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RESUMO

No mundo, existem aproximadamente 60 milhdes de cavalos, o Brasil é 0 4° pais com a
maior quantidade de equinos em cabecas (<6 milhdes). O Agronegdcio Brasileiro movimenta
anualmente cerca de R$ 7,5 bilhGes e 0 uso de cavalos em praticas esportivas é o segmento
mais lucrativo da equinocultura. No capitulo I, o objetivo foi realizar uma revisdo de literatura,
buscando compreender a utilizacdo do cavalo Quarto de Milha e suas principais atividades
relacionadas, bem como entender a fisiologia animal relacionada ao exercicio. Para revisdo,
foram utilizados 7 artigos base e 92 artigo para discussao. No capitulo I, o objetivo da pesquisa
foi investigar a expressdo diferencial de microRNAs e genes-alvo participativos em vias
metabolicas do exercicio, e verificar alteracfes hematoldgicas e clinicas em equinos da raca
QM sob diferente condicdo fisiologica. Para o experimento foram utilizados 10 equinos (Equus
caballus) da raca quarto de milha. Os animais foram submetidos a esfor¢os fisicos com desvio
de obstaculos e foram avaliados clinicamente antes e apds exercicio. Como parametros clinicos
foi utilizado a Frequéncia Respiratoria, Frequéncia Cardiaca e Temperatura Retal, como
parametros hematologicos foi utilizado 19 parametros do sangue total (hemograma completo),
para avaliacdo molecular foram selecionados os genes ALDOA e EGFR e 0s microRNAs miR-
133b e miR-1260b. Como resultados clinicos houve diferenga estatisticas para FR (<0.0001),
FC (<0.0001) e TR (<0.0001), esses parametros devem ser considerados como importantes no
manejo da saude animal, bem como avaliar o desempenho fisiol6gicos dos cavalos durantes 0s
treinos. Os 9 parametros hematoldgicos que mostraram significancia (p<0,05) antes e pos-
exercicio foram: Eritrécito; Hematocrito; Hemoglobina; Volume Corpuscular Médio;
Amplitude de distribuicdo dos eritrdcitos; Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média,
Neutrofilos e Linfdcitos. Esses parametros estdo relacionados com a capacidade aerdbia devido
ao aumento do transporte de oxigénio, tornando indicadores da salde equina. A expressdo dos
genes ALDOA (p<0.0454) e EGFR (p<0.0198) e os microsRNAs -133b (p<0.0240), -1260b
(p<0.0066) tiveram significancia ap0os o exercicio. A regulacéo do gene ALDOA esté associada
com a metabolizag&o do oxigénio para a conversao de energia, a regulagdo do EGFR pode estar
mais relacionada com a recuperacao pos treino provocada pela resposta inflamatoria responsiva
ao exercicio, devido ao grande estresse fisioldgico e gasto energético, 0 miR-133b e -1260b
ainda nao tinham sidos relatados na literatura associados a modulacéo de vias metabdlicas do
exercicio, apesar de ndo regularem 0s genes dessa pesquisas, estes micros mostraram ser
regulados ap6s exercicio, 0 que mostra estarem regulando outros genes-alvos. Esses

biomarcadores encontrados podem ser utilizados como referéncia para atletas da raca QM



criadas na regido norte e nordeste do Brasil. As alteracGes observadas para alguns parametros
nas variaveis peso e sexo ndo tiveram relevancia clinica (p>0,05). Um futuro exame bioguimico
podera mostrar indicios de outros biomarcadores.

Palavras-chaves: Desempenho atlético; Quarto de Milha; Expressao de Genes; MiRNAs.



ABSTRACT

In the world, there are approximately 60 million horses, Brazil is the 4th country with the largest
number of horses in heads (<6 million). Brazilian Agribusiness generates around R$ 7.5 billion
annually and the use of horses in sports is the most profitable segment of equinoculture. In
chapter I, the objective was to carry out a literature review, seeking to understand the use of the
Quarter Horse and its main related activities, as well as to understand the animal physiology
related to exercise. For review, 7 base articles and 92 articles for discussion were used. In
chapter II, the objective of the research was to investigate the differential expression of
microRNAs and participatory target genes in exercise metabolic pathways, and to verify
hematological and clinical alterations in QM horses under different physiological conditions.
For the experiment, 10 horses (Equus caballus) of the quarter mile breed were used. The
animals were submitted to physical efforts with obstacle avoidance and were clinically
evaluated before and after exercise. Respiratory Rate, Heart Rate and Rectal Temperature were
used as clinical parameters, 19 whole blood parameters were used as hematological parameters
(complete blood count), for molecular evaluation the ALDOA and EGFR genes and the miR-
133b and miR-1260b microRNAs were selected. . As clinical results, there were statistical
differences for FR (<0.0001), FC (<0.0001) and TR (<0.0001), these parameters should be
considered as important in the management of animal health, as well as evaluating the
physiological performance of horses during training. The 9 hematological parameters that
showed significance (p<0.05) before and after exercise were: Erythrocyte; hematocrit;
Hemoglobin; Mean Corpuscular Volume; Range of distribution of erythrocytes; Mean
Corpuscular Hemoglobin, Neutrophils and Lymphocytes. These parameters are related to
aerobic capacity due to increased oxygen transport, making equine health indicators. The
expression of genes ALDOA (p<0.0454) and EGFR (p<0.0198) and microsRNAs -133b
(p<0.0240), -1260b (p<0.0066) were significant after exercise. The regulation of the ALDOA
gene is associated with the metabolism of oxygen for the conversion of energy, the regulation
of the EGFR may be more related to the post-training recovery provoked by the inflammatory
response responsive to the exercise, due to the great physiological stress and energy
expenditure, the miR -133b and -1260b had not yet been reported in the literature associated
with modulation of exercise metabolic pathways, despite not regulating the genes of this
research, these micros showed to be regulated after exercise, which shows that they regulate
other target genes. These biomarkers found can be used as a reference for athletes of the QM

race created in the north and northeast of Brazil. The changes observed for some parameters in



the variables weight and sex had no clinical relevance (p>0.05). A future biochemical
examination may show evidence of other biomarkers.

Keywords: Athletic Performance; Quarter Horse; gene expression.; MiRNAs.
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1. INTRODUCAO

Os equinos foram os animais que mais desempenharam um papel direto no
desenvolvimento social e politico da humanidade, pois este era empregado principalmente em
processos agricolas no século passado e utilizados como meio de transporte e como armas de
guerra. Com o avanco tecnolégico, grande parte do seu uso pratico terminou, ficando restrito
as regides com baixo indice de desenvolvimento econémico. Contudo, 0s seres humanos
mantiveram estreita relacdo com estes animais, criando-o0s para a pratica de esportes, recreacao,
ou simplesmente por sua beleza fisica (MATTOSINHO et al., 2017; PEREIRA, 2015).

O uso de cavalos em praticas esportivas € 0 segmento mais lucrativo da equinocultura.
Além das provas funcionais, as corridas movimentam grande volume de dinheiro devido as
apostas, contratacfes e comércio de animais. Pesquisas utilizando marcadores moleculares tém
impulsionado bons resultados no melhoramento genético de espécies comerciais de producéo,
sendo que em equinos, a utilizacdo desta biotecnologia ainda € pouco explorada. Alguns testes
genéticos visam auxiliar o processo de selecdo de animais para desempenhos superiores em
corridas (PEREIRA, 2015).

O melhoramento genético dos cavalos atletas ainda é pouco investigado, fazendo com
que a obtencdo de um animal superior para competi¢do seja uma tarefa dificil. A maior causa
desta dificuldade é a baixa herdabilidade em relacdo ao desempenho atlético nesses animais e
os valores de correlacGes genéticas existentes entre as caracteristicas almejada, sendo que, a
alternativa para a resolucdo desse problema é a utilizacdo de marcadores genéticos e
moleculares (WALLIN; STRANDBERG; PHILIPSSON, 2003; BOKOR, 2005; PEREIRA,
2017).

Devido a isso é de suma importancia identificar genes e vias metabodlicas que participam
de forma direta na regulacdo dos mecanismos relacionados a atividade fisica. Para isso,
pretende-se analisar a expressdo diferencial de RNAs ndo codificadores de proteinas, em
especial de microRNAs, em como podem regular genes participativos de vias relacionadas ao
exercicio, seja na superexpressdo ou silenciamento de genes a um programa de treinamento de

forca de cavalos quarto de milha.



2. OBJETIVO GERAL

Analisar as diferencas na expressdo de RNAs ndo codificadores de proteinas, em
especial os miRNAs, e as expressdes de genes em sangue periférico, e verificar alteracdes
hematoldgicas e clinicas em equinos da raca Quarto de Milha sobre diferente condicao

fisioldgica.

2.1 Objetivo especificos:

a) Elaborar uma revisdo de literatura sobre a raga Quarto de Milha no Brasil e sua
utilizacdo pelos produtores, bem como aprofundar sobre a sua fisiologia em adaptacéo
ao exercicio fisico.

b) Analisar o perfil hematol6gico e os pardmetros clinicos como a Frequéncia Cardiaca
(FC), Frequéncia Respiratoria (FR), Temperatura Retal (TR) e Peso (Kg) de equinos da
raca Quarto de Milha antes e ap0s esforgo fisico;

c) Verificar a expressao de miRNAs e genes-alvo relacionados as vias metabdlicas do

exercicio antes e ap6s o esforgo fisico;



3. CAPITULO |

EXPRESSAO DE miRNAs EM GENES-ALVO FUNCIONAM COMO FERRAMENTA
PARA SELECAO DE EQUINOS EM PROVAS DE RESISTENCIA?
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RESUMO

Os equinos desempenharam um papel importante no desenvolvimento social e politico da
humanidade, ao longo dos anos os seres humanos mantiveram estreita relacdo com estes
animais, criando-os principalmente para a pratica esportiva. No mundo, existem
aproximadamente 60 milhdes de cavalos, o Brasil € 0 4° pais com a maior quantidade de equinos
em cabecas (<6 milhdes). O Agronegdcio Brasileiro movimenta anualmente cerca de R$ 7,5
bilhdes e o uso de cavalos em praticas esportivas é o segmento mais lucrativo da equinocultura.
Embora, as mais diversas caracteristicas versateis que o cavalo Quarto de Milha possui, buscas
por maiores exigéncias no desempenho atlético em equinos tem se tornado comum, devido a
valorizacdo econdmica. Sendo assim, o potencial atlético é influenciado por uma complexa rede
entre conjunto de genes e fatores ambientais, o exercicio modula a necessidade do uso de todos
os sistemas fisioldgicos do corpo do cavalo. Processos metabdlicos ligados ao 6timo
desempenho atlético tém sido demonstrado em alguns estudos em mamiferos, esses estimulos
causados pelo estresse fisioldgico faz com que ocorra inimeras reagdes metabdlicas na tentativa
de adaptacdo do organismo. Com isso, vias metabdlicas especificas de sinalizacdo regulam a
atividade transcricional e de traducédo da resposta inflamatdria ocorrida apés o esfor¢o atlético
em cavalos. Estudos recentes apontam um papel significativo na expressdo de microRNAs
envolvidos em vias de regulacdo génica, e essas adaptacGes moleculares ao exercicio, mostram

ser uma area promissora na selecdo de equinos de alta performance para provas de resisténcia.

Palavras-chaves: Desempenho Atlético; Quarto de Milha; Expressdo Génica; MiRNAsS.
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INTRODUCAO

Os equinos foram os animais que mais desempenharam um papel direto no
desenvolvimento social e politico da humanidade, pois este era empregado principalmente em
processos agricolas no século passado e utilizados como meio de transporte e como armas de
guerra. Com 0 avanco tecnoldgico, grande parte do seu uso pratico terminou, ficando restrito
as regides com baixo indice de desenvolvimento econémico. Contudo, os seres humanos
mantiveram estreita relacdo com estes animais, criando-0s para a pratica de esportes, recreacao,
ou simplesmente por sua beleza fisica (MATTOSINHO et al., 2017; PEREIRA, 2015).

No mundo, existem aproximadamente 60 milhdes de cavalos, maioria deles vivendo nas
Américas, Asia e alguns paises da Europa. China é o pais com maior contingente
(aproximadamente 8 milhdes), seguindo-se Estados Unidos (7 milhdes), México (pouco mais
de 6 milhGes), e Brasil (pouco menos de 6 milhdes). Estes quatro paises, conjuntamente,
possuem cerca de 45% da populagéo global de cavalos (GHILPA, 2011; IBGE, 2019).

O uso de cavalos em praticas esportivas € 0 segmento mais lucrativo da equinocultura.
Além das provas funcionais, as corridas movimentam grande volume de dinheiro devido as
apostas, contratacfes e comercio de animais. Pesquisas utilizando marcadores moleculares tém
impulsionado bons resultados no melhoramento genético de espécies comerciais de producéo,
sendo que em equinos, a utilizacdo desta biotecnologia ainda é pouco explorada. Alguns testes
geneticos visam auxiliar o processo de selecdo de animais para desempenhos superiores em
corridas (PEREIRA, 2015).

3.1 A equinocultura no Brasil e no Para

A equinocultura no Brasil vem ganhando destaque no mercado nos ultimos anos, onde
no Brasil existem quase 6 milhdes de cavalos (IBGE, 2019). Sustentado por um carater
econdmico, politico e social, o agroneg6cio brasileiro possui um faturamento bruto de
aproximadamente R$ 16,15 bilhGes de reais por ano, o rebanho envolve mais de 30 segmentos,
distribuidos entre insumos, criacdo e destinacdo final e compde a base do chamado Complexo
do Agronegdcio Cavalo e é responsavel por gerar mais de 3 milhdes de empregos diretos e
indiretos (LIMA et al. 2006; MAPA, 2016).

Esses numeros convincentes de capital gerado e percentual de empregos estdo
relacionados ao forte crescimento da criagdo voltada para o publico urbano, tanto para lazer

guanto para esporte, ao contrario dos animais utilizados para atividades agropecuarias, pois
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estes representam uma pequena parcela de consumo do segmento equestre (VIEIRA, 2015;
MAPA, 2016).

O ranking dos cinco primeiros maiores rebanhos de equinos por estados brasileiros (em
cabecas) segue na respectiva ordem: Minas Gerais (846.197), Rio Grande do Sul (520.760),
Bahia (505.568), Pard (445.603) e Mato Grosso (441.603) e a regido que detém a maior
presenca de rebanho de equinos € a sudeste, seguido da regido sul, centro-oeste, nordeste e por
fim norte (IBGE, 2019).

O numero efetivo de rebanho (cabecas) do ano de 2015 (342.779) ao ano de 2019
(445.603) no Estado do Para aumentou 29,32%, sendo que o ranking dos cinco primeiros
municipios com maior numero efetivo do rebanho (Cabecas) sdo: Sdo Félix do Xingu (32.488),
Marabé (20.900), Novo Repartimento (15.765), Agua Azul do Norte (12.185) e Pacaja (11.768)
(IBGE, 2019).

O Complexo do Agronegdcio do Cavalo historicamente possui um estigma de que a
atividade produtiva do cavalo era elitista, 0 que mudou com o passar dos anos, com o0
crescimento da classe média brasileira, incorporando milhdes de brasileiros ao mercado, o que
contribui para explicar este forte crescimento da equinocultura. No segmento de esportes no
Brasil, o cavalo Crioulo e o Quarto de Milha juntos, possuem uma participacdo de 60,1% do
mercado (MAPA, 2016).

3.2 Raca Quarto de Milha e seu uso nas Praticas Esportivas

A primeira raga de equinos que se desenvolveu na América foi a Quarto de Milha (QM),
iniciando-se nos Estados Unidos por volta do ano de 1600 (VULCANO et al., 2006). A raca se
caracteriza por extrema docilidade, partida rapida, parada brusca, grande capacidade em
alternar a direcdo e enorme habilidade de girar sobre si mesmo e considerada a mais versatil do
mundo, € utilizada em varias modalidades de trabalho e corrida, sendo o cavalo completo
segundo a Associacdo Brasileira de Criadores de Cavalo Quarto de Milha — ABQM (2016)
(VULCANO et al., 2006; CORREA; DA MOTA, 2007; PETERSEN et al., 2014; RIVERO;
HILL, 2016; BLUMAN, 2017; AQHA, 2021).

Cavalos da raca Quarto de Milha pertencem a uma das maiores populacGes de equinos
registados no mundo (AQHA, 2021) e a terceira no Brasil (IBGE, 2019). Como ja descrito
anteriormente os cavalos QM sdo conhecidos por sua grande versatilidade, podendo ser
utilizados em modalidades equestres de competicdo, como corridas em curtas distancias,

tambor, baliza, vaquejada, polo e provas de rodeio em geral, preservadas as suas atividades
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desde a formag&o no século 17, devido ao seu grande desempenho fisico (CORREA; DA
MOTA, 2007; CAPELLETO; ANGELI; GRAFF, 2017).

3.3 Desempenho Fisico e Exigéncia Muscular

As exigéncias por equinos com alto desempenho atlético crescem cada vez mais, devido
a cultura do esporte juntamente a valorizacdo econdmica de animais de alto desempenho
esportivo (RODRIGUES; SPINDOLA; BOTTEON, 2016). Cavalos com bom desempenho nas
competicOes, deve ser preparado adequadamente, através de treinamentos, e deve receber uma
alimentacdo adequada. Quanto ao desempenho, a resisténcia € um fator importante, tendo
influéncia do condicionamento fisico do animal, que inclui eficiéncia dos sistemas respiratorio
e circulatorio, do solo, das condigdes climaticas, manejo e o peso vivo (REZENDE et al., 2015;
ANTUNES et al., 2018).

O exercicio modula a necessidade de uso de todos os sistemas fisioldgicos do corpo do
cavalo (PICCIONE et al., 2013). Os exercicios fisicos que moldam o tecido muscular sdo
geralmente agrupados em duas grandes categorias: aqueles que aumentam a resisténcia
muscular e os que aumentam a for¢ga muscular (MARINI; VEICSTEINAS, 2010).

O potencial atlético é influenciado por complexa rede entre conjunto de genes e fatores
ambientais (HILL et al., 2010c). Parametros fisicos de frequéncia cardiaca (FC) e frequéncia
respiratoria (FR) sdo importantes na observacdo do desempenho fisiologico do atleta. O
primeiro € um importante parametro de monitoramento de desempenho atlético em equinos,
sendo amplamente estudado no campo da medicina esportiva, com a vantagem da praticidade,
mensuragdo e ser facilmente aplicada mesmo em estudos de campo (EVANS, 2000;
OLIVEIRA et al., 2008; MANSO FILHO et al., 2012a; CHAVES, 2016; NUNES; 2018).

A avaliacdo do desempenho é fundamental para o reconhecimento de suas habilidades
e a intensidade do exercicio mais adequada em diferentes fases de treinamento, somados a
mecanismos moleculares envolvidos na adaptacdo ao exercicio (PATELLI et al., 2016).

3.4 Mecanismos Moleculares Envolvidos na Adaptacéo ao Exercicio Fisico
Processos metabolicos ligados ao 6timo desempenho atlético tém mostrado alguns

aspectos semelhantes em humanos e equinos (DIAS et al., 2007; SCHRODER et al., 2012). O

exercicio fisico é um dos estimulos fisioldgicos mais estressantes que um animal pode sofrer;
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durante o esforgo fisico, inimeras reagcdes metabolicas sao mediadas na tentativa de adaptacéo
do organismo (GONDIN et al., 2013).

A modulacdo muscular provocada pelo exercicio fisico, induz uma expressdo génica.
Adaptacdes musculares provocada pelo exercicio fisico, modifica o estado sedentério para o
fendtipo exercitado, o que induz a expressdo e regulacdo de genes. Esse mecanismo de
modulacdo muscular envolve um efeito cascata na producdo de proteinas e na atividade de
enzimas. Vias metabdlicas especificas de sinalizacdo regulam a atividade transcricional e de
traducdo da resposta inflamatdria ocorrida no musculo esquelético (PILEGAARD, et al., 2003;
BARRES et al., 2012).

Assim, respostas agudas e adaptac¢@es cronicas do musculo esquelético induzidas pelo
exercicio fisico promovem crescimento abrupto no conteudo de mRNA, na atividade de
enzimas e no conteudo de proteinas que resultam em ganho de funcédo contratil, desencadeando
ativacdo ou repressao de vias moleculares de sinalizagdo que regulam a transcricédo e a traducao
de proteinas, que apds cessacdo do trabalho mecénico (sessdo de exercicio), retornam a
condicdo basal cerca de 24h (PILEGAARD, et al., 2003; EGAN, ZIERAT, 2013; ABREU et
al., 2017).

Entretanto, as repetidas sessfes de exercicio caracterizado pelo treinamento fisico,
desencadeia um gradual e progressivo aumento do conteddo de mRNA e de proteinas
resultando em ganho de performance (ABREU et al., 2017). O treinamento fisico promove uma
mudando no consumo energético pelo musculo, metabolizando Acidos Graxos n&o
esterificados para uma mistura de Acido Graxos, glicose e glicogénio muscular (SIGAL et al.,
2004; RIVERO; HILL, 2016).

Durante a fase inicial do exercicio, o glicogénio se torna a principal fonte de energia,
promovendo um aumento no nivel de enzimas de oxidacdo de 4acidos graxos e de
transportadores de glicose (GLUT4) estimulado por insulina, e desloca proteinas contrateis e
regulatorias para suas isoformas mais eficientes em funcdo do esgotamento gradual do
glicogénio (SIGAL et al., 2004; BAAR, 2004).

A glicose funciona como fonte de energia utilizada para contracdo muscular,
principalmente no inicio de exercicios de longa dura¢do. Em equinos o aumento da glicemia
depende do esforco gerado, e os niveis séricos servem como fonte de 20% a 50% de substrato
energeético utilizado pela musculatura esquelética durante o exercicio (TEIXEIRA; PADUA,
2002; MIRANDA et al., 2011; REZENDE et al., 2015).

O musculo esquelético demonstra alto grau de plasticidade e se adapta rapidamente a

diferentes exercicios fisico regularmente praticado. A resposta molecular causada por uma
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Unica sessdo de exercicio, destinado a induzir a hipertrofia e ativar mecanismos miogénicos e
anabdlicos resultando no aumento do nivel de oxigénio e principalmente o tamanho da fibra
muscular, elevando o nivel de expressdo de RNA mensageiro (MRNA) dos genes IGF binding
protein-4, MyoD, myogenin, cyclin e p21-Wafl (BICKEL et al., 2005; HILL et al., 2010;
SCHRODER et al., 2012).

Com a expansdo das pesquisas gendmicas, estudos mostraram—se promissores aos
fatores genéticos associados a resposta ao exercicio, porém poucos genes foram relacionados
com atuacdo nos mecanismos ligados a atividade fisica. Alguns grupos de pesquisa
evidenciaram que muitos genes com efeitos pequenos podem contribuir para caracteristicas
complexas, o que leva a necessidade de uma abordagem menos centrada em genes codificadores
de proteinas, ja que estes si0 uma pequena parcela do genoma, que apresenta > 3 x 10°
nucleotideos e cuja funcédo ainda ndo é totalmente compreendida (ROTH, 2011).

Diversos estudos tém revelado um papel significativo na expressao de RNAs néo
codificadores de proteinas, em especial de microRNAs, cuja principal funcdo resulta em
silenciamento génico pds—transcricional. Em um programa de treinamento de forca, humanos
e animais tiveram expressdo diferencial de miRNAS reguladores da plasticidade do masculo
esquelético. Alguns dos miRNAs ja descritos na literatura regulam diversos mRNAs-alvo,
tornado um dos mais complexos processos da regulacdo génica. Esses grupos de estudo
mostraram a importancia potencial da regulacdo de miRNA em adaptagdes ao exercicio no
musculo esquelético, mostrando ser uma area promissora na investigagdo de mecanismos
moleculares envolvidos na adaptacdo ao exercicio fisico (DAVIDSEN et al.,, 2011;
OGASAWARA et al., 2016). Os miRNAs especificos, presentes em musculo esquelético e
cardiaco desempenham papel importante no desenvolvimento e adaptacdo muscular em
resposta a atividade fisica regularmente executada (MCCARTHY; ESSER, 2007,
MCCARTHY, 2008; VAN; LIU; OLSON, 2008; NIELSEN et al., 2010). Tanto em mamiferos
quanto humanos, os efeitos do exercicio fisico na modulagdo muscular, principalmente sobre a
expressdo de diferentes genes tém sido investigados por meio de técnicas de microarray ou pela
analise de expressao individual de mMRNAs utilizando métodos de PCR quantitativo (qPCR)
(BRADBURY, 2003; OGASAWARA et al., 2016).

3.5 MicroRNAs (miRNAS)

O primeiro microRNA validado ocorreu em 1993, o RNA ndo codificador

complementar a regidao 3’UTR do gene LIN-14 foi descoberto em um nematoide C. elegans. A
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caracterizagdo funcional de LIN-4 tendo um efeito de repressdo na traducdo do gene LIN-14
abriu um importante campo de investigacdo (LEE; FEINBAUM; AMBROS, 1993;
WIGHTMAN; RUVKUN, 1993; SHIRDEL et al., 2011).

Posterior diversos experimentos in vitro e in silico buscaram compreender e revelar o
papel do microRNAs e seus alvos na regulagao génica, como resultado a descoberta do segundo
miRNA, também em nematoide, o microRNA let-7, que possui como alvo os genes LIN-41 e
HBL-1, a partir da descoberta do miR-let-7 o conceito de miRNAs deu o salto de nematoides
para espécies mais complexas, uma vez que a sequéncia de let-7 apresenta homologia conhecida
diversos seres vivos (SHIRDEL et al., 2011).

Os microRNAs pertencem a uma classe de pequenos RNAs ndo-codificantes, que
possuem aproximadamente 22 nucleotideos de comprimento (BARTEL, 2004). Os miRNAs
estdo envolvidos na regulacdo da expressdo génica pos-transcricional por meio da ligacdo a
regido 3’ ndo traduzida (UTR), sequéncia codificadora ou 5’UTR de RNAs mensageiros
(mRNA) alvos e conduzindo a inibigdo da transcricdo ou degradacdo do mRNA em diversos
processos bioldgicos em organismos (NAKAYA et.al, 2007; DAVIS-DUSENBERY; HATA,
2010; ALMEIDA,; REIS; CALIN, 2011; STASZEL et al., 2011; XIAO et.al, 2017; O'BRIEN
etal., 2018).

Nos seres humanos, prevé-se que a expressao de aproximadamente 50% de genes
codificadores de proteinas sdo regulados por miRNAs (ZHOU, et al., 2012). Sabe-se que
miRNAs de plantas adquiridos durante a alimentacdo sdo capazes de atravessar o trato
gastrointestinal e regular mRNAs dentro de tecidos de mamiferos (ZHANG et al., 2012).

Os miRNAs regulam genes envolvidos em vérias vias metabdlicas, entre eles, apoptose,
proliferacdo, diferenciacdo, metastase (ALMEIDA et al., 2011) e em células de mamiferos
desempenham papéis importantes no desenvolvimento humano, na diferenciacdo celular,
homeostase, na adaptacdo ao meio ambiente, ontogénese, e nas interacbes das células
hospedeiras com agentes patogénicos (NAKAYA et al., 2007; HA, 2011; MA et al., 2011,
PEREIRA, 2017).

A descoberta de miRNAs tem uma grande significancia, pois a classe de pequenos
RNAs regulatérios possuem um papel mais complexo na biologia (FIRE et al., 1998). Muitos
desses RNAs estdo conservados em muitos organismos, incluindo humanos, o que mais tarde
observou-se participagdes em vias de silenciamento (FRANCA et al., 2010).

Subsequentemente, muitos milhares de miRNAs foram descobertos em muitos
organismos. Uma vez que cada miRNA pode atingir diversos mRNAS, a regulacdo da expressao

de centenas de genes alvo, e redes inteiras de proteinas torna-se um mecanismo critico para o
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controle da expressdo génica (GRISHOK et al., 2001; BARTEL, 2004; RICARTE FILHO;
KIMURA, 2006; OGASAWARA et al., 2016; CORREIA DE SOUSA et al., 2019)

O avanco de miRNAs como biomarcador para diagnostico em varias doengas humanas
tornou-se uma ferramenta potencial na pesquisa de doengas (MITCHELL et al., 2008; CHEN
et al., 2008; ZENG; ZHANG; ZOU, 2016; CHEN et al., 2019). Novos biomarcadores estdo
sendo explorados a partir de informacOes prévias da literatura em relagcdes aos dados de
expressao de miRNA-alvo. Essa tecnologia estd intimamente ligada a transi¢cdo da biologia
molecular de sua fase classica para a era pos-gendmica, permitindo acelerar drasticamente o
trabalho experimental da biologia molecular, e possibilitando uma abordagem experimental
totalmente nova (COLOMBO, RAHAL, 2010; BALDASSARRE et al., 2017).

Em vez de investigar a complexidade dos efeitos bioldgicos analisando genes Gnicos de
suposta importancia, um apds o outro, muito ou mesmo todos os genes de um organismo podem
agora ser testados de uma s vez (COLOMBO, RAHAL, 2010). A tecnologia de microRNAs
liderou os estudos das funcgdes biologicas individuais de alguns genes, proteinas, caminhos para
investigacGes mais globais da atividade celular na adaptacdo ao exercicio fisico (HOHEISEL,
2006).

3.6 MiRNAs na adaptacédo ao exercicio fisico

Os miRNAs de musculo especificos (miR-1, -133a, -133b e -206) foram identificados e
demonstrados como importantes na miogénese, no crescimento do musculo embrionario, no
crescimento e fungdo do musculo cardiaco (MIYACHI et al., 2010). Juntos respondem por
quase 25% de toda a expressdo no musculo, por isso sdo chamados de myomiRs. A expressao
diferencial desses miRNAs apds exercicios de esforgo e em musculo esquelético de diabéticos
sugerem que myomiRs desempenham um papel na satde e doenca em humanos. O que pode
resultar diferencas na sensibilidade ou sinalizacdo a insulina em resposta ao exercicio fisico
(NIELSEN et al., 2010).

Os myomiRs, sdo altamente expressos in vivo, e podem ser regulados durante alteracfes
no fenodtipo muscular. Por exemplo, miR-1 e miR-133a sdo reprimidos no musculo esquelético
de camundongos durante hipertrofia induzida por ablacdo sinérgica bilateral no musculo
plantaris. Uma sessdo aguda de exercicios resulta em aproximadamente 50% de repressdo em
miR-1, enquanto ndo houve alteragdo na expressédo de miR-133a (DAVIDSEN et al., 2011).

Em mamiferos, especificamente, miR-1, miR-133a, sd0 expressos quase

exclusivamente no tecido do musculo estriado (musculo cardiaco e esquelético). Além disso,
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miR-133b e miR-206 séo exclusivamente expressos no musculo esquelético (RAO et al., 2010).
O miR-133b controla o fator de crescimento do tecido conjuntivo (GJYMISHKA et al., 2016)
e pode suprimir a remodelacdo cardiaca (LI; ZHOU; TANG, 2018). Portanto, o exercicio fisico
pode ser uma alternativa excelente para controlar a remodelacdo cardiaca, possivelmente pela
modulacdo do miR-133b e pela modificagéo da sinalizagéo celular IMPROTA-CARIA; ARAS
JUNIOR, 2021).

Os miRNAs da familia let-7 sdo altamente conservadas em todas as espécies animais.
Em organismos mais complexos, a expressao let-7 aumenta drasticamente a medida que as
celulas se tornam mais diferenciada. A sua sequéncia conservada, expressdo e papeis em
aspectos bioldgicos fundamentais em filogenia, faz com que o let-7 esteja intimamente expresso
a todo tempo. Além da regulacdo da expressdo let-7 no nivel transcricional, também pode
ocorrer no nivel pos-transcricional, como visto em mamiferos (ROUSH; SLACK, 2008;
WANG et al., 2012).

Estudos recentes mostraram que em seres humanos, dezessete miRNAs, especialmente
23b-3p, 26a-5p, 32-5p, 148b-3p e 376a-3p, foram diferencialmente expressos na linha de base
e 23 miRNAs, especialmente let-7a-5p, 95, 148a-3p e 376a -3p e 26 miRNAs, especialmente
30d-5p e 376a-3p, foram regulados diferencialmente apos o teste de esfor¢o agudo e crénico,
respectivamente, no musculo esquelético entre microRNAS suprerexpressos e reprimidos,
indicando que os padrdes de expressdo de varios miRNAs sdo alterados por exercicios agudos
e/ou cronico, e que estes estdo envolvidos na adaptacéo fisiolégica do musculo esquelético em
resposta molecular ao exercicio (OGASAWARA et al., 2016). Alguns estudos tém
demonstrado uma maior participacdo do metabolismo bioquimico em resposta a adaptacao pds

estresse muscular.

3.7 Metabolismo Bioquimico Envolvido na Modulagdo Muscular

O exercicio fisico é considerado um fator estressante, devido as alteracOes reversiveis
em diversas variaveis homeostéaticas que sdo passiveis de quantificacdo laboratorial (GONDIN
et al., 2013). Como consequéncia do treinamento de esforgo, um aumento na capacidade
oxidativa do musculo esquelético pode ser observada, e tal adaptacdo metabolica € o resultado
de cascatas bioquimicas que influenciam a expressao génica desencadeada pelas alteracdes nos
niveis de metabolitos (CAIADO et al., 2011; PEREIRA, 2015).

O aumento na capacidade oxidativa muscular envolve maltiplos caminhos e ocorre

através da utilizacdo de acidos graxos, biogénese mitocondrial e niveis mais elevados de
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enzimas, melhoria no transporte de glicose e neoangiogénese (MARINI; VEICSTEINAS,
2010).

O teste de esforco fisico representam uma ferramenta para avaliar o condicionamento
fisico através da analise de alteracdes fisiol6gicas que ocorrem em resposta ao exercicio
realizado. Dependendo da intensidade e duracdo, o exercicio tem efeitos sobre os parametros
fisioldgicos, e mesmo diferentes tipos de atividade atlética realizadas podem afetar as respostas
fisiolégicas (WANDERLEY et al., 2015).

Ha diferentes vias de metabolizacdo dos substratos energéticos para obtencédo de energia
durante o exercicio (GARCIA, 2012). As vias, tanto a aerébia quanto a anaerobia, sao utilizadas
durante o exercicio e a contribuicdo de cada uma delas depende da natureza, intensidade,
duracdo e frequéncia do exercicio, também do tipo de fibra muscular, da disponibilidade de
oxigénio e de substratos energéticos, além da presenca de metabolitos intermediarios para poder
ativar ou inibir a atuacdo de algumas enzimas, em atletas humanos (COSTA et al., 2010).

A utilizacdo aprimorada de lipidios durante um exercicio de moderada intensidade nos
musculos de individuos que realizam treino de esfor¢o obtiveram um aumento seletivo nos
niveis de mRNA de enzimas envolvidas na metabolizacédo de acidos graxos intramusculares e
na sua oxidagdo. Em particular, em atletas de competicéo, tem sido relatado que o contetido de
Medium e Very Long Chain-especifica Acil-CoA Desidrogenases (MDAC e VLDAC),
envolvidos na beta-oxidacdo de acidos graxos e de peroxisome proliferator-activated receptor
alpha - (PPARa) no musculo esquelético dobrou, apesar de um aumento limitado em todo o
corpo e na oxidacdo de acidos graxos plasmaticos (RODGERS et al., 2008; MARINI;
VEICSTEINAS, 2010).

A mitocondria parece ser a organela chave envolvida na adaptacdo metabdlica ao
treinamento de esforco. Elas hospedam numerosas proteinas envolvidas na beta oxidacao, bem
como todas as proteinas envolvidas na fosforilacdo oxidativa. O contetdo de DNA mitocondrial
aumenta no musculo de atletas de alto desempenho, juntamente com o nivel de fatores de
transcricdo nucleares (NRF-1, NRF-2 e TFAM) que controlam genes mitocondriais codificados
no nucleo. Como resultado, RNAs mitocondriais transcritos no ndcleo e nas mitocoéndrias tém
um aumento coordenado em atletas de competicdo (MARINI; VEICSTEINAS, 2010).

A capacidade atlética dos cavalos € atribuida a adaptacdes fisiologicas, essa capacidade
é atribuivel a sua alta capacidade aerdbica, grandes reservas intramusculares de substratos
energéticos e em particular glicogénio, alto volume mitocondrial no masculo, a capacidade de
aumentar o transporte de oxigénio no sangue no inicio do exercicio através de contracdo

esplénica, eficiéncia da marcha e eficiéncia termorregulacdo (HINCHCLIFF; GEOR, 2008).
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Ao inicio do exercicio fisico o equino apresenta diversas respostas fisiologicas que
visam a melhora na capacidade de transporte do oxigénio (FRANKLIN et al., 2012). O aumento
do transporte de oxigénio do ar para 0 musculo associada a liberacdo de eritrocitos € um dos
fatores para a alta capacidade aer6bia dos equinos, dependendo da intensidade do exercicio o
transporte de grandes volumes de oxigénio sao necessarios para suportar a alta taxa metabolica
do exercicio intenso (HOLCOMBE, 2006; MCGOWAN, 2008; LIMA, 2014).

A grande capacidade aerdbica em cavalos esta associada a varios fatores, incluindo um
débito cardiaco maximo maior e uma concentragdo mais alta de hemoglobina (ALONSO, et.
al., 2013). O débito cardiaco é o produto da frequéncia cardiaca e do volume sist6lico, em que
determina a entrega de sangue, e, portanto, oxigena o tecido (MIRIAN, 2008).

Altas taxas de aerdbica no metabolismo muscular de cavalos sdo favorecidos pela alta
densidade capilar no musculo (hipertrofia), favorecendo o oxigénio entrega e alta atividade de
enzimas envolvidas na utilizacdo de energia no musculo (CAMERON-SMITH, 2002; POOLE;
ERICKSON, 2008; MIRIAN, 2008). A pratica regular da atividade fisica aerdbica é um dos
principais componentes para a promoc¢do da salde, prevencdo de um conjunto de doencas
crbnicas e até no tratamento de algumas delas (MATSUDO, 2009, COELHO, BURINI; 2009).

O treinamento prepara o atleta equino para a competicédo, induzindo as adaptagdes
fisiologicas necessarias para realizar um alto nivel com risco minimo de leséo e fornecendo os
fatores comportamentais e psicoldgicos apropriados, essenciais para uma competicédo efetiva e
para preparar um cavalo adequadamente para a competicdo, o cavalo deve executar
regularmente o tipo de atividade que realizard na competicdo em uma intensidade que induza
as mudancas fisiologicas necessarias para permitir o desempenho ideal (HINCHCLIFF; GEOR,
2008).

Na modulacdo da resposta inflamatdria pos exercicio, as citocinas pro-inflamatorias
desempenharem um papel importante, contribuindo na resposta do estresse cronico e depressao
(MULLER etal., 2011; KIM et al., 2015). O aumento nos niveis de citocinas pré-inflamatorias,
tais IL-1, IL-6 e TNF-o foram observadas no sangue de pacientes com depressdo (HOWREN
et al., 2009). A superexpressdo de citocinas também foram encontrados sangue e regides
especificas do cérebro em um modelo de depressdo induzida pelo estresse crénico em ratos
(BAY-RICHTER et al., 2011; YOU et al., 2011).
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CONSIDERACOES FINAIS

O sucesso do Complexo do Agronegocio do Cavalo tem sido comprovado na Ultima
década com o seu forte crescimento, principalmente nas competi¢fes equestres fortemente
apoiada pelo carater econémico, social e politico do Brasil. A raca Quarto de Milha possui uma
diversidade de aptiddes, estas sendo aproveitadas para diversos torneios e modalidades como
corridas, provas de tambor, baliza, vaguejada e entre outras.

Contudo, exigéncias por equinos com alto desempenho atlético crescem cada vez mais,
devido a cultura do esporte juntamente a valorizacdo econdmica de animais de alto desempenho
esportivo. As repetidas sessdes de exercicio caracterizado pelo treinamento fisico, desencadeia
um gradual e progressivo aumento do contetdo de mRNA e de proteinas resultando em ganho
de performance.

Desde a sua domesticagdo equinos Quarto de Milha tem sido selecionados para forca,
resisténcia ao exercicio fisico e velocidade. Dificuldades para o desenvolvimento de pesquisas
e suas aplicacOes, tanto de forma quantitativa (utilizando-se informacdes fenotipicas e de
pedigree) quanto molecular (utilizando-se informacdes provenientes diretamente do DNA) tem
sido relatadas por diversos pesquisadores.

Entretanto, diversos estudos recentes permitiram avango nas pesquisas até entdo
realizadas, apontando um papel significativo na expressdo de microRNAs. Alguns destes,
podem regular varios mRNAs alvos, tornando este processo um dos mais complexos
reguladores génicos. Entender a importancia potencial da regulacdo de miRNA em adaptacoes
moleculares ao exercicio, mostra ser uma &area promissora na selecdo de equinos de alta
performance para provas de resisténcia, quando disponibilizados no mercado, possivelmente

movimentardo milhdes de dolares ao ano.
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4. CAPITULO II

GENES DIFERENCIALMENTE REGULADOS E miRNAs ENVOLVIDOS NAS VIAS
METABOLICAS DO DESEMPENHO ATLETICO EM EQUINOS QUARTO DE
MILHA
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RESUMO

A raca Quarto de Milha pertencem a terceira maior populagdo de equinos registados no Brasil.
No cenério brasileiro de esporte equestres, a sua participacdo tem destaque por apresentar
inimeras habilidades em diversas modalidades. O objetivo dessa pesquisa € investigar a
expressao diferencial de microRNAs e genes-alvo participativos em vias metabolicas do
exercicio e verificar alteracbes hematoldgicas e clinicas em equinos da raga QM sob diferente
condicdo fisioldgica. Selecionou-se 10 equinos (Equus caballus) da raca QM, de ambos os
sexos e entre 6 anos de idade, com peso de 400 a 513kg, com a mesma condi¢cdo de manejo
hidrico e sanitario durante todo o experimento. Os cavalos foram submetidos a corrida com
desvio de obstaculos. Os resultados obtidos mostraram que os parametros clinicos a FR
(<0.0001), FC (<0.0001) e TR (<0.0001) devem ser considerados como importantes parametros
no manejo da satde animal, bem como avaliar o desempenho fisioldgicos dos cavalos durantes
os treinos. Os 9 parametros hematologicos que mostraram significancia (p<0,05) antes e pds-
exercicio foram: Eritrécito; Hematdcrito; Hemoglobina; Volume Corpuscular Médio;
Amplitude de distribui¢do dos eritrdcitos; Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média,
Neutrofilos e Linfdcitos. Esses parametros estdo relacionados com a capacidade aerdbia devido
ao aumento do transporte de oxigénio, tornando indicadores da satde equina. Os genes ALDOA
(p<0.0454) e EGFR (p<0.0198) e os microsRNAs -133b (p<0.0240), -1260b (p<0.0066)
tiveram significancia apds o exercicio. A regulacdo do gene ALDOA esta associada com a
metabolizacdo do oxigénio para a conversao de energia, a regulacdo do EGFR pode ter maior
relacdo com a recuperacdo pos treino provocada pela resposta inflamatoria responsiva ao
exercicio, 0 miR-133b e -1260b ainda ndo haviam sidos relatados na literatura associados a
modulacdo de vias metabdlicas do exercicio, apesar de ndo regularem diretamente os genes-
alvo dessa pesquisas, estes micros mostraram ser regulados apOs exercicio, 0 que podem
estarem regulando outros genes. Esses biomarcadores encontrados podem ser utilizados como
referéncia para atletas da raca QM criadas na regido norte e nordeste do Brasil. As alteracdes
observadas para alguns parametros nas variaveis peso e sexo ndo tiveram relevancia clinica
(p>0,05). Um futuro exame bioquimico podera elucidar indicios entre as condi¢6es alimentares.

Palavras-chaves: Desempenho Atlético, Quarto de Milha, Expressdo Génica; MiRNAs.
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5. INTRODUCAO

No mundo existem aproximadamente 60 milhdes de cavalos, sendo que a maioria vive
nas Américas, Asia e em alguns paises da Europa. A China é o pais com maior contingente
(aproximadamente 8 milhdes), seguida dos Estados Unidos (7 milhdes), México (pouco mais
de 6 milhdes) e Brasil (pouco menos de 6 milhdes). Esses quatro paises em conjunto possuem
cerca de 45% da populacdo global de equinos (GHILPA, 2011; IBGE, 2019).

Embora o cavalo tenha caracteristicas versateis, 0 seu uso em praticas esportivas é o
segmento mais lucrativo da equinocultura. Sustentada por um carater econémico, politico e
social, o agronegdcio brasileiro possui um faturamento bruto de aproximadamente R$ 16,15
bilhdes de reais, sendo responsavel por gerar mais de 3 milhdes de empregos diretos e indiretos
(LIMA et al. 2006; MAPA, 2016).

Alguns testes genéticos visam auxiliar o processo de selecdo de animais para
desempenhos esportivos superiores. Pesquisas recentes mostraram a importancia da regulacao
de microRNAs em adaptacBes ao exercicio, mostrando ser uma area promissora, Visto que, 0s
miRNAs participam no processo de silenciamento génico pds-transcricional em resposta a
programas de treinamento de forca (ALMEIDA, 2010, DAVIDSEN et al., 2011).

Alguns dos miRNAs conhecidos podem regular varios genes alvos, tornando este
processo um dos mais complexos reguladores génicos. Aproximadamente 50% dos miRNAs
sdo derivados de transcritos de RNA néo codificadores, enquanto 40% estdo localizados dentro
de introns de genes codificadores de proteinas (DAVIS; HATA, 2009).

Portanto, estudar como ocorre a regulacdo do exercicio a partir da modulacdo de
miRNAs € de grande importancia para se selecionar genes-alvo que participam das vias

metabdlicas envolvidas no desempenho atlético de equinos quarto de milha.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Desenho Experimental

A figura 1 apresenta a dindmica proposta para a coleta de amostras de sangue periférico
de equinos e obtencdo dos dados clinicos de cada animal, durante os trés periodos de coleta. No
primeiro periodo, consistiu em coleta das amostras de sangue e mensuracdo das variaveis
fisioldgicas (FR, FC, TR) 30 minutos antes dos animais entrarem na pista de exercicio, apos,
0s equinos realizaram treinos com desvio de obstaculos com permanéncia de 30 a 40min. na
pista de treino, logo ap6s o término, foram coletados novamente amostras de sangue e a

mensuracao das variaveis fisiologicas, a mesma metodologia foi empregada para os periodos

de coleta 2 e 3.

Figura 1: Delineamento da Pesquisa.
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Fj Treino de Esfor¢go com Desvio de Obstéaculos.

Fonte: Arquivo pessoal.

6.2 Obtencdo das Amostras

Ap6s aprovado sob 0 CEUA n° 6957170620 pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal Rural da Amazonia (CEUA/UFRA) em 02/09/2020 e seguindo de
acordo com os padrdes de bem-estar animal determinados pelo CONCEA (Conselho Nacional

de Controle de Experimentacdo Animal) do Brasil. Foram utilizados 10 equinos (Equus
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caballus) da raca Quarto de Milha (dois machos e oito fémeas), clinicamente saudaveis, com
idades aproximadas de 6 anos, pesando entre 400 e 513kg, sob a mesma condicdo de manejo
hidrico / sanitario e alimentar durante todo o experimento. Foram realizadas trés coletas em
periodos diferentes (10/06/2021, 24/06/2021 e 15/07/2021), com intervalo de duas semanas
entre as coletas.

Os testes de esfor¢o e coleta das amostras de sangue periférico, assim como 0s
parametros clinicos de cada animal antes e ap0s exercicio, ocorreram no centro de treinamento
Gilberto Sampaio no municipio de Castanhal — PA, & 65 km da capital, com as seguintes
coordenadas: 1°18'06.1"S 47°54'10.6"W. As amostras de sangue foram coletadas através da
puncdo da veia jugular com agulha (21G), trinta minutos antes do exercicio (momento basal) e
imediatamente ap6s o término do exercicio, sendo colocados em tubos com EDTA (4 ml) para
posterior analise de hemograma, e em tubos (1,5 ml) com RNA Later (300 pl) (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) para analise de expressao de genes e microRNAS circulantes. As aliquotas
do soro e do plasma também foram separadas e mantidas acondicionadas sob refrigeracéo a -

20°C (caixas térmicas com gelo) até o0 momento das analises laboratoriais.

6.3 Etapas do Experimento

6.3.1 Parametros Clinicos e Hematol6gicos

Para avaliar o desempenho dos cavalos mediante ao esfor¢o fisico, foram realizados
parametros clinicos de avaliacdo animal antes e apds o exercicio fisico, como a Frequéncia
Respiratoria por minuto (FRM), Frequéncia Cardiaca por minuto (FCM), avaliando os
batimentos cardiacos por minuto (BPM), Temperatura Retal (TR °C) e os dados de Peso (Kg)
estimado de cada animal foi coletado por meio de uma fita métrica.

Para avaliacdo das alteracdes hematoldgicas no desempenho atlético, bem como a satde
animal, utilizou-se o analisador hematolégico ProCyte Dx (IDEXX Laboratories, Inc.,
Westbrook, Estados Unidos) e um chip de perfil equino que compde 19 parametros do sangue
total (hemograma completo), sendo os seguintes parametros avaliados: Eritrocitos (M/ul),
Hemoglobina (g/dL), Hematocrito (%), Volume Corpuscular Médio (VCM) (FI), Hemoglobina
Corpuscular Média (HCM) (PG), Amplitude de Distribuicdo dos Eritrocitos (RDW) (%),
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (MCHC) (g/gdl), Leucocitos (ul),
Linfocitos (k/ul), Mondcitos (Ul e %), Eosinofilos (k/ul e %), Neutréfilos (k/ul e %), Basofilos
(k/ul e %) e Plaquetas (k/ul).
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6.3.2 Técnicas de Biologia Molecular

Os testes moleculares foram conduzidos no Laboratério de Sorologia e Biologia
Molecular, vinculado ao Instituto de Salde e Producdo Animal — ISPA, da Universidade
Federal Rural da Amaz6nia — UFRA, no municipio de Belém-PA.

6.3.2.1 Selecdo de Genes e miRNAs

Da selecdo de microRNAs e genes-alvo embasou-se na literatura, a partir de autores que
realizaram testes prévios, identificando possiveis marcadores para desempenho atlético equino,
Pacholewska et al. (2016) estudaram miRNAs de tecido equino expressos no soro, e Cappelli
et al. (2018) avaliaram biomarcadores na adaptacdo ao exercicio em cavalos de resisténcia.
Sendo assim, apos a filtragem da literatura foram separados os seguintes genes participantes
nas vias metabdlicas relacionada ao exercicio: ALDOA (PACHOLEWSKA et al., 2016),
EGFR (CAPPELLI et al., 2018), ACTB e GAPDH (enddgenos).

Para validar a nomenclatura do genes alvos utilizou-se o site HUGO - Gene
Nomenclature Comittee (genenames.org) e posterior 0s webservers GeneMania

(https://genemania.org/), GTEX Portal (https://gtexportal.org/home/), avaliando dessa forma as

procedéncias e realizando testes in silico que pudessem validar as escolhas dos genes alvos
expressos no sangue periférico dos cavalos.
Apos a definicdo dos genes-alvo realizou-se uma busca nos miRNAs circulantes através

da biblioteca virtual de microRNAs, mirBase (http://www.mirbase.org/) e validando no

TargetScan7.1 (http://www.targetscan.org/vert_71/). Na biblioteca virtual estdo cadastrados até
0 momento da pesquisa no site, 18.226 entradas representando precursores de miRNAs,
expressando 38.589 miRNAs maduros em 271 espécies, e em Equus caballus estdo cadastrados
715 precursores, e 690 miRNAs maduros existentes (http://www.mirbase.org, acessado dia
15/06/21). Portanto, os microRNAs escolhidos foram: hsa-miR-1260b que tem como alvo o
ALDOA, hsa-miR-133b que tem como alvo 0 EGFR e 0 end6geno o Let-7-5p.


https://genemania.org/
https://gtexportal.org/home/
http://www.mirbase.org/
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6.3.2.2 Extragdo e quantificagcdo de RNA dos equinos

A extracio de RNA foi realizada pelo método TRIZOL® Reagente da Invitrogen
seguindo as instrucbes do fabricante. Em seguida, os RNAs extraidos foram sujeitos a
quantificacdo no espectrofotometro BioDrop Duo® (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino Unido).
O grau de pureza foi determinado através da razdo 260A/280A, sendo considerado 6timo as
amostras com razdo igual ou superior a 1.9. Apos quantificacdo, foi padronizado a concentracao
de RNA em 100 ng/uL.

6.3.2.3 Amplificagdo do cDNA

Os RNAs circulantes foram convertidos em cDNA por meio da amplificacdo de primers
especificos, para verificar os niveis de expressdo foram utilizados os seguintes primers,
ALDOA, EGFR e os endégenos ACTB e GAPDH (Tabela 1). Os primers foram desenhados
utilizando sequéncias conhecidas do genoma do EquCab3.0 pelo NCBI, a selecdo dos pares de
iniciadores ideais para amplificacdo de produto de PCR foram geradas no websoftware
Primer3Plus (https://primer3plus.com).

Ja os microRNAs hsa-miR-1260b, hsa-miR-133b e 0 enddgeno o let-7-5p as sequéncias
foram validados na biblioteca do MIRbase (https://www.mirbase.org), os pares de primers dos
mMiRNAs foram gerados por meio do miRprimer VV2.0.

A reacéo da cadeia da polimerase quantitativa (RT-qPCR) foi feita utilizando pares de
primers especificos para cada miRNA e genes-alvo (Tabela 1). A reacgéo foi feita por meio da
técnica One Step, realizando a transcricao reversa, do RNA para cDNA, e a amplificacdo deste
altimo logo em seguida.

As reacOes foram realizadas utilizando um termociclador CFX96 (BIO-RAD) com
volume final de 10 pL e todas as condigdes de reagentes, temperatura e tempos foram de acordo

com as recomendacdes do fabricante do Kkit.
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Tabela 1: Sequéncia de oligonucleotideos e miRNAs.

MicroRNAs SEQUENCIA SINTETIZADA (5’ -> 3%)
hsa-miR-1260b CAGATCCCACCACTGC (FOR)
CAGGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTATG (REV)
hsa-miR-133b GTTTGGTCCCCTTCAACC (FOR)
GTCCAGTTTTTTTTTTTTTI IAGCTG(REV)
let-7-5p (enddgeno) GCAGTGAGGTAGTAGGTTG (FOR)
GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTT IAACTATAC(REV)
Genes SEQUENCIA SINTETIZADA (5’ -> 3%)
ALDOA GCCCTGACCTTCTCCTATGG (FOR)

CAGGGCTCGCTTGACATATT (REV)
EGFR CCAAGCCCTACAGACTCCAA (FOR)
GTGGAGGGACTGTGGAAGAA (REV)
ACTB (enddgeno) GGGACCTGACGGACTACCTC (FOR)
CTTGATGTCACGCACGATTT (REV)

GAPDH (enddgeno) AGTCCTCCACGATGCCAA (FOR)

AGTCCCTCCACGATGCAA (REV)

Fonte: Arquivo pessoal.

Os resultados da RT-gPCR foram analisados a fim de verificar a expressdo dos genes
selecionados na participacdo da regulacdo de vias metabdlicas relacionadas ao exercicio pelo
método 222“T de Livak e Schmittgen (2001).

6.4 Softwares e Andlises Estatisticas

Ap0s as etapas moleculares, os dados quantitativos foram submetidos no software SAS
(versdo OnDemand) por meio do teste de analise de variancia tendo como efeitos avaliacdo o
periodo de coletas, o efeito do exercicio e a interagdo. Quando resultava em significancia, as
médias eram comparadas pelo teste de Tukey para verificar os dados quanto a expressao de
genes regulados e miRNAs envolvidos em vias metabdlicas do estresse fisioldgico, bem como

analise hematoldgica e das variaveis fisiologicas coletadas. O nivel de significancia foi de 0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 Exame clinico

Os parametros clinicos dos animais foram aferidos antes e apds o treino (Ver anexo 1).
Os dados obtidos a partir do exame clinico, apontaram diferenca significativa (p<0,05) nas
variaveis de Frequéncia Respiratdria por minuto (FRM), Frequéncia Cardiaca por minuto
(FCM) e Temperatura Retal (TR) (Tabela 2).

Apds o exercicio, 0os animais tiveram a FRM com elevacdo de 3 a 4 vezes em
comparacao com a frequéncia basal, sendo que a FRmax. chegou a 176 respiragdes por minuto
apos o exercicio, a FC duplicou e com a FCmax. de 184 batimentos cardiacos por minuto apds

0 exercicio, a temperatura retal dos cavalos teve uma elevacdo de 3 graus apos exercicio.

Tabela 2: Parametros Clinicos antes e pos exercicio.

Parametros Clinicos Média Antes + DP Média Apds + DP Pvalor (<0.05)

FRM 28,3 + 6,06 113,8 + 25,44 <0.0001
FCM 48,9 + 8,12 105,9 + 17,19 <0.0001
TR 37,2+ 0,30 40,5+ 0,72 <0.0001

Fonte: Arquivo pessoal.

7.2 Exame Hematoldgico

Dos 19 parametros submetidos a analise de variancia em software, 0os que tiveram
diferenca significativa (p<0,05) antes e pds-treino foram os seguintes: Eritrdcito, hemoglobina,
hematocrito, Volume Corpuscular Médio (VCM), Amplitude de distribuicdo dos eritrécitos
(RDW), Concentragdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC), neutrdfilos, linfécitos e

plaquetas.



Tabela 3: Parametros hematoldgicos antes e pos treino.

Média Antes +
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Parametros Hematologicos .. Média Ap6s + DP  Pvalor (<0.05)
Eritrocito (M/uL) 7,7+ 0,86 9,1+1,02 <0.0001
Hematdcrito (%) 34,4 + 5,25 4145 <0.0001
Hemoglobina (g/dL) 12,6 £ 1,30 14,7 + 1,52 <0.0001
Volume Corpuscular Médio (VCM)

43,47+ 1,91 44,59 + 1,74 <0.0289
(fL)
Hemoglobina Corpuscular Média
16,09 + 0,65 15,98 + 0,61 <0.3075
(HCM) (pg)
Amplitude de distribuicdo dos
o 29,49 + 1,59 30,57+ 1,92 <0.0205
eritrécitos (RDW) (%)
Concentracdo de Hemoglobina
. 36,8 +1,12 359+ 0,74 <0.0009
Corpuscular Média (MCHC) (g/dL)
Neutréfilos (K/uL) 61 +£5,31 57,5+ 5,70 <0.0167
Leucdcitos (K/uL) 8,91 + 1,49 9,48 + 1,01 <0.1120
Mondcitos (K/uL) 0,44 + 0,09 0,41 + 0,08 <0.1084
Eosinéfilos (K/uL) 0,22 + 0,11 0,20+ 0,10 <0.4940
Basofilos (K/uL) 0,04 + 0,02 0,04 + 0,02 <0.6798
Linfécitos (K/pL) 2,70 + 0,69 3,4+ 0,67 <0.0002
Plaquetas (K/uL) 118,71 + 18,41 135,93 + 26,74 <0.0067

Fonte: Arquivo pessoal.

7.3 Expressao diferencial dos miRNAs e Genes-alvo

Dos pares de primers desenhados, todos tiveram eficiéncia de 100% na amplificagdo, as
respectivas temperaturas da curva de melt foram: 76°C ALDOA, 82,5°C EGFR, 84°C ACTB,
83°C GAPDH, 77°C miR-133b, 76°C miR-1260b, 71°C miR-Let-7-5b. Dos microRNAs e
genes-alvo submetidos a andlise de variancia no software estatistico, ambos mostraram ser
responsivos positivamente (p<0,05) antes e pos-exercicio. Os genes ALDOA (p<0.0454) e
EGFR (p<0.0198) e os microsRNAs -133b (p<0.0240), -1260b (p<0.0066) tiveram sua
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expressdo atenuadas, porem os mMiRNAs ndo mostraram regular diretamente 0s genes

estudados.

Figura 2: Expressdo de miRNAs e genes-alvo antes e pds-treino
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8. DISCUSSAO

As taxas basais dos parametros clinicos corroboram com os achados de Binda e
colaboradores (2016). A taquicardia pos-exercicio como mostra em nossos resultados (Tabela
2), pode ser explicada pela intensidade e duracdo do exercicio, e este aumento contribui com a
necessidade metabdlicas durante o exercicio (DE et al., 2009). A elevacdo da temperatura retal
(Tabela 2) e consequentemente 0 estresse térmico estdo associadas a piora no desempenho de
equinos em diversas atividades, sob condicdes homeotérmicas. A FR é um mecanismo
dependente da FC para a termorregulacdo, onde os cavalos realizam um ajuste na circulagédo
sanguinea, direcionando o calor do musculo para a pele e para 0s pulmdes, fazendo, desta
forma, com que o sistema cardiovascular seja o principal executor através da vasodilatacdo
periférica, gerando como consequéncia o aumento da frequéncia cardiaca, respiratoria e
temperatura corporal, sendo estes os principais parametros fisiol6gicos utilizados para
avaliacdo do bem estar equino (FEITOSA, 2014; PEREIRA, 2015). Desta forma, o grau das
alteracdes destas varidveis fisioldgicas estd relacionado com a intensidade e duracdo do
exercicio teste (FERRAZ, 2009).

Embora mesmo sabendo que o exercicio fisico ocasiona um estresse fisiolégico no
cavalo, as alteraces fisioldgicas e metabdlicas, somadas com o fator climético pode tornar tal
esforgo ainda maior, principalmente em condicGes de estresse calorico, frequentes nas regides
norte e nordeste do Brasil, mesmo que estes elementos interferem no bem-estar animal, o cavalo
Quarto de Milha tem mostrado boa adaptabilidade nessas regides, e esse feito permite que esses
cavalos apresentem melhor desempenho de acordo com a expressdo de suas caracteristicas
genotipicas (OLIVEIRA, 2008; BALESTRERI, CUZZUOL, 2017; NICOLOFF, 2019)

Sobre os 19 parametros hematologicos investigados apenas 9 parametros mostraram
significancia (p<0,05) (Tabela 3) relacionada com a pratica do exercicio, resultante da
contracdo esplénica esfor¢o-dependente que é proporcional ao exercicio e de suma importancia
para 0s equinos, pois eleva a capacidade aerobia devido ao aumento do transporte de oxigénio
para 0 musculo esquelético (TERRA, 2012; MIRANDA et al., 2011), se tornando indicadores
da salde equina.

O exercicio fisico leva a alteragdes na hidratacdo e no contetdo eletrolitico o que explica
0 aumento de eritrdcitos, mobilizando a redistribuicdo armazenada no bago para o volume
plasmatico circulante, com a finalidade de aumentar a capacidade sanguinea de transporte de

oxigénio (Kingston, 2004; Mufoz et al. 2008). A elevacdo do hematdcrito ndo é indicativo de
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treinamento e sim de saude. A contracdo do baco € estimulada pelos niveis de adrenalina
liberado durante o exercicio (NETO, 2017).

O sangue periférico possui potencial para 0 monitoramento da satde do organismo bem
como pode ser utilizado para investigagdo de doencas e alteragdes sutis de transcritos (MOHR;
LIEW, 2007).

O ALDOA codifica uma isoenzima A que é expresso extensivamente em tecidos
musculares. Esse gene contribui para varias funcdes celulares e processos bioldgicos
relacionados a manutencdo muscular, regulacdo da forma e mobilidade celular, contracdo do
musculo estriado, organizacdo do filamento de actina e processo biossintético de Adenosina
Trifosfato (ATP) em eritrocitos, que dependem da glicolise para obter energia, a deficiéncia da
isoenzima A é a mais grave, pois € a Unica que ocorre nos eritrocitos e nos masculos, o que
pode acarretar um quadro clinico de fraqueza, dor muscular ou miopatia (YAO et al., 2004;
ESPOSITO et al., 2005).

A regulacéo da aldolase A pode ser explicada pelo efeito dos sistemas cardiovascular e
hematoldgico, com o aumento da Frequéncia Cardiaca e consequentemente a Frequéncia
Respiratoria, 0s organismos dos equinos priorizam a captacdo do oxigénio, utilizando-o entdo
para a metabolizacdo de energia, e apos os valores de FC e FR se reestabelecerem a aldolase A
volta a se expressar e utilizar a metabolizacdo da glicose como fonte de energia.

O receptor do fator de crescimento epidermico (EGFR) esté envolvido na remodelacéo
muscular: crescimento e proliferacdo celular, desenvolvimento cardiaco, respostas cardiacas a
cargas fisiologicas e patoldgicas; resposta inflamatdria e modulacdo da migracéo celular em
células normais e cancerosas (CAPPELLI et al., 2018). O EGFR também modula a tolerancia
ao estresse de cardiomidcitos através das vias MAP quinase e fosfatidilinositol 3 quinase
(REICHELT et al., 2017).

A regulacdo do gene EGFR pode ter maior relagdo com a recuperacdo pos treino
provocada pela resposta inflamatdria responsiva ao exercicio, devido ao grande estresse e gasto
energeético, fazendo com que a sua expressdo pos exercicio volte aos niveis de normalidade para
diminuir lesdes em masculos, principalmente o cardiaco, visto que o exercicio de longa duracao
exige um esfor¢co maior do musculo.

O microRNA -133 regulam as respostas cardiacas, além disso, é responsivo ao exercicio
aerdbico e positivamente associados a Velocidade de transporte de oxigénio maxima (VO?
méax.) (MOOREN et al., 2014; DENHAM; PRESTES, 2016). Diversas pesquisas apontam o
microRNA -1260b como um biomarcador oncogénico (LIU et al., 2016; XIA et al., 2020; KIM

et al., 2021; Wang, 2021). Porém, até 0 momento da realizacdo dessa pesquisa 0 miR-1260b e
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0 miR-133b ainda ndo tinham sidos relatados na literatura associados a modulacdo de vias
metabolicas relacionadas ao exercicio.

Os miRNAs expressos e circulantes no sangue periférico podem estar associados em
microvesiculas derivadas de células, visto que estas estdo relacionadas na comunicacao e
fisiologia celular, as vesiculas sdo originadas da membrana lipidica e carregam agentes
bioativos, como proteinas, lipidios e miRNAs de sua fonte celular, e sdo produzidas sob eventos
orquestrados em resposta a uma infinidade de estimulos. O exercicio fisico introduz desafios
fisiolOgicos sistémicos capazes de romper agudamente a homeostase celular e estimular a
liberacdo de microvesiculas na circulacdo (WILHELM; MOUROT; RAKOBOWCHUK,
2018).

Sendo assim, esta pesquisa possibilitou demonstrar que os genes diferencialmente
expressos ALDOA e EGFR, mostraram-se ser significativamente regulados apos exercicio
(Figura 2) e podem ser bioindicadores de satde animal, em que a baixa expressao no momento
basal (antes do exercicio), podem ajudar elucidar um melhor quadro clinico para recuperagédo
pos treino ou no diagndstico de doengas metabdlicas relacionadas, os dados sugerem que 0S
mMiRNAs selecionados, miR-133b e miR1260b podem regular outros genes expressos em
sangue periférico relacionados a vias metabolicas do exercicio e que os genes-alvo selecionados

podem estar sendo regulado por outros miRNAs.
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9. CONCLUSAO

Esta pesquisa mostrou que os parametros clinicos FR, FC e TR devem ser levados como
importantes parametros no manejo da saude animal, bem como avaliar o desempenho
fisioldgicos dos cavalos durantes os treinos.

Os valores hematol6gicos obtidos nesta pesquisa podem ser utilizados como referéncia
para as espécies equinas criadas na regido norte e nordeste do Brasil. A expressdo dos genes
ALDOA, EGFR e dos microRNAs -133b, -1260b ainda ndo relatados na literatura associados
a modulacdo de vias metabdlicas relacionadas ao exercicio, funcionam como biomarcadores
para avaliar o desempenho atlético de equinos quarto de milha antes e apds treino. As alteracdes
observadas para alguns parametros nas variaveis peso e sexo ndo tiveram relevancia clinica.

Um futuro exame bioquimico podera mostrar indicios de outros biomarcadores.
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11. CONSIDERACOES FINAIS

a) A revisdo de literatura acerca do assunto abordado no capitulo I, “Expressdo de
miRNAs em genes-alvo funcionam como ferramenta para selecdo de equinos em provas de
resisténcia?”, foi de suma importancia para o entendimento da utilizacdo do cavalo Quarto de
Milha e suas principais atividades relacionadas, bem como compreender como funciona a
fisiologia animal relacionada o exercicio, e como microRNAs podem regular genes-alvos

associados a vias do desempenho atlético.

b) No capitulo Il: “Expressao de genes regulados por miRNASs envolvidos nas vias
metabolicas do desempenho atlético em equinos quarto de milha. Os exames clinicos,
hematol6gicos e moleculares mostraram variagdes significativas (p<0,05) relacionadas ao
exercicio, e que os microRNAs -133b e -1260b funcionaram como biomarcadores para avaliar
o desempenho atlético de equinos quarto de milha, futuros experimentos serdo implementados

para investigar biomarcadores entre cavalos suplementados e ndo suplementados.
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1° coleta antes do exercicio (10/06/2021)
ID Campo ID L Sexo Suplementado FR20-44rpm FC 32-72bpm TR 36 - Peso Informagdes adicionais
Laboratdrio 39°C (Kg)
Rosa MQ Ola F ndo 24 55 37,5 400 Mais suor
Apolo MQ 02a M ndo 20 50 37,1 513
Cake Lew MQ 03a F nédo 20 50 37 420
Daria Moon MQ 04a F Hemo + Glicol 20 45 37,4 465
Lajolas MQ 05a F ndo 24 58 36,4 500
Belissa MQ 06a F Hemo + Glicol 36 70 36,2 440
Bela MQ 07a F Hemo + Glicol 44 68 37,1 445 Muito ofegante, menos suor
Midle Nigth MQ 08a F nao 44 44 37,6 400
Aragon MQ 09a M Hemmsfl'éco' * 32 44 37,9 425 Historico de babesiose
Nina MQ 10a F rlemo + Glcol * 44 59 37,9 415
Média 30,8 54,3 37,21 4423
F?:dS\r/gc)) 10,507 9,464 0,574 39,407
1° coleta depois do exercicio (10/06/2021)
ID Campo ID Sexo Suplementado FR 72 - 160 FC 72 - TR 39 - Peso Informacdes adicionais
Laboratorio rpm 164bpm 42°C (Kg)
Rosa MQ 01b F nado 96 88 40,8 - Muito suada
Apolo MQ 02b M néo 90 96 39,5 - muito suado
Cake Lew MQ 03b F nao 100 114 40,2 - pouco suada
Daria Moon MQ 04b F Hemo + Glicol 128 122 40,5 - mais ou menos suado
Lajolas MQ 05b F ndo 76 108 39,9 - mais ou menos suado, demora para
estancar
Belissa MQ 06b F Hemo + Glicol 164 140 42 - mais ou menos suado, muito ofegante
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Bela MQ 07b F Hemo + Glicol 140 154 40,8 - Muito ofegante, menos suor
Midle Nigth MQ 08b F ndo 96 90 41,4 - mais ou menos suado
Aragon MQ 09b M Hemo + Glicol + 160 148 41,4 - Historico de babesiose
Muscle
Nina MQ10b F Hemo + Glicol + 136 128 39,7 - mais ou menos suado
Muscle
Meédia 118,6 118,8 40,62 -
Desvio 30,956 23,743 0,816 -
Padrao
2° coleta antes do exercicio (24/06/2021)
Peso
ID Campo ID Laboratério Sexo Suplementado FR20-44rpm FC32-72bpm TR36-39°C (Kg) Informac@es adicionais
Rosa MQ 1la F n&o 24 51 37,5 436
Apolo MQ 16a M ndo 24 43 37,2 513
Cake Lew MQ 15a F nao 24 34 37,2 430
Hemo + Glicol +
Mister San MQ 20a M Muscle 44 50 37,4 486
Lajolas MQ 14a F ndo 32 41 36,8 513
Belissa MQ 13a F Hemo + Glicol 44 44 37,6 455
Bela MQ 12a F Hemo + Glicol 40 81 37,6 465
Midle Nigth MQ 19a F ndo 28 46 37,6 430
Hemo + Glicol +
Aragon MQ 18a M Muscle 28 55 38,3 430
Hemo + Glicol +
Nina MQ 17a F Muscle 40 46 37,3 436
Média 32,8 49,1 37,45 459,4
Desvio Padréo 8,390 12,618 0,389 33,652
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2° coleta depois do exercicio (24/06/2021)

Peso
ID Campo ID Laboratério Sexo Suplementado FR72-160rpm FC72-164bpm TR 39-42°C (Kg) Informacdes adicionais
Rosa MQ 1la F nado 72 70 39,7 - muito suada
Apolo MQ 16a M ndo 112 108 40,9 - muito suado
Cake Lew MQ 15a F ndo 132 138 40,6 - pouco suada
Hemo + Glicol +
Mister San MQ 20a M Muscle 152 120 40,8 - mais ou menos suado
mais ou menos suado, demora para
Lajolas MQ 14a F ndo 92 71 39,8 - estancar
Belissa MQ 13a F Hemo + Glicol 80 120 419 - mais ou menos suado, muito ofegante
Bela MQ 12a F Hemo + Glicol 120 108 41,3 - muito suada
Midle Nigth MQ 19a F ndo 108 184 40,6 - mais ou menos suado
Hemo + Glicol +
Aragon MQ 18a M Muscle 148 130 41,4 - mais ou menos suado
Hemo + Glicol +
Nina MQ 17a F Muscle 100 130 40,6 - mais ou menos suado
Média 111,6 117,9 40,76 -
Desvio Padrdo 26,962 32,939 0,679 -
3° coleta antes do exercicio (15/07/2021)
ID TR 36 - Peso
ID Campo Laboratério  Sexo Suplementado FR20-44rpm FC 32 -72bpm 39°C (Kg) Informagdes adicionais
Rosa MQ 30a F ndo 16 44 374 400
Apolo MQ 21a M nao 16 40 37 513
Cake Lew MQ 29a F ndo 16 32 37 400
Mister San MQ 28a M Hemo + Glicol 20 46 37,5 461
Lajolas MQ 23a F nao 32 34 36,6 490
Belissa MQ 26a F Hemo + Glicol 28 52 36,9 440
Bela MQ 27a F Hemo + Glicol 30 60 36,9 440
Midle Nigth MQ 22a F ndo 16 42 37,1 413




Hemo + Glicol +
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Aragon MQ 24a M Muscle 24 38 36,9 436

Hemo + Glicol +
Nina MQ 25a F Muscle 16 46 37,1 430
Média 21,4 43,4 37,04 442,3
Desvio
Padrédo 6,535 8,329 0,259 36,911

3° coleta depois do exercicio (15/07/2021)
ID FR 72 - 160 FC72- TR 39 - Peso
ID Campo Laboratério  Sexo Suplementado rpm 164bpm 42°C (Kg) Informagdes adicionais
Rosa MQ 30b F nao 64 72 39,6 - muito suada
Apolo MQ 21b M nao 88 68 39,3 - muito suado
Cake Lew MQ 29b F néo 60 72 39,2 - mais ou menos suado
Mister San MQ 28b M Hemo + Glicol 140 88 40,9 - muito suado
mais ou menos suado (pouco treinado), demora

Lajolas MQ 23b F néo 80 58 39 - para estancar
Belissa MQ 26b F Hemo + Glicol 176 124 41,3 - menos suado
Bela MQ 27b F Hemo + Glicol 140 110 42,2 - muito suada e ofegante
Midle Nigth MQ 22b F nao 84 62 40,1 - mais ou menos suado (pouco treinado)

Hemo + Glicol +
Aragon MQ 24b M Muscle 148 88 41,7 - mais ou menos suado

Hemo + Glicol +
Nina MQ 25b F Muscle 132 70 40,4 - muito suada
Média 111,2 81,2 40,37 -
Desvio
Padrao 40,477 21,421 1,122 -
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ID Campo Rosa Apolo IC_ae\If:z II\D/I?)rc:z Lajolas Belissa Bela ',\\l/li;dtlﬁ Aragon Nina
D Lahoratério MQo0la | MQ02a | MQ03a | MQ04a | MQ05a | MQ 06a | MQ 07a | MQ 08a | MQ 09 | MQ 10a | Média F?ae;‘r’;%
Sexo F M F F F F F F M F
Eritrocitos (M/ul) 7,49 7,49 7,22 7,30 8,05 7,35 9,23 7,87 5,88 9,19 771 | 0979
Hemoglobina (g/dL) 12,80 12,10 11,50 11,00 12,50 13,80 14,40 12,80 8,90 14,50 12,43 1,693
Hematécrito (%) 3470 | 3260 | 31,10 | 3030 | 3410 | 3820 | 4040 | 3430 | 2300 | 4200 | 3407 | 5459
2(;’(':““%9 (CF‘:;p”SCU'ar medio 4630 | 4450 | 4310 | 4150 | 4240 | 5200 | 43,80 | 4360 | 39,30 | 4570 | 44,22 | 3,397
(*';é“&%"(’gg‘)a corpuscularmédia | 1710 | 1650 | 1590 | 1510 | 1550 | 1880 | 3560 | 37,30 | 1510 | 3450 | 2214 | 9,512
pmpliude (‘LeDd\;\S/t)”(E/‘;)"?ao 0S| 2840 | 2740 | 3010 | 3240 | 2950 | 2000 | 3230 | 3000 | 31,00 | 2830 | 2084 | 1675
Concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (MCHC) 36,90 | 37,10 | 3700 | 3630 | 3670 | 3610 | 3560 | 3730 | 3850 | 3450 | 3660 | 1,073
/gdl
Seitr()sfnos (%) 6420 | 6170 | 5420 | 6890 | 5890 | 59,10 | 6520 | 5360 | 5340 | 5490 | 5941 | 5472
Linfocitos (%) 3020 | 3050 | 2900 | 2600 | 3170 | 2750 | 2740 | 3820 | 39,70 | 3870 | 31,89 | 5,04
Monécitos (%) 400 | 49 | 410 | 340 5,00 5,90 610 | 540 | 470 4,80 483 | 0843
Eosinéfilos (%) 1,30 260 | 1050 | 1,30 4,00 7,20 080 | 260 | 470 1,40 364 | 3,112
Baséfilos (%) 0,30 0,30 130 | 040 0,40 0,30 050 | 0,20 2,00 0,20 059 | 0,590
Plaquetas (K/yl) 117,00 | 129,00 | 89,00 | 40,00 | 149,00 | 139,00 | 13300 | 14600 | 020 | 121,00 | 10632 | 49,418
Leucécitos (ul) 9,98 892 | 11,95 | 11,71 8,07 8,76 840 | 985 597 | 1057 | 942 | 1,792
Linfocitos (k/ul) 3,01 2,72 357 | 305 2,56 2,41 230 | 376 2,37 4,09 298 | 0632
Monécitos (k/ul) 0,40 044 | 049 | 040 0,40 0,52 0,51 0,53 0,28 0,51 045 | 0,079
Eosinéfilos (k/yl) 0,13 0,23 12 | 015 0,32 0,63 0,07 0,26 0,12 0,15 033 | 0363
0,03 0,03 06 | 0,05 0,03 0,03 004 | 002 0,01 0,02 004 | 0043

Basofilos (k/ul)




1° coleta depois do exercicio
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ID Campo Rosa Apolo (I:_z\lff :\Dﬂgi Lajolas | Belissa Bela II\\I/IiIgdtIr? Aragon Nina

D Laboratério MQ 01b | MQ 02b | MQ 03b | MQ 04b | MQ 05b | MQ 06b | MQ 07b | MQ 08b | MQ 09b | MQ10b | Média E;;‘r’é%
Sexo F M F F F F F F M F

Eritrécitos (M/ul) 1024 | 10,15 8,88 9,37 10,11 7,42 10,11 | 919 8,18 11,22 9,49 1,117
Hemoglobina (g/dL) 17,20 | 16,70 | 13,90 | 1430 | 1580 | 1400 | 1570 | 1480 | 1220 | 17,70 | 1523 | 1,706
Hemat6crito (%) 49,40 | 46,90 | 39,10 | 40,50 | 4410 | 3890 | 4490 | 41,00 | 3360 | 5240 | 4308 | 5577
zc)clzul\r;)e (lcz‘?;puscu'ar médio 4820 | 4620 | 4400 | 4320 | 43,60 | 52,40 | 4440 | 4460 | 4110 | 4670 | 4544 | 3,150
'{'ﬁg&g'?gg‘)a corpuscular média | 1555 | 1650 | 1570 | 1530 | 1560 | 1890 | 1550 | 16,10 | 1490 | 1580 | 1611 | 1127
ﬁrrl’t‘f’o'(':tl‘t’g: (‘]F'fg\'/f/t)r'(f]’/‘;)"?éo s | 3020 | 2920 | 31,10 | 3420 | 3120 | 2890 | 3320 | 3100 | 3240 | 3000 | 3L14 | 1,706
Concentracdo de hemoglobina

c(:g/g)éjscular média (MCHC) 3480 | 3560 | 3550 | 3530 | 3580 | 3600 | 3500 | 3610 | 3630 | 3380 | 3542 | 0,742
Neutrofilos (%) 58,30 | 61,80 | 51,80 | 67,70 | 6310 | 50,60 | 5820 | 4690 | 46,90 | 53,40 | 5587 | 7,072
Linfécitos (%) 36,70 | 3090 | 3560 | 3820 | 30,20 | 3990 | 3540 | 46,30 | 46,10 | 40,90 | 3802 | 5,498
Mondcitos (%) 3,70 5,00 4,10 2,80 3,10 4,40 5,40 4,60 4,90 4,10 4,21 0,831
EosinGfilos (%) 0,80 1,90 8,30 0,90 3,10 4,50 0,80 1,90 1,80 1,20 2,52 2,339
Baséfilos (%) 0,50 0,40 0,20 0,40 0,50 0,60 0,20 0,30 0,30 0,40 0,38 0,132
Plaquetas (/) 102,00 | 139,00 | 108,00 | 5800 | 17500 | 151,00 | 138,00 | 161,00 | 110,00 | 130,00 | 1272 | 33,904
Leucécitos (ul) 1059 | 10,05 | 12,95 | 1381 8,81 8,05 8,92 9,78 7,78 1125 | 1029 | 1,914
Linfécitos (k/ul) 3,89 3,11 4,61 3,90 2,66 3,57 3,16 4,53 3,50 4,60 3,76 0,676
Mondcitos (k/ul) 0,39 0,50 0,53 0,39 0,27 0,39 0,48 0,45 0,38 0,46 0,42 0,075
Eosinofilos (k/ul) 0,09 0,19 1,08 0,12 0,27 0,40 0,07 0,19 0,14 0,13 0,27 0,301
Basofilos (k/ul) 0,05 0,04 0,02 0,06 0,04 0,05 0,02 0,03 0,02 0,05 0,04 0,015




2° coleta antes do exercicio

62

ID Campo Rosa Apolo CL:;\\lfve I\/Islgaer Lajolas | Belissa Bela m;ﬁ Aragon Nina
D Laboratorio MQ 11a | MQ 16a | MQ 15a | MQ 20a | MQ 14a | MQ 13a | MQ 12a | MQ 19a | MQ 18a | MQ 17a | Média lee;‘r’;
Sexo F F F F F M F M F M
Eritrécitos (M/ul) 8,22 12,99 8,97 7,48 8,03 7,11 8,58 6,38 8,82 7,57 8,42 1,797
Hemoglobina (g/dL) 1390 | 2050 | 17,00 | 11,70 | 12,60 | 11,70 | 1370 | 9,70 1430 | 1300 | 1381 | 3,039
Hematocrito (%) 3830 | 5880 | 4810 | 30,80 | 3460 | 31,30 | 3840 | 2590 | 3870 | 3400 | 37,89 | 9,463
(\\//"é“,\%@(g‘l’; puscular médio 4660 | 4400 | 4310 | 449 | 4120 | 5360 | 4530 | 4310 | 4060 | 4480 | 4472 | 3619
('T_fé“,\‘;l?'(opbg;a corpuscular média | 455 | 4650 | 15,70 17,2 1560 | 19,00 | 1580 | 1630 | 1520 | 16,00 | 1642 | 1,093
Qﬂlg'égtt‘odse(ge[)mv\j;r&’)'@g‘o dos 2820 | 2780 | 3090 | 285 | 3890 | 3050 | 3610 | 2940 | 3000 | 27.80 | 30,90 | 3737
Concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (MCHC) 36,30 | 37,40 | 3640 | 382 | 3800 | 3530 | 3490 | 37,80 | 3750 | 3570 | 36,75 | 1,188
(9/gdI)
Neutréfilos (%) 6480 | 5870 | 6370 | 698 | 5850 | 69,70 | 69,60 | 53,40 | 56,80 | 5390 | 61,89 | 6,483
Linfécitos (%) 2020 | 31,80 | 2550 | 226 | 31,80 | 19,60 | 22,80 | 39,00 | 3460 | 3940 | 29,63 | 6,922
Mondcitos (%) 3,90 5,60 4,50 4.8 5,10 5,60 5,40 5,80 5,30 5,10 5,11 0,578
Eosin6filos (%) 1,60 3,40 5,40 2,2 4,10 4,40 1,80 1,60 2,70 1,20 2,84 1,421
Basofilos (%) 0,50 0,50 0,90 0,6 0,50 0,70 0,40 0,20 0,60 0,40 0,53 0,189
Plaguetas (k/ul) 81,00 | 118,00 | 127,00 | 109,00 | 100,00 | 152,00 | 124,00 | 120,00 | 131,00 | 97,00 | 11590 | 20,047
Leucécitos () 8,30 8,47 8,45 8,11 11,43 7,89 9,70 6,77 9,01 8,15 8,72 1,300
Linfécitos (kiul) 2,42 1,93 1,66 2,58 2,92 2,51 3,82 2,34 4,04 1,84 2,61 0,795
Mondcitos (k/ul) 0,32 0,46 0,47 0,41 0,52 0,44 0,49 0,36 0,56 0,39 0,44 0,074
Eosin6filos (ki/ul) 0,13 0,15 0,37 0,33 0,62 0,27 0,12 0,18 0,13 0,18 0,25 0,158
0,04 0,03 0,06 0,04 0,10 0,04 0,04 0,04 0,03 0,05 0,05 0,021

Basofilos (k/ul)




2° coleta depois do exercicio
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ID Campo Rosa Apolo ?_2\'7: Mslg';er Lajolas | Belissa Bela 'l\\l/lilgdtlr(]e Aragon Nina

D Laboratério MQ 11b | MQ 16b | MQ 15b | MQ 20b | MQ 14b | MQ 13b | MQ 12b | MQ 19b | MQ 18b | MQ 17b | Média Eaeg‘r’;‘(’)
Sexo F F F F F M F M F M

Eritrécitos (M/ul) 8,42 10,15 6,88 8,73 13,92 9,70 10,49 8,53 8,18 8,50 9,35 1,917

Hemoglobina (g/dL) 1420 | 1670 | 1330 | 1360 | 21,80 | 1590 | 16,70 | 13,00 | 12,20 | 1450 | 1519 | 2,790

Hematécrito (%) 3950 | 4690 | 3640 | 37,00 | 6420 | 4400 | 4840 | 3610 | 3360 | 3880 | 4249 | 9,053

zc’é“hr/'l‘)e(‘l’:‘:;p“scu'ar médio 4690 | 4540 | 46,10 | 4560 | 4240 | 5290 | 4390 | 4390 | 42,30 | 460 | 4555 | 3,026

(H:g\‘jg'?;’g‘)a corpuscular média | 45 g5 | 1549 | 1570 | 1710 | 1560 | 1930 | 1570 | 37,00 | 1520 | 1590 | 1848 | 6613

?r:?f’o'g;*gf ({:Sj\;fg'(e/‘:)"?éo dos 2830 | 2910 | 36,00 | 2940 | 3020 | 2920 | 3290 | 3080 | 3240 | 2950 | 30,78 | 2,350

Concentracdo de hemoglobina

((:g/rg(;icular média (MCHC) 3590 | 3610 | 3400 | 37,40 | 3680 | 3650 | 3570 | 37,00 | 3600 | 3450 | 3599 | 1,065

Neutrofilos (%) 6370 | 5600 | 61,90 | 67,90 | 5880 | 6500 | 6210 | 5150 | 52,60 | 52,70 | 59,22 | 5,781

Linfécitos (%) 31,20 | 3550 | 29,00 | 2550 | 3280 | 27,30 | 31,30 | 4150 | 40,30 | 42,40 | 3368 | 6,023

Mondcitos (%) 3,60 4,80 4,20 4,40 4,70 4,40 500 | 41,20 4,40 3,50 8,02 | 11,668
Eosin6filos (%) 1,10 3,10 4,30 2,00 3,30 2,60 1,40 5,70 2,30 0,80 2,66 1,512

Basofilos (%) 0,40 0,60 0,60 0,20 0,40 0,70 0,20 1,30 0,40 0,60 054 | 0317

Plaguetas (k/l) 8500 | 139,00 | 199,00 | 129,00 | 154,00 | 169,00 | 148,00 | 131,00 | 110,00 | 120,00 | 12533 | 54,153
Leucécitos (ul) 9,83 10,05 | 12,00 9,12 9,53 10,09 | 10,08 9,45 7,78 10,12 9,81 1,049

Linfocitos (ki/ul) 3,07 3,11 3,27 2,99 2,76 3,58 4,27 3,81 3,50 2,58 330 | 0512

Monécitos (/) 0,35 0,50 0,53 0,43 0,40 0,48 0,35 0,42 0,38 0,45 043 | 0,062

Eosindfilos (k/yl) 0,11 0,19 0,31 0,30 0,41 0,31 0,08 0,22 0,14 0,20 023 | 0,104

Basofilos (kiul) 0,04 0,04 0,08 0,04 0,06 0,06 0,06 0,04 0,02 0,02 005 | 0,019




3° coleta antes do exercicio
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ID Campo Rosa | Apolo ?_25: Mslzaer Lajolas | Belissa | Bela II\\I/Iilgdtll’? Aragon | Nina

D Laboratério MQ30a | MQ 2la | MQ 29a | MQ 28a | MQ 23a | MQ 26a | MQ 27a | MQ 22a | MQ 24a | MQ 25a | Média E:;‘r’;‘(’)
Sexo F F F M F M F M F M

Eritr6citos (M/ul) 8,16 6,88 7,38 7,55 8,06 6,82 8,75 7,45 6,41 8,78 762 | 0,806
Hemoglobina (g/dL) 1380 | 11,50 | 11,50 | 12,80 | 12,70 | 13,20 | 1400 | 1220 | 990 | 1400 | 1256 | 1,318
Hematdcrito (%) 3790 | 29,80 | 31,10 | 3370 | 3390 | 3650 | 37,90 | 31,60 | 2590 | 39,70 | 3380 | 4,298
E/Fc,’;”me corpuscular médio (VM) | 4540 | 4330 | 4520 | 4460 | 42,10 | 5350 | 4330 | 4240 | 4040 | 42,10 | 4433 | 3,658
?ﬁg&%lggg‘)a corpuscular media 16,00 | 1670 | 1590 | 17,00 | 1580 | 1940 | 1600 | 1640 | 1540 | 1560 | 1651 | 1,154
nglt’g: (({:g\',f,t)”(?/‘:)"?ao dos 2730 | 27,70 | 2800 | 2880 | 2990 | 2800 | 3310 | 2990 | 31,00 | 2970 | 2934 | 1,776
f&gﬁiﬂﬂﬁ?ﬁfﬁ.ge&?ﬁog”(Z jgay | 3640 | 3860 | 3530 | 3800 | 3750 | 3620 | 3690 | 38E0 | 3820 | 3700 | 3727 | 1105
Neutrfilos (%) 5020 | 62,80 | 5520 | 6490 | 57,30 | 6620 | 6590 | 59,00 | 6410 | 6260 | 61,72 | 3816
Linfécitos (%) 3400 | 2800 | 3600 | 2390 | 3230 | 2260 | 2490 | 3430 | 2910 | 2610 | 29,12 | 4,785
Monécitos (%) 4,70 4,50 5,70 5,10 3,70 6,30 7,30 4,00 4,60 4,40 503 | 1,107
Eosinéfilos (%) 1,80 3,90 2,40 5,50 6,30 4,10 1,20 2,00 1,30 6,40 349 | 2,034
Bassfilos (%) 0,30 0,80 0,70 0,60 0,40 0,80 0,70 0,70 0,90 0,50 0,64 | 0,190
Plaquetas (k/l) 10500 | 132,00 | 102,00 | 100,00 | 128,00 | 182,00 | 132,00 | 9500 | 131,00 | 10800 | 121,50 | 25847
Leuctcitos (ul) 1056 | 861 | 1014 | 7,07 7,25 9,90 8,10 8,95 6,71 8,61 859 | 1,334
Linfocitos (k/l) 3,59 2,41 2,65 1,69 2,34 2,24 2,02 3,07 1,95 3,10 251 | 0595
Monécitos (k/ul) 0,50 0,39 0,45 0,36 0,27 0,62 0,59 0,36 0,31 0,49 043 | 0,116
Eosinéfilos (k/pl) 0,19 0,34 0,65 0,39 0,46 0,41 0,10 0,18 0,09 0,21 030 | 0179
Basofilos (/ul) 0,03 0,07 0,05 0,04 0,03 0,08 0,06 0,06 0,06 0,06 005 | 0,016




3° coleta depois do exercicio
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Cake Mister . . Midle .
ID Campo Rosa Apolo Lew San Lajolas | Belissa Bela Nigth Aragon Nina
- Desvio

ID Laboratério MQ 30b | MQ21b | MQ 2% | MQ28b | MQ 23b | MQ 26b | MQ 27b | MQ 22b | MQ 24b | MQ 25b | Média Padrio
Sexo F F F M F M F M F M
Eritrécitos (M/ul) 7,61 8,83 9,86 9,23 8,31 9,69 9,69 7,89 9,01 9,44 8,96 0,788
Hemoglobina (g/dL) 12,90 14,30 15,40 15,70 12,90 15,50 15,50 12,90 13,90 15,00 14,4 1,178
Hematdcrito (%) 35,20 40,10 43,40 42,20 35,00 43,60 43,60 33,80 38,20 43,00 39,81 3,954
E/F?;”me corpuscular medio (VM) | 465 | 4540 | 4400 | 4570 | 4210 | 5380 | 4500 | 42,80 | 4240 | 4560 | 4531 | 3,336
Hemoglobina corpuscular média
(HCM) (PG) 17,00 16,20 15,60 17,00 15,50 19,60 16,00 16,30 15,40 15,90 16,45 1,240
Amplitude de distribuicdo dos
eritrécitos (RDW) (%) 27,10 29,40 32,90 29,90 29,40 28,50 34,50 29,80 33,30 28,40 30,32 2,416
Concentracéo de hemoglobina
corpuscular média (MCHC) (g/gdl) 36,60 35,70 35,50 37,20 36,90 36,40 35,60 38,20 36,40 34,90 36,34 0,962
Neutro6filos (%) 58,50 60,10 58,00 63,60 55,40 62,80 57,50 51,60 55,30 53,20 57,6 3,884
Linfécitos (%) 36,00 33,00 32,00 28,00 36,40 28,20 36,20 40,70 39,40 39,70 34,96 4,553
Mondcitos (%) 3,60 3,90 4,60 4,00 3,60 5,50 4,00 5,50 3,50 4,40 4,26 0,740
Eosin6filos (%) 1,50 2,40 4,90 3,70 4,50 3,10 1,20 2,00 1,30 2,20 2,68 1,321
Basofilos (%) 0,40 0,60 0,50 0,70 0,10 0,40 1,10 0,20 0,50 0,50 0,5 0,275
Plaquetas (k/ul) 92,00 176,00 132,00 130,00 112,00 179,00 179,00 109,00 158,00 140,00 140,7 31,394
Leucécitos (pl) 9,44 8,93 11,62 7,31 8,24 6,44 6,44 9,70 9,95 9,51 8,76 1,656
Linfocitos (k/ul) 3,40 2,95 3,72 2,05 3,00 2,33 2,33 3,95 3,92 3,78 3,14 0,718
Mondcitos (K/ul) 0,34 0,35 0,53 0,29 0,30 0,26 0,26 0,53 0,35 0,42 0,36 0,100
Eosin6filos (k/ul) 0,14 0,21 0,57 0,27 0,37 0,08 0,08 0,19 0,13 0,21 0,23 0,150

0,04 0,05 0,06 0,05 0,01 0,07 0,07 0,02 0,05 0,05 0,05 0,019

Basofilos (k/ul)






