exposi¢do a hipdxia é mantida
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por mais de 12 semanas. Os autores concluiram que a hipdxia intermitente aumenta a
resisténcia a insulina em camundongos obesos.

Um dos fatores considerados como causadores da diminui¢do de sensibilidade a
insulina pela HI € a ativacdo do sistema nervoso simpético (HARSCH, 2004; PLIQUETT,
2004), através da liberacdo de catecolaminas, que podem diminuir a sensibilidade a insulina,
aumentar a gliconeogenese € diminuir a glicélise (DEIBERT; DEFRONZO, 1980).
Entretanto, liyori et al. (2007) demonstraram que o bloqueio da atividade do sistema nervoso
autdbnomo nao atenua tais efeitos, sugerindo que outros mecanismos possam estar envolvidos
na alteracdo do metabolismo pela hipdxia.

Outro fator a considerar € atividade corticotréfica da HI, que leva ao aumento do
cortisol circulante decorrente da modificacdo do eixo hipotdlamo-hipodfise-adrenal (HHA)
(COSTE et al., 2005). Este hormdnio tem a capacidade de aumentar a resisténcia a insulina,
inibir sua secrecdo pelas células B do pancreas e aumentar a gliconeogénese hepatica
(LAMBILLOTTE et al., 1997; ANDREWS; WALKER 1999). Entretanto, mais recentemente
foram sugeridas outras possiveis causas para o aumento da resisténcia a insulina quando da
exposicdo a HI, como a formacdo de radicais livres e a liberacdo de citocinas pro-

inflamatérias (LOUIS; PUNJABI, 2009).

2.4. Efeito nos niveis séricos de cortisol

O cortisol € um horménio que altera o metabolismo mudando os tipos e as quantidades
de certas enzimas que sdo sintetizadas nas suas células-alvo (NELSON; COX, 2006). No
figado, o cortisol promove a gliconeogénese estimulando a sintese da enzima-chave
fosfoenolpiruvato carboxiquinase, efeito oposto ao da insulina. Para isso, ele contribui
também com o fornecimento de aminodcidos através da degradacdo da proteina muscular, e
com glicerol liberado do tecido adiposo. Os dcidos graxos resultantes dessa reagao servem de
combustivel para vérios tecidos. A glicose produzida dessa forma € armazenada no figado
como glicogénio, ou transportada imediatamente aos tecidos que a necessitam
(CUNNINGHAM, 2004; NELSON; COX, 2006). Os glicocorticdides inibem a captacdo de
glicose e o metabolismo nos tecidos periféricos, particularmente no miusculo e células
adiposas, o que € chamado de “efeito antiinsulinico” (CUNNINGHAM, 2004). O objetivo

final dessas alteracdes metabdlicas € suprir energia nas respostas de luta ou fuga geralmente
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associadas com o estresse, aumentando a glicemia de volta ao seu nivel normal e
armazenando glicogénio. Conseqiientemente, os efeitos do cortisol contrapdem-se aos da
insulina (NELSON; COX, 2006).

Para Alexander e Irvine (1998), o aumento do cortisol livre ¢ um bom indicador de
que um eqiiino sofre de estresse. Esta condi¢do é mais comumente definida como o conjunto
de reacdes do organismo a qualquer tipo de agressao capaz de perturbar-lhe a homeostase. As
glandulas adrenais possuem o papel principal nas reagdes hormonais envolvidas no estresse,
por estarem diretamente ligadas ao eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal e ao sistema simpético.
Apesar de muitos hormonios estarem envolvidos nesta resposta, 0 primeiro mecanismo
endécrino de defesa é o aumento da secrecdo de glicocorticéides e catecolaminas (MOSTL;
PALME, 2002). De acordo com Aguilera (1994), a liberacdo desses hormonios ¢é
conseqiiéncia do aumento circulante de ACTH, que possui mecanismos multifatoriais de
regulacdo com efeito de fatores estimulantes do hipotdlamo, como o hormonio liberador de
corticotrofina (CRH) e vasopressina (VP), e a influéncia inibitéria dos glicocorticéides
quando em estresse cronico.

