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Resumen

Paradescribir loscambiosen laactividad dela aspartato aminotrasferasa (AST; EC 2.6.1.1), lacreatinkinasa
(CK; EC2.7.3.2) y su relacion con glutation peroxidasa (GSH-Px; EC 1.15.1.1) en caballos Pura Sangre Inglés
(PSI) que corrieran 1100 metros en pista de arena, se seleccionaron 29 caballos entre 3 y 5 afios de edad del
Hipédromo" Los Comuneros' en el municipio de Guarne (6°17'LN-75°24'LO), Antioquia. Setomaron 10 mL de
sangre heparinizada eigual cantidad sin anticoagulante 12 horas antesdela carrera, al momento determinarla
y 12 horas después. Se determind concentracion de hemoglobina, actividad de AST, CK y GSH-Px. Los datos se
analizaron mediante estadistica descriptivay las comparaciones entre grupos serealizaron medianteun ANOVA,
seobtuvo lafrecuencia devaloresalterados para cada variable. La actividad de AST fue similar entre el reposoy
posterior ala carrera (p>0.05). La actividad promedio de CK previa ala carrera fue 320+£193 U/L aumentando
hasta alcanzar valores de 705+528 U/L (p<0.05). La GSH-Px se encontré dentro de val ores compatibles con un
balance de selenio adecuado, su actividad fue similar entreel términodelacarreray el reposo posterior (p>0.05).
La actividad de las enzimas AST y CK siguen siendo una herramienta diagnéstica Util para evaluar lesiones
musculares en equinos. La actividad antioxidante y su relacion con la actividad de las enzimas AST y CK no
arroj6 resultados concluyentes, ya que no hubo asociacion entredichasvariables, lo que sefialaria quela defensa

antioxidante del musculo puede depender de otras sustancias diferentesala GSH-Px.

Palabrasclave: gercicio, enzimas, estrés oxidativo, misculo, rabdomiolisis.

I ntroduccion

Larabdomiolisis es la miopatia mas frecuente en
los equinos. Alrededor del 5% de los caballos PSI |a
padecen hacia los tres afios de edad, 10 que ocasiona
grandes pérdidas econémicas y retrasos en los
programas de entrenamiento a impedirlesestar enlas
mejores condiciones fisicas para correr los premios
importantes(6,7). Laetiopatogeniaeshastael momento
desconocida; sin embargo, se han asociado algunos
factores como posibles causas:. alteraciones genéticas
relacionadas con un defecto en el metabolismo
muscular (8), la ingestién de dietas ricas en
carbohidratos con el consecuente aumento en la
cantidad de glucogeno amacenado en e misculo (17),
los periodos de quietud prolongados con un posterior

esfuerzofisicointensoy repentino (1); ademas, €l sexo
y la edad también estan asociados, estando mas
predispuestas |as hembrasy |os animalesjovenes que
estén iniciando su entrenamiento (4,7).

Un factor asociado que cada vez cobra mayor
importanciaesel consumo de antioxidantesen ladieta.
Un desequilibrio entre prooxidantes-antioxidantes con
un aumento de l0s primeros, se conoce como estrés
oxidativo € cual se ha asociado con la presencia de
miopatias en equinos (3) y caninos (10). El bajo
consumo de antioxidantes est4 asociado con una
reduccion de la resistencia muscular a un estrés
repentino inducido por € gjercicio intenso (2,3).
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El diagndstico delarabdomiolisisserealizacon base
enlahistoria, pruebas delaboratorio complementarias
y examen clinico completo, encontrandose rigidez
muscular en laregion de lagrupa, el animal rehusaa
desplazarse, sudoracion y muerte (1,15,16);
bioquimicamente, se encuentraaumento delaactividad
plasmaticao sérica, delasenzimas consideradas como
marcadoras de lesion muscular: lacreatinkinasa (CK;
EC 2.7.3.2) y laaspartato aminotrasferasa (AST; EC
2.6.1.1) (6,8), también puede determinarselapresencia
de mioglobinaen suero u orina(pigmenturia) (1,6,16).
En forma complementaria puede determinarse cuél es
la capacidad antioxidante determinando la actividad
de las enzimas antioxidantes, la glutatién peroxidasa
(GSH-Px; EC 1.11.1.9) y la superéxido dismutasa
(SOD; EC 1.15.1.1), las que se encuentran
relacionadas con el balance metabdlico nutricional de
selenio (Se) y otros minerales como cobre (Cu) y zinc
(2Zn) (2,3).

Considerandolo anterior, el objetivo de esteestudio
fue determinar la actividad sérica de AST y CK en
caballos PSI antes, durante y después de una carrera
de 1100 metros en pista de arena, y establecer su
eventual relacién con laactividad sanguineade GSH-
Px.

Materiales y métodos
Ubicacion y animales

La seleccion de los animales se realizo en el
Hipodromo “Los Comuneros’, que se encuentra
ubicado en el municipio de Guarne (6°17° LN y 75°
24' LO), Antioquiaaunaaltitud de 2100 msnm. En €l
segundo semestre del afio 2002, se seleccionaron 29
caballos PSI seguin su aptitud paralacarrera, es decir
animal es que estuvieran en entrenamiento paracorrer
1100 metros de distancia en pista de arena.

Muestras

De cada caballo se obtuvieron 10 mL de sangre
heparinizada e igual cantidad de sangre sin
anticoagul ante, ambas mediante venopuncién yugul ar
empleando el sistema de tubos a vacio (Vacutainer®,
Franklin Lakes, New Jersey, USA). Paralaobtencién
de las muestras se determiné lafechade lacarrerade
cadauno delos caballos seleccionados, y las muestras
fueron obtenidas asi: 1) previo alacarrera: 12 horas
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antes, 2) carrera: a momento determinarlasin mediar
un periodo de reposo del caballo, y 3) posterior ala
carrera: 12 horas después.

Cada muestra tomada sin anticoagulante se
centrifugo paraseparar € suero, empacandolo entubos
de reaccion debidamenterotuladosy seremitieronjunto
con lasangre heparinizada dentro de las siguientes 12
horas al Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria
delaUniversidad de Caldas.

Andlisis

En las muestras de sangre heparinizada se
determind la concentracion de hemoglobina (Hb)
mediante el méodo delacianometahemoglobina; luego
se tomaron 80 L de sangre para hemolizarlos y
determinar la actividad de GSH-Px en los eritrocitos.
Laactividad es determinadamediante lautilizacion de
unatécnica cinética compuesta NADPH-dependiente
basadaen determinar la.oxidacién de glutation reducido
(GSH) por peroxido de hidrogeno (H,O,) en una
reaccion catalizada por la GSH-Px contenida en el
hemolizado (reaccién 1). El GSH semantiene constante
durante la reaccion mediante la adicion de glutation
reductasa (GR; EC 1.6.4.2) y fosfato de nicotinamida
adenindinucledtido (NADPH), asi sereduced glutation
oxidado (GSSG) y el NADPH se oxida y consume
durante la reaccion (reaccion 2).

2GSH+H,0, - GSSG + 2H,0
GSSG+NADPH — 2GSH+NADP

[reaccion 1]
[reaccion 2]

La formacion de GSH se monitorea durante 60
segundos mediante la disminucién en la absorbancia
al consumirse el NADPH a una | de 340 nm a una
temperatura de 37°C. Ladiferenciaen € consumo de
NADPH entre e blanco de reaccion y la muestra
determina la actividad de GSH-Px, la que es
proporcional aladisminucion en laabsorbanciadela
reaccion. Para esta determinacién se introdujo una
modificacion de la técnica descrita inicialmente por
Paglia y Valentine que consistio en permitir una
estabilizacion de la reaccion durante 30 segundos y
posteriormente leer € cambio de absorbancia durante
2 minutos, ademés se utiliz6 cumene hidroperéxido en
lugar de perdxido de hidrégeno como sustrato segun
lo descrito por (2,3). Para los andisis se utilizd un
reactivo comercial (Ransel®, Laboratorios Randox
Ltda., Crumlin, Irlandadel Norte, UK).
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En el suero sedetermind laactividad de AST y CK
empleando para ellos reactivos comerciales
(BioSystems SA, Costa Brava, Barcelona, Esparia).

Andlisis estadistico

Inicialmente se determind el tipo de distribucion de
los datos para seleccionar el método estadistico para
analizar losresultados obtenidos. Seobtuvieron € rango
y las estimadas promedio (X) y desviacion estandar
(DE); asi mismo, se obtuvo el intervalo de confianza
(IC) d 95% y € coeficiente de variacion (CV) para
cada una de las variables analizadas. |gualmente, se
obtuvo lafrecuenciadeindividuosconvaloresde AST,
CK y GSH-Px alterados, considerando como
patol égicos aguellosval ores superioresa480 U/L, 200
U/L einferioresa 100 U/g Hb, respectivamente (2,3).

Las comparaciones entre grupos, considerando
como factor de variacion el momento delatomadela
muestra con respecto a la carrera, se realizaron
mediante un andlisis de varianza (ANOVA)
paramétrico o no paramétrico simple, segun
correspondiera, y se realizaron pruebas de
comparacion multiple (Pruebas de Newman-Keuls o
Dunn) paraestablecer las eventuales diferencias entre
los grupos, sefijé como nivel de significanciap<0.05.

Se obtuvieron correlaciones simples entre la
actividad de AST y CK con GSH-Px para establecer
el grado de asociacién entre €l esfuerzo muscular y el
estado antioxidante evaluado mediante el balance
metabdlico nutricional de selenio, fijandose el mismo
nivel designificancia

Resultados
Hemoglobina

La concentracion media de Hb previo alacarrera
fue13.8+ 2.0 mg/dL, valor que seincrementé durante
la carrera y posteriormente declin6 hasta valores
similares a los observados antes de la carrera,
encontrdndose diferencias significativas (p<0.05) entre
los diferentes momentos en los cuales se tomo la
muestra (véase Figura 1).

Aspartato aminotrasferasa

Laactividad promedio de AST previo alacarrera
fue 153 £ 77 U/L, la cua se incrementd durante la
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carrera y continué su aumento no observandose
diferencias (p>0.05) entre los periodos considerados
paralatoma de la muestra (véase Figura 2).
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Figura 1. Concentracion de hemoglobina (X =DE) en caballos PSI
antes, durante y después de una carrera de 1100 metros.
Letras diferentes: p<0.05.
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Figura 2. Actividad sérica de AST (X+DE) en caballos PSI antes,
durante y después de una carrera (p>0.05) de 1100 metros.

Creatinkinasa

Laactividad promedio previo ala carrerafue 320
+ 193 U/L, aumentando con el gercicio hastaal canzar
valores cercanos a 705 U/L (p<0.05) y declind
posteriormente (véase Figura 3). Previo a la carrera
se observo un 70% de los animales con valores
superiores a 200 U/L, frecuencia que aument6 al
términoy 12 horas después de terminada, alcanzando
a afectar el 86% de los animales.

Glutation peroxidasa

El promedio en laactividad de GSH-Px previoala
carrerafue 585 + 148 U/g Hb, incrementandose a su
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términoy 12 horas después (p>0.05). Al correlacionar
laactividad de AST y CK con el balance metabdlico
nutricional de Se evaluado mediante ladeterminacion
de laactividad eritrocitaria de la enzima antioxidante
GSH-Px, no seobtuvieron correlaciones significativas
(véase Tabla 1).
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Figura 3. Actividad de CK (X*DE) en caballos PSI antes, durante
y después de una carrera de 1100 metros.
Letras diferentes: p<0.05

Tabla 1. Valores de correlacién y probabilidad entre la actividad
sérica de AST y CK con la actividad eritrocitica de GSH-Px en
caballos PSI entrenados para carreras de 1100 metros.

GSH-Px p
AST -0.08 0.50
CK +0.09 0.41
Discusién

L osval ores de hemogl obina se encontraban dentro
del rango de referencia reportado para caballos PS
en reposo (13). Se observé una elevacion en la
concentracion promedio de hemoglobina
inmediatamente después de la carrera. Debe
considerarse que los caballos PSI tienen valores de
hematocrito y hemoglobina més altos que las deméas
razas equinas, haciéndolos més aptos para correr gue
los caballos de otras razas. La elevacion de la
hemogl obi naguardatambién relacién con un aumento
en la demanda de oxigeno por parte del misculoy la
liberacion de catecolaminas durante la carrera, o que
induce una esplenocontraccion con la consecuente
liberacién de eritrocitos a la circulacion sanguinea
induciendo asi un aumento de la hemoglobinay €l
hematocrito (13).
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Losvaoresde AST se encontraron por debajo del
[imite superior de referencia paralaactividad de esta
enzima (480 U/L), sin observarse diferencias
significativas entre |os tres periodos de muestreo. La
AST es una enzima que no es organo-especifica, ya
que se encuentra en diferentes érganos del cuerpo,
entre ellos el musculo estriado esquelético; asi, la
especificidad diagndsticade estaenzimaesbgja, sendo
necesario complementar el andisiscon laactividad de
otra enzima que esté asociada con la musculatura
estriada esquel ética.

El aumento delaactividad delaenzimacon respecto
a vaor previoalacarrera, nofue significativo (p>0.05,
véase Figura 2), lo que podria estar indicando que la
lesion muscular enloscaballosde este estudio fueleve
oquee gercicio despuésdelacarrerade 1100 metros
no fue suficiente parainducir un mayor aumento dela
actividad enzimatica. Ademés, laAST lograsu mayor
actividad 24 horas después de finalizado el gercicio
(4,12); asi, el hecho de tomar la muestra 12 horas
después de finalizada la carrera, puede ser un tiempo
insuficiente para que la enzima alcance su méxima
actividad.

En otros estudios donde se haempleado laactividad
de AST como marcador de lesién muscular, se han
observado resultados similaresalos obtenidos en este
trabajo, indicando que la actividad de esta enzimano
se eleva a valores fuera de |la referencia después de
finalizado el gjercicio (4,17). Lo anterior estaria
indicando unautilidad limitada deladeterminacion de
AST como marcador de casos potenciales de
rabdomiolisis (16), siendo necesario acompafiar €l
andlisis de la actividad de esta enzima con otros
indicadores. Pese a €ello, cuando € caballo ha sido
sometido a un periodo de descanso prolongado o no
ha presentado con anterioridad episodios de
rabdomiolisis, la actividad de AST puede elevarse
dependiendo delamagnitud del gercicio (11,15).

Los valores de CK presentaron diferencias
significativas entre € periodo previo y la carrera, lo
gue podria estar indicando algun grado de lesién
muscular; no obstante, una elevacion de la actividad
de CK es compatible con la presentacién de signos
clinicos de lesion muscular severa (4). La magnitud
de su incremento depende de laintensidad y duracion
del gercicioy esta primordia mente influenciada por
el estado fisico delosanimales(7), larelacion entrela
concentracion de catecolaminas y cortisol (16) y
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factores medioambientales (4,11). El gjercicio induce
cambios en laintegridad del sarcolema, produciendo
asi lasalidaal plasmasanguineo delasenzimasque se
encuentran en la mitocondria'y en el mismo, por un
aumento delapermeabilidad delamembrana(11,15).

Laelevacion de CK es masrapidaque lade AST,
alcanzando su méxima elevacion entre 4 y 6 horas
despuésdeterminado € gjercicio (4,7,12). Lo anterior,
estariarel acionado con los resultados que se obtuvieron
en este estudio, donde se observé que la actividad de
CK es mayor al momento de terminar la carrera 'y
debido aunadepuracién plasméticamasrépidaquela
observada para AST (4), sus valores descienden méas
répidamente.

LaCK también se puede encontrar elevadaen otros
casosdiferentesalosderabdomiolisis, se han sefialado
como causantes de esta elevacién la isquemia
muscular, necrosis, decubitos prolongadosy gjercicios
extenuantes (4). Por lo anterior, cuando se trata de
interpretar valores de CK en equinos, debe tenerse en
cuentalahistoriaclinicadel paciente, lafrecuenciade
presentacion de episodios clinicos de rabdomiolisisy
el grado de entrenamiento (4).

Como respuesta al gjercicio, la elevacion de la
actividad de AST y CK no se ha aclarado
satisfactoriamente hasta e momento, pudiendo estar
asociadaafactores como cambiosen lapermeabilidad
delamembrana, incremento delasintesisenzimética,
fallasenlaremocién o depuracion delaenzimao dafio
enlaintegridad del sarcolema(1,11,16); concluyendo
en algunas oportunidades que la elevacion,
especialmente de CK, es una manifestacién del dafio
mas que un indicador directo (4).

Lasactividades delasenzimas AST y CK ofrecen
una alternativa diagndstica para la evaluacién de las
lesiones musculares en €l caballo, pese a observarse
en algunos estudios resultados contradictorios con
respecto a la falta de relacion entre el grado de
elevacion delaactividad enziméticay lamagnitud de
los signos clinicos observados en €l animal (1). Seha
sugerido que la utilidad diagndstica de estas enzimas
estaria en la evaluacion de pacientes que no han
presentado signos de rabdomiolisis en oportunidades
anteriores a la realizacion del examen, mientras que
su utilidad eslimitada cuando el caballo hapresentado
episodios previos (16).
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L os caballos muestreados en €l estudio presentaron
valores superiores a 100 U/g Hb de GSH-Px, no
encontrandose diferencias en la actividad entre los
diferentes momentos de la toma de la muestra. Se ha
indicado quelosvalores paralaