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Cortisol, resposta glicémica e secrecao de insulina em equinos clinicamente sadios
submetidos a sessdes de hipdxia normobarica

Serum cortisol, glycemic response and insulin secretion in healthy horses exposed to normobaric
hypoxia sessions

Diego De Gasperi' Eduardo Almeida da Silveira' Diego Rafael Palma da Silva'
Roberta Carneiro da Fontoura Pereira' Luiz Os6rio Cruz Portela"
Karin Erica Brass"' Flavio Desessards De La Corte'""”

RESUMO

Os niveis séricos de cortisol, resposta glicémica e
secrecdo de insulina foram avaliados em equinos nédo
exercitados submetidos a sessdes de hipdxia normobarica.
Cavalos adultos sadios (n=8) foram selecionados ap6s exame
fisico e submetidos ao teste de tolerancia a glicose intravenosa
(0,59 kg?) (TTGIV). Amostras de sangue (n=11) foram
coletadas entre 0 e 180 minutos ap6s a administracdo de
glicose para avaliar a resposta glicémica e a secrecdo de
insulina. Os animais foram entdo expostos a sessfes de uma
hora de hip6xia duas vezes ao dia, totalizando 43 sessbes, com
concentragdo decrescente de O, de 17 a 12%. A frequéncia
cardiaca e as amostras sanguineas para a determinagdo 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 sesséo 1 (S1) (17% O,) quando comparados aos
niveis da S10 (13% O,) e da S43 (12% 0,)(P<0,05). A curva
glicémica de equinos clinicamente sadios nao submetidos a
exercicio ndo é alterada pela exposicéo a 43 sessbes de hipoxia
normobarica. O aumento na secre¢do de insulina,
acompanhada de diminui¢do da frequéncia cardiaca e cortisol
sérico sugerem uma adaptacdo dos cavalos ao modelo de
hipoxia utilizado.

Palavras-chave: cavalos, hipdxia 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 (0.5g 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,
with [O,] decreasing from 17 to 12%. 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% O,) (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 the hypoxia
model used.

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

INTRODUGCAO

A exposigdo aum ambiente de hipdxia aguda
ou cronica pode influenciar no metabolismo da glicose
e hormonios relacionados. Entretanto, os resultados
publicados até 0 momento ainda séo inconsistentes.
Isso provavelmente ocorre pela diversidade entre
espécies, grau e duracdo da hipoxia ou como
consequéncia da complexidade dos mecanismos
regulatorios do metabolismo (CHEN et al., 2007).
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Estudos em diversas espécies demonstraram
que a exposicao a diferentes condi¢Bes de hipoxia pode
causar aumento da resisténcia a insulina (CHENG et
al., 1997; BRAUN et al., 2001; POLOTSKY etal., 2003;
IIYORI et al., 2007). Um dos hormdnios capazes de
causar tal efeito é o cortisol (ANDREWS & WALKER,
1999), que pode estar com seus niveis circulantes
aumentados quando da exposi¢do aguda ou cronica
de individuos a baixas concentraces de oxigénio ([Oz])
(HUMPELERet al., 1980; COSTE et al., 2005).

A elevacgdo dos niveis de cortisol no sangue
€ um bom indicador que pode ser usado para avaliar se
um equino sofre de estresse (ALEXANDER & IRVINE,
1998). As glandulas adrenais possuem o papel principal
nas reacGes hormonais envolvidas nessa condicéo, por
estarem diretamente ligadas ao eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal (HHA) e ao sistema simpatico. Apesar
de muitos hormonios estarem envolvidos nessa
resposta, o primeiro mecanismo enddcrino de defesa é
0 aumento da secre¢do de glicocorticdides e
catecolaminas (MOSTL & PALME, 2002). A liberagio
desses é consequéncia do aumento de ACTH
circulante, que possui mecanismos multifatoriais de
regulacdo com a liberagdo de fatores estimulantes do
hipotdlamo, como o horménio liberador de
corticotrofina (CRH) e a vasopressina (VP), e a
influéncia inibitéria dos glicocorticoides 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 adaptacédo 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 ja foi aplicada em pacientes
com doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC)
(BURTSCHER et al., 2009), hipertensdo, processos
inflamatorios, doenga de Parkinson, entre outras
(SEREBROVSKAYA, 2002). Em animais, a HI mostrou
ter efeito antiarritmico em casos de isquemia aguda do
miocérdio em ratos (MEERSON et al., 1987) e para
proteger o miocardio de cdes com infarto
experimentalmente induzido (ZONG et al., 2004).

Em equinos, as principais causas em ordem
decrescente de diminuicao de desempenho atlético sdo
as doencas musculoesqueléticas, respiratorias e
cardiovasculares. Dentre as quais, muitas sdo
semelhantes as afec¢des citadas anteriormente, como
DPOC, arritmias cardiacas e doencas do miocardio
(HINES, 2004). Além dessas, doengas como a miopatia
por acimulo de polissacarideos, na qual os cavalos
apresentam um aumento na captacédo da glicose pelas
células musculares e um aumento da sensibilidade a

insulina (DE LA CORTE etal., 1999) 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 normobarica intermitente na resposta
glicémica, secrecdo de insulina e nos niveis de cortisol
sanguineo de cavalos nao exercitados.

MATERIAL E METODOS

Oito equinos sem raca 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 sessfes de
hipdxia normobarica com duragdo de uma hora durante
0 més de Janeiro. A hipoxia foi gerada por um
compressor e um mddulo computadorizado® que regula
a retirada do oxigénio do ar atmosférico na
concentracdo desejada. Os animais recebiam esse ar
com menor [O,] através de uma mascara®, que era
colocada 15 minutos antes do inicio de cada sesséo.
Nos quinze dias que antecederam o experimento, 0s
equinos foram habituados ao ambiente e & mascara,
permanecendo com ela uma hora por dia.

Nas trés primeiras sessdes, foi utilizada uma
[O,] de 17%, que foi sendo reduzida em 1% a cada duas
sessdes até atingir a [O,] de 13%, mantida por quatro
sessoes. A partir desse momento, a [O;] foi reduzida a
12% e mantida por 30 sessfes, completando assim as
43 sessoes de hipoxia. Com exce¢do do primeiro dia, no
qual os animais foram submetidos a apenas uma sessao,
nos dias subsequentes, o regime foi de duas sessdes
diérias, 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 sanguineas.

Antes do inicio da primeira sessdo de hipdxia
e ao final da ultima, os cavalos foram submetidos ao
teste de tolerancia a glicose intravenosa (TTGIV). Para
isso, foi administrado 0,5¢g de glicose por kg de peso
vivo de uma solugdo a 50% durante um periodo de 10
minutos (MEHRING & TYZNIK, 1970; DE LACORTE
etal., 1999). Amostras de sangue foram coletadas antes
e2,4,8,16, 30,60, 90,120, 150 e 180 minutos apds a
administracdo de glicose em tubos de ensaio contendo
EDTA e fluoreto de potassio 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
determinacdo dos niveis de glicose e insulina, através
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do teste enzimdatico de glicose-oxidase e
quimioluminescéncia, respectivamente.

Para determinagdo sérica de cortisol, foram
coletadas amostras de sangue em tubos de ensaio sem
anticoagulante durante as sessfes 1, 4, 6, 8, 10, 14, 22 e
43. As coletas foram feitas imediatamente antes de
colocar a méascara (-15), antes de iniciar a hipoxia (0), e
15, 30, 45 e 60 minutos apds seu inicio. Essas amostras
foram centrifugadas e o0 soro armazenado a -80°C até o
momento da anélise, através do método de
quimioluminescéncia. Imediatamente antes da coleta
de cada amostra, a frequéncia cardiaca (FC) do cavalo
foi determinada por auscultagdo com estetoscopio.

O efeito dos distintos fatores nas variveis
dependentes foi analisado utilizando 0o 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 padrdo da média e o nivel de significancia
adotado foi P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva glicémica dos equinos submetidos
ao teste intravenoso de tolerancia a glicose nao foi
alterada pela exposicao as 43 sessdes de hipdxia (Figura
1A). Por outro lado, a curva de insulina mostrou
alteracdo significativa nos tempos de coleta 2, 4, 8, 16,
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Figura 1 - Resposta glicémica (A) e secrecdo de insulina (B) durante o
teste de tolerancia a glicose intravenosa, realizado antes
(Pré-tratamento) e ap6s (P6s-tratamento) as 43 sessdes
de hipoxia. Os dados sdo apresentados como média + erro
padrdo da média. * indica diferenga significativa entre os
mesmos pontos das duas curvas (P<0,05).
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30, 60, 90, 120 e 150 minutos (Figura 1B) (P<0,05). Tal
achado demonstra que, com excec¢do 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 diminuicdo da sensibilidade
a insulina, hd um aumento compensatdrio de sua
secrecdo pelas células 8 pancreaticas (KAHN, 2003;
KRONFELD et al., 2005). Foi o que demonstraram
BARNHOLT et al. (2006) no homem, ap6s deslocamento
do nivel do mar para uma altitude de 4.300 metros. Com
a exposicao a hipdxia de forma continua, RAFF et al.
(1999) obtiveram resultados semelhantes expondo ratos
recém-nascidos a uma [O,] de 12% por sete dias. Um
aumento da resisténcia a insulina também foi observado
em terneiros submetidos a uma [O;] de 4,8 a 5,9%
(CHENGetal., 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 reoxigenagdo nos 30 segundos subsequentes,
durante 16 horas didrias por até 12 semanas. Entretanto,
II'YORI et al. (2007) demonstraram que, com
metodologia semelhante, um aumento da resisténcia a
insulina em ratos é obtido com apenas 9 horas de
exposi¢do a HI. Nao foi encontrada na literatura
demonstracédo de que tal efeito possa ser obtido com o
método utilizado no presente estudo.

Embora os mecanismos dessa relacdo ainda
néo estejam bem elucidados, um dos fatores ao qual se
atribui a diminuicdo de sensibilidade a insulina pela HI
¢ a ativacgdo do sistema nervoso simpatico (HARSCH,
2004; PLIQUETT et al., 2004) pela liberagdo de
catecolaminas, que podem diminuir a sensibilidade a
insulina, diminuir a glicélise e aumentar a
gliconeogénese (DEIBERT & DEFRONZO, 1980).
Entretanto, II'YORI et al. (2007) demonstraram que o
bloqueio da atividade do sistema nervoso autbnomo
ndo atenua tais efeitos, sugerindo que outros
mecanismos possam estar envolvidos na alteragdo do
metabolismo pela hipdxia.

Outro fator a considerar é atividade
corticotréfica da HI, que pode levar ao aumento do
cortisol circulante, decorrente da modificac&o do eixo
HHA (COSTE et al., 2005). Esse horménio tem a
capacidade de aumentar a resisténcia a insulina, inibir
sua secrecdo pelas células 3 do pancreas e aumentar a
gliconeogénese hepatica (LAMBILLOTTE etal., 1997;
ANDREWS & WALKER 1999).

TAYLOR (1998), estudando os efeitos
endocrinos e metabdlicos de pbdneis anestesiados,
sendo ou ndo submetidos a um periodo de hipdxia
induzida, sugeriu que o leve aumento na concentragéo
plasmatica de glicose e na frequéncia cardiaca,
observada no grupo que recebeu menos oxigénio, foi
consequéncia do aumento da atividade simpatica como
uma resposta ao estresse. Entretanto, 0 mesmo autor
observou que os dois grupos apresentaram elevagéo
semelhante nos niveis de cortisol durante a anestesia,
sugerindo que a anestesia geral por si s representa
uma situacdo de estresse para a espécie e estimula a
resposta maxima do cortex adrenal, visto que ndo ha
aumento do hormonio pela agdo de hipoxia, cirurgia ou
hipercapnia.

J& foi relatado que a hipdxia aguda em
humanos em repouso pode aumentar (HUMPELER et
al., 1980), ou mesmo ndo alterar (SUTTON etal., 1977),
os niveis de cortisol circulante. Quando ha exposicao
cronica a altitudes elevadas, ocorre um aumento
passageiro do cortisol sanguineo, com retorno aos
niveis encontrados ao nivel do mar apds 30 dias de
aclimatizacdo (SAWHNEY et al., 1991).

A concentracdo de cortisol foi superior na
sessdo com [O,] de 17% (S1) ap6s 30 minutos de
exposicdo, quando comparado aos valores da sesséo
com [O] de 13% (S10) (Figura 2A) (P<0,05). Segundo
HAUGER et al. (1990), no estresse cronico, a exposi¢ao
repetida ao agente estressor produz uma habituacéo,
ou seja, pode ocorrer uma diminuicdo 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
a12% (S14) emrelacdo aos da S1 (17%) (Figura 2A). 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 sessfes 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 sessdo em que os animais foram submetidos a
12% de [O;] (S22), comparado a S1 (17%). Além disso,
quando S1 é comparada com a Ultima sessdo do
experimento (S43), essa diferenca é observada nos
tempos -15, 0, 45 e 60 minutos (P<0,05) (Figura 2A).
Esses dados mostram que a exposi¢do continua a 12%
de [O;] foi capaz de diminuir os niveis de cortisol em
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Tempo (minutos)

S1 (P<0,05).

relacdo ao inicio do tratamento. Nao foram observadas
diferencgas entre as coletas feitas na mesma sesséo.

Se os achados relativos ao cortisol séo
indicativos de um evento de estresse, eles sdo
corroborados pela FC dos animais deste estudo.
Analisando-se os dados de FC, ocorre um padréo
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 hipoxia é
intensificada a 12% de [O;] e volta a aparecer em alguns
pontos na S43 (Figura 2B).

CONCLUSAO
A curvaglicémica de equinos clinicamente

sadios ndo submetidos a exercicio ndo é alterada pela
exposicao a 43 sessdes de hipdxia normobarica.

A diminuicdo da frequéncia cardiaca e dos
niveis de cortisol sugere uma adaptacéo a exposicao
cronica da hipdxia que, por sua vez, resultou num
aumento de secrecéo da insulina.
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