Ja foi relatado que a hipéxia aguda em humanos nido submetidos a exercicio pode
aumentar (HUMPELER et al., 1980) ou mesmo nao alterar (SUTTON et al., 1977) os niveis
de cortisol circulante. Com o deslocamento de pessoas do nivel do mar a uma altitude de
4.300 metros, Barnholt et al. (2006) demonstraram que o niveis desse hormdnio aumentam
gradativamente atingindo um pico no décimo dia, mantendo-se altos durante os 21 dias de
observacao nessas mesmas condicdes. Segundo Sawhaney (1991), quando ha exposi¢cao
crOnica a altas altitudes ocorre um aumento passageiro do cortisol sanguineo, retornando aos
niveis encontrados ao nivel do mar ap6s 30 dias de aclimatizacao.

De acordo com Beidleman (2005), ha liberacdo de cortisol e adrenalina pelo estresse
da hipdxia aguda quando da exposi¢cdo de humanos a altitude. Porém, o autor afirma que a
aclimatizacdo induzida com 2 a 3 semanas de residéncia continua nestes ambientes resulta no
retorno desses hormonios aos niveis basais. Em um estudo mais recente, Beidleman et al.
(2006) demonstraram que a exposicao intermitente de 4hs por dia em 5 dias por semana,
durante 3 semanas, a uma altitude equivalente a 4300m, ndo afetou os niveis de cortisol e
adrenalina, ou seja, nao induziu uma resposta hormonal ao estresse, recomendando tal regime
como um método de “pré-aclimatizacdo”.

Taylor (1998) estudando os efeitos enddcrinos e metabdlicos de pdneis anestesiados
com ou sem determinado periodo de hipdxia induzida, sugeriu que o leve aumento na

concentracdo plasmatica de glicose observada no grupo que recebeu menos oxigénio, foi
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conseqiiéncia do aumento da atividade simpética como uma resposta ao estresse. Entretanto, o
mesmo autor observou que os dois grupos apresentaram aumento nos niveis de cortisol
durante a anestesia de maneira semelhante, sugerindo que anestesia geral por si s6 € nociva a
espécie e estimula a resposta maxima do cortex adrenal, visto que ndao ha incremento no
aumento do hormonio pela ac¢do de hipdxia, cirurgia ou hipercapnia.

Martos et al (2003) mensuraram os niveis de cortisol sanguineo em eqiiinos atendidos
em um hospital veterindrio com diferentes problemas clinicos. Os autores demonstraram que
os animais com enfermidades de cariter inflamatério agudo apresentavam niveis de cortisol
maior que o grupo controle, enquanto que os pacientes com lesdes crOnicas apresentavam
niveis menores. No estresse cronico, a repetida exposicdo ao agente estressor produz uma
habituacdo, ou seja, uma diminui¢do na resposta do eixo HHA (HAUGER, 1990). Este
mecanismo ainda ndo estd bem elucidado, entretanto, alguns estudos sugerem pode haver uma
alteracdo permanente deste eixo (OSTRANDER et al., 2006).

Todavia, quando um individuo recebe repetidos estimulos semelhantes seguidos de um
novo estimulo estressante, a resposta do eixo HHA passa a ser a mesma ou maior do que a
resposta inicial (HAUGER, 1990; BAHTNAGAR; DALLMAN, 1998). Outros autores
sugerem ainda que a hipéxia pode diminuir a sensibilidade da adrenal ao ACTH

(BOUISSOU, 1988; COSTE et al., 2005).

2.5. Possibilidades de uso terapéutico

O uso clinico do IHT é mais reconhecido pelos médicos russos como uma modalidade
terapéutica util para o condicionamento do paciente ao estresse de uma série de doencas. O
raciocinio baseia-se no valor protetor da adaptacdo a um estresse proporcionando resisténcia a
outro, o que é chamado de “protecao-cruzada” (WALLACE; COHEN, 1984; MEERSON et
al., 1994). O aumento da expressdao de algumas proteinas e de fatores antioxidantes gerados
pela adaptacdo pode promover protecdo contra efeitos deletérios de outras enfermidades
(MEERSON et al., 1992). O IHT mostrou ter efeito antiarritmico em casos de isquemia aguda
do miocdrdio em ratos (MEERSON et al., 1987), prevenir aterosclerose experimental em
coelhos (NEUBAUER , 2001 apud KITAEV et al., 1999), e proteger o miocardio de caes do
infarto experimentalmente induzido (ZONG et al., 2004).

O efeito protetor da HI no miocardio € relacionado com o aumento de sua

vascularizacdo, do fluxo sanguineo coronariano e da cardiomioglobina, além do aumento na
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expressdo de enzimas antioxidantes e proteinas do estresse (ZHUANG; ZHOU, 1999). De
acordo com Neubauer (2001), essas adaptacdes sdo semelhantes as que ocorrem com a
exposi¢ao a hipéxia cronica de forma continua, que, por sua natureza, desenvolvem protecao
contra o estresse oxidativo de uma variedade de processos de doencas.

Em humanos, pacientes de risco ou jd apresentando doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC), aumentaram a tolerancia ao exercicio apds trés semanas de exposicdo ao
IHT (BURTSCHER et al., 2009). Em um trabalho de revisdo, Serebrovskaya (2002) cita
varios autores da antiga Unido Soviética que estudaram a HI como forma de tratamento de
inimeras doengas, como doencas pulmonares crdnicas, asma bronquial, hipertensdo,
problemas emocionais, diabetes mellitus, doengca de Parkinson, processos inflamatérios,
toxicidade por radiacdo e algumas doengas ocupacionais.

Em eqiiinos as principais causas de diminuicdo de desempenho atlético s@o as doengas
musculoesqueléticas, respiratdrias e cardiovasculares. Dentre as quais muitas sdo semelhantes
as afeccOes humanas citadas anteriormente, como DPOC, arritmias cardiacas e doencas do
miocardio (HINES, 2004). Além dessas, doencas como a miopatia por acimulo de
polissacarideos, na qual os cavalos apresentam um aumento na captagdo da glicose pelas
células musculares e um aumento da sensibilidade a insulina (DE LA CORTE et al., 1999),

podem ser alvo de futuros estudos.

2.6. Uso potencial na medicina esportiva

Em medicina esportiva o IHT é reconhecido como uma ferramenta utilizada para o
aumento do desempenho de atletas (STRAY-GUDENSER; LEVINE, 1999). Pelo fato da
exposicdo cronica a hipdxia poder causar sintomas adversos como nauseas, cefaléia, anorexia,
sonoléncia e deficiéncias na transcri¢do e sintese protéica em humanos (HOPPELER et al.,
2003), o treinamento pelo método “morar alto, treinar baixo” (live high, train low) passou a
ser bastante utilizado. Dessa forma, promovem-se as adaptacdes hematolégicas e
ventilatdrias, aumentando a capacidade de desempenho sem causar os efeitos adversos da
exposi¢ao cronica a hipéxia (NEUBAUER, 2001).

A HI € capaz de estimular a producdo de eritropoietina em humanos (KNAUPP et al,
1992; KOINSTINEN et al, 2000; SCHMIDT, 2002), aumentar a contagem de eritrécitos e
hemoglobina, reduzir a freqiiéncia cardiaca em resposta ao exercicio e aumentar a tolerancia

ao mesmo (ROBERTSON et al., 1982). Em eqiiinos mantidos em altitudes elevadas ja foi
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relatado o aumento no hematdcrito e na concentracio de Hb (WICKLER; ANDERSON,
2000), o que pode gerar um aumento na disponibilidade de O, circulante e melhorar o
desempenho durante exercicios (VOGT et al., 2001).

Burtscher et al. (2009) demonstraram que 21 dias de exposi¢do ao IHT pode aumentar
a tolerdncia ao exercicio, relacionando tal efeito com o aumento na massa total de Hb, no
tempo de limiar anaerdbico e na capacidade de difusdo pulmonar. O aumento da massa
eritrocitaria, com conseqiiente aumento no volume méximo de O, absorvido (VO,) também
estd associado a melhora de desempenho atlético (STRAY-GUNDERSEN; LEVINE, 2008).
Entretanto, alguns autores afirmam que independente de fatores hematoldgicos, o
desempenho pode ser favorecido por alteracdes musculares como estimulo da angiogénese,
aumento da densidade mitocondrial e conseqiiente aumento da capacidade oxidativa das

células (HOPPELER et al., 2003; GORE et al., 2007).
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RESUMO

Os niveis séricos de cortisol, resposta glicEmica e secrecao de insulina foram avaliados
em eqiiinos nao exercitados submetidos a sessdes de hipdxia normobdrica. Cavalos adultos
sadios (n=8) foram selecionados apds exame fisico e submetidos ao teste de tolerancia a
glicose intravenosa (0,5g kg'l) (TTGIV). Amostras de sangue (n=11) foram coletadas entre 0
e 180 minutos apdés a administragdo de glicose para avaliar a resposta glicémica e a secrecao
de insulina. Os animais foram entdo expostos a sessdes de uma hora de hipdxia duas vezes ao
dia, totalizando 43 sessdes, com concentracdo decrescente de O, de 17 a 12%. A freqiiéncia
cardiaca e as amostras sanguineas para a determinagcdo do cortisol sérico foram coletadas
antes e a cada 15 minutos durante as sessoes 1, 4, 6, 8, 10, 14, 22 e 43. A TTGIV foi repetida
ao final do estudo. Os niveis de cortisol sérico foram maiores na sessao 1 (S1) (17% O,)
quando comparados aos niveis da S10 (13% O,) e da S43 (12% 0O,)(P<0,05). A curva

glicémica de eqiiinos clinicamente sadios ndo submetidos a exercicio ndo € alterada pela

exposicdo a 43 sessdes de hipéxia normobdrica. O aumento na secrecdo de insulina,
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acompanhada de diminui¢ao da freqiiéncia cardiaca e cortisol sérico sugerem uma adaptacio
dos cavalos ao modelo de hipdxia utilizado.

Palavras-chave: cavalos, hipoxia intermitente, glicemia, estresse, altitude
ABSTRACT

The cortisol levels, glycemic response and insulin secretion were evaluated in non-
exercised horses submitted to sessions of normobaric hypoxia. Healthy adult horses (n=8)
were selected after physical examination and underwent an intravenous glucose tolerance test
(0.5¢g kg'l) (IVGTT). Blood samples (n=11) were collected between 0 and 180 minutes after
glucose administration to evaluate glycemic response and insulin secretion. Then, they were
exposed to 1-hour hypoxia sessions twice a day, reaching a total of 43 hypoxia sessions, with
[O;] decreasing from 17 to 12%. The heart rate and serum samples to measure cortisol were
collected before and every 15 minutes during the sessions 1, 4, 6, 8, 10, 14, 22 and 43. The
IVGTT was repeated at the end of the study. The serum cortisol levels were higher in session
1 (S1) (17% O,) when compared to the levels of S10 (13% O,) and S43 (12% 0O,) (P<0.05).
The glycemic curve in resting healthy horses is not altered by exposure to 43 normobaric
hypoxia sessions. The increase in insulin secretion, followed by decreased heart rate and
serum cortisol suggest an adaptation of the horses to hypoxia model used.

Key words: horses, intermittent hypoxia, glycemia, stress, altitude
INTRODUCAO

A exposicdo a um ambiente de hipdxia aguda ou cronica pode influenciar no
metabolismo da glicose e hormonios relacionados, entretanto, os resultados publicados até o
momento ainda sdo inconsistentes. Isso provavelmente ocorre pela diversidade entre espécies,
grau e duracdo da hipoxia ou como conseqiiéncia da complexidade dos mecanismos

regulatérios do metabolismo (CHEN et al., 2007).
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Estudos em diversas espécies demonstraram que a exposi¢ao a diferentes condi¢des de
hipéxia pode causar aumento da resisténcia a insulina (CHENG et al., 1997; BRAUN et al.,
2001; POLOTSKY et al., 2003; ITYORI et al., 2007). Um dos horménios capaz de causar tal
efeito € o cortisol (ANDREWS & WALKER, 1999), que pode estar com seus niveis
circulantes aumentados quando da exposi¢cdo aguda ou cronica de individuos a baixas
concentracoes de oxigénio ([O,]) (HUMPELER et al., 1980; COSTE et al., 2005).

A elevagdo dos niveis de cortisol no sangue é um bom indicador que pode ser usado
para avaliar se um eqiiino sofre de estresse (ALEXANDER & IRVINE, 1998). As glandulas
adrenais possuem o papel principal nas reagdes hormonais envolvidas nessa condi¢do, por
estarem diretamente ligadas ao eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HHA) e ao sistema
simpdtico. Apesar de muitos hormdnios estarem envolvidos nesta resposta, o primeiro
mecanismo enddcrino de defesa € o aumento da secre¢do de glicocorticoides e catecolaminas
(MOSTL & PALME, 2002). A liberagio desses é conseqiiéncia do aumento de ACTH
circulante, que possui mecanismos multifatoriais de regulacdo com a liberacdo de fatores
estimulantes do hipotdlamo, como o hormoénio liberador de corticotrofina (CRH) e a
vasopressina (VP), e a influéncia inibitéria dos glicocorticdides quando em estresse cronico
(AGUILERA, 1994).

No passado a maioria das pesquisas apontou para os efeitos da hipdxia aguda ou
cronica no intuito de estudar a adaptacdo em resposta as altas altitudes. Mais recentemente,
alguns estudos tém buscado desvendar os efeitos da exposicdo a hipdxia intermitente (HI),
objetivando explorar o valor terapéutico em pacientes e a influéncia potencial no desempenho
de atletas (NEUBAUER, 2001).

Na medicina, a HI j4 foi aplicada em pacientes com doeng¢a pulmonar obstrutiva

cronica (DPOC) (BURTSCHER et al., 2009), hipertensdo, processos inflamatérios, doencga de
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Parkinson, entre outras (SEREBROVSKAYA, 2002). Em animais, a HI mostrou ter efeito
antiarritmico em casos de isquemia aguda do miocardio em ratos (MEERSON et al., 1987) e
proteger o miocardio de caes do infarto experimentalmente induzido (ZONG et al., 2004).

Em eqiiinos as principais causas em ordem de diminuicao de desempenho atlético sdo
as doencas musculoesqueléticas, respiratorias e cardiovasculares. Dentre as quais, muitas sao
semelhantes as afec¢des citadas anteriormente, como DPOC, arritmias cardiacas e doengas do
miocardio (HINES, 2004). Além dessas, doencas como a miopatia por acimulo de
polissacarideos, na qual os cavalos apresentam um aumento na captagdo da glicose pelas
células musculares e um aumento da sensibilidade a insulina (DE LA CORTE et al., 1999),
podem ser alvo de futuros estudos para o uso potencial da HI em medicina veterinaria.

O objetivo do presente estudo € avaliar o efeito da hipdxia normobdrica intermitente
na resposta glicémica, secrecao de insulina e nos niveis de cortisol sangiiineo de cavalos nao
exercitados.

MATERIAL E METODOS

Oito equinos sem raga definida (5 fémeas e 3 machos castrados), clinicamente sadios,
com idade entre seis e 14 anos (10+1,68), provenientes da mesma regido, com altitude inferior
a 400 metros, alimentados previamente e durante o periodo de estudo apenas com feno de
alfafa, foram usados neste experimento. Esses cavalos foram submetidos a 43 sessdes de
hip6xia normobdrica com dura¢do de uma hora durante o més de Janeiro. A hipdxia foi
gerada por um compressor € um médulo computadorizado® que regula a retirada do oxigénio
do ar atmosférico na concentracdo desejada. Os animais recebiam este ar com menor [O;]
através de uma méscarab, que era colocada 15 minutos antes do inicio de cada sessdo. Nos
quinze dias que antecederam o experimento os equinos foram habituados com o ambiente e

com a mascara, permanecendo uma hora por dia com a mesma.
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Nas trés primeiras sessoes foi utilizada uma [O;] de 17%, que foi sendo reduzida em
1% a cada duas sessoes até atingir a [O,] de 13% que foi mantida por quatro sessoes. A partir
deste momento, a [O,] foi reduzida a 12% e mantida por 30 sessdes, completando assim as 43
sessoes de hipoxia. Com excecdo do primeiro dia, no qual os animais foram submetidos a
apenas uma sessao, nos dias subseqiientes o regime foi de duas sessoes didrias, totalizando 22
dias de tratamento.

Com auxilio de anestesia local com lidocaina a 2%, foi fixado assepticamente um
cateter’ 14G em uma das veias jugulares de cada cavalo, através do qual foram coletadas as
amostras sangiiineas.

Antes do inicio da primeira sessdao de hipdxia e ao final da tdltima, os cavalos foram
submetidos ao teste de tolerancia a glicose intravenosa (TTGIV). Para isso, foi administrada
0,5g de glicose por kg de peso vivo de uma solugdo a 50% durante um periodo de 10 minutos
(MEHRING & TYZNIK, 1970; DE LA CORTE et al., 1999). Amostras de sangue foram
coletadas antes, e 2, 4, 8, 16, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos apds a administracdao de
glicose em tubos de ensaio contendo EDTA e fluoreto de potdssio para determinacdo da
concentracdo da glicose plasmatica, e em tubos sem anticoagulante para dosagem da insulina
sérica. As amostras foram imediatamente centrifugadas apds a coleta e armazenadas a -80°C
até o momento da determinagdo dos niveis de glicose e insulina através do teste enzimédtico de
glicose-oxidase e quimioluminescéncia, respectivamente.

Para determinacdo sérica de cortisol foram coletadas amostras de sangue em tubos de
ensaio sem anticoagulante durante as sessoes 1, 4, 6, 8, 10, 14, 22 e 43. As coletas foram
feitas imediatamente antes de colocar a méscara (-15), antes de iniciar a hipdxia (0), e 15, 30,
45 e 60 minutos apds seu inicio. Essas amostras foram centrifugadas e o soro armazenado a -
80°C até o momento da andlise através do método de quimioluminescéncia. Imediatamente

antes da coleta de cada amostra a frequéncia cardiaca (FC) do cavalo foi determinada.
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O efeito dos distintos fatores nas varidveis dependentes foi analisado utilizando o
PROC MIXED (mixed models, SAS Institute Inc., Cary, NC) em um modelo para
dados repetidos. Foram determinados os efeitos principais de tratamento e tempo assim como
sua interacdo. O efeito dos tratamentos sobre as varidveis dependentes em um tempo
especifico foi determinado pelo uso de ESTIMATES, também do SAS. Os resultados estdo
representados como média + erro padrdao da média e o nivel de significancia adotado foi
P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva glicémica dos eqiiinos submetidos ao teste intravenoso de tolerancia a glicose
ndo foi alterada pela exposicao as 43 sessdes de hipoxia (Figura 1-A). Por outro lado, a curva
de insulina mostrou alteracao significativa nos tempos de coleta 2, 4, 8, 16, 30, 60, 90, 120 e
150 minutos (Figura 1-B) (P<0,05). Tal achado demonstra que, com excecdo das amostras
coletadas antes da administracdo de glicose e daquelas coletadas 180 minutos apds, momento
em que a glicemia volta aos niveis basais, foram necessarios maiores niveis de insulina para
manter os mesmos niveis de glicose.

Quando ocorre diminui¢do da sensibilidade a insulina hd um aumento compensatério
de sua secrecdo pelas células § pancredticas (KAHN, 2003; KRONFELD et al., 2005). Foi o
que demonstraram BARNHOLT et al. (2006) no homem apés deslocamento do nivel do mar
para uma altitude de 4.300 metros. Com a exposi¢ao a hipoxia de forma continua, RAFF et al.
(1999) obtiveram resultados semelhantes expondo ratos recém nascidos a uma [O,] de 12%
por 7 dias. Um aumento da resisténcia a insulina também foi observada em terneiros
submetidos a uma [O;] de 4,8 a 5,9% (CHENG et al., 1997).

Utilizando HI, POLOTSKY et al. (2003) chegaram a mesma conclusdo quando
submeteram ratos a 5% de [O,], por periodos de 30 segundos seguidos de reoxigenag¢do nos

30 segundos subseqiientes, durante 16 horas didrias por até 12 semanas. Entretanto, II'YORI et
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al. (2007) demonstraram que, com metodologia semelhante, um aumento da resisténcia a
insulina em ratos € obtido com apenas 9 horas de exposi¢cdo a HI. Nao foi encontrada na
literatura demonstragao que tal efeito possa ser obtido com o método utilizado no presente
estudo.

Embora os mecanismos desta relacdo ainda ndo estejam bem elucidados, um dos
fatores ao qual se atribui a diminuicdo de sensibilidade a insulina pela HI € a ativacdo do
sistema nervoso simpatico (HARSCH, 2004; PLIQUETT et al., 2004), pela liberacdao de
catecolaminas, que podem diminuir a sensibilidade a insulina, diminuir a glicélise e aumentar
a gliconeogénese (DEIBERT & DEFRONZO, 1980). Entretanto, IITYORI et al. (2007)
demonstraram que o bloqueio da atividade do sistema nervoso auténomo nio atenua tais
efeitos, sugerindo que outros mecanismos possam estar envolvidos na alteracdo do
metabolismo pela hipdxia.

Outro fator a considerar € atividade corticotréfica da HI, que pode levar ao aumento do
cortisol circulante decorrente da modificagdo do eixo HHA (COSTE et al., 2005). Este
horménio tem a capacidade de aumentar a resisténcia a insulina, inibir sua secre¢do pelas
células B do pancreas e aumentar a gliconeogénese hepitica (LAMBILLOTTE et al., 1997,
ANDREWS & WALKER 1999).

TAYLOR (1998), estudando os efeitos enddcrinos e metabdlicos de poneis
anestesiados sendo ou ndo submetidos a um periodo de hip6xia induzida, sugeriu que o leve
aumento na concentracio plasmadtica de glicose e na freqiiéncia cardiaca observada no grupo
que recebeu menos oxigénio, foi conseqiiéncia do aumento da atividade simpética como uma
resposta ao estresse. Entretanto, o mesmo autor observou que os dois grupos apresentaram
elevacao semelhante nos niveis de cortisol durante a anestesia, sugerindo que a anestesia geral

por si sO representa uma situacdo de estresse para a espécie e estimula a resposta maxima do
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cortex adrenal, visto que ndo hd aumento do hormoénio pela acdo de hipoxia, cirurgia ou
hipercapnia.

Ja foi relatado que a hipéxia aguda em humanos em repouso pode aumentar
(HUMPELER et al., 1980), ou mesmo, ndo alterar (SUTTON et al., 1977) os niveis de
cortisol circulante. Quando hd exposi¢do cronica a altitudes elevadas ocorre um aumento
passageiro do cortisol sanguineo, com retorno aos niveis encontrados ao nivel do mar apés 30
dias de aclimatizacdo (SAWHNEY et al., 1991).

A concentracdo de cortisol foi superior na sess@ao com [O;] de 17% (S1) apés 30
minutos de exposi¢do quando comparado aos valores da sessdo com [O;] de 13% (S10)
(Figura 2-A) (P<0,05). Segundo HAUGER et al. (1990), no estresse cronico a exposicao
repetida ao agente estressor produz uma habituacio, ou seja, pode ocorrer uma diminui¢ao na
resposta do eixo HHA. Apesar disso, quando um individuo recebe estimulos repetidos
semelhantes seguidos de um novo estimulo estressante, a resposta do eixo HHA passa a ser a
mesma ou maior do que a resposta inicial (HAUGER et al., 1990; BHATNAGAR &
DALLMAN, 1998). Isso explica o fato de ndo ter havido diferenca nos niveis de cortisol
sérico quando a [O;] foi reduzida a 12% (S14) em relacdo aos da S1 (17%) (Figura 2-A). O
estimulo estressante continuou sendo a hipdxia, todavia, a [O;] pode ter sido baixa o suficiente
para representar um novo estimulo estressante. Talvez seja necessario expor esses individuos
a mais sessoes a 13% de O, para que o cortisol se mantenha mais baixo ou continue a
diminuir.

Houve uma diminuicdo significativa nos niveis de cortisol a partir dos 15 minutos
(P<0,05) na nona sessdao em que os animais foram submetidos a 12% de O, (S22) comparado
a S1 (17%). Além disso, quando S1 é comparada com a udltima sessdo do experimento (S43)
essa diferenca é observada nos tempos -15, 0, 45 e 60 minutos (P<0,05) (Figura 3). Esses

dados mostram que a exposi¢do continua a 12% de O, foi capaz de diminuir os niveis de
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cortisol em relagc@o ao inicio do tratamento. Nao foram observadas diferencas entre as coletas
feitas na mesma sessao.

Se os achados relativos ao cortisol sdo indicativos de um evento de estresse, estes sao
corroborados pela FC dos animais deste estudo. Analisando-se os dados de FC, ocorre um
padrao semelhante, com diferenca significativa (P<0,05) em todos os tempos quando as
curvas da S1 sdo comparadas com a S10. Essa diferenca se desfaz quase que totalmente na
S14, momento em que a hipdxia € intensificada a 12% de O, e volta a aparecer em alguns
pontos na S43 (Figura 4).

CONCLUSAO

A curva glicémica de eqiiinos clinicamente sadios ndo submetidos a exercicio ndo é
alterada pela exposicao a 43 sessdes de hipdxia normobdrica.

O aumento na secrecdo de insulina, acompanhada de diminuicdo da freqiiéncia
cardiaca e cortisol sérico sugerem uma adaptacao dos cavalos ao modelo de hipdxia utilizado.
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LEGENDAS

Figura 1 - Resposta glicémica (A) e secrecao de insulina (B) durante o TTGIV realizado antes
(Pré-tratamento) e apds (Pos-tratamento) as 43 sessdes de hipéxia. * indica diferenga
significativa entre os mesmos pontos das duas curvas (P<0,05).

Figura 2 - Concentracdes séricas de cortisol (A) e freqiiéncia cardiaca (B) no decorrer das
sessoes com [O2] de 17%, 13%, e na primeira e ultima sessdo com 12% de O2. * indica

diferenca significativa entre o ponto indicado e seu correspondente na S1 (P<0,05).
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Figura 2
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4. CONCLUSAO

A curva glicémica de eqiiinos clinicamente sadios ndo submetidos a exercicio ndo é
alterada pela exposi¢ao a 43 sessdes de hipéxia normobdrica. No entanto, a manutengao da
curva estd associada a um incremento na secrecdo de insulina, o que sugere diminui¢cdo na
sensibilidade a esse hormonio.

Houve adaptacdo dos cavalos ao modelo de hipdxia utilizado, o que é demonstrado
pelos menores niveis de cortisol e freqii€ncia cardiaca ao final do tratamento.

A HI € um recurso que proporciona uma ampla drea para novos estudos em cavalos,

tanto como ferramenta terapéutica, quanto aos possiveis beneficios no desempenho atlético.
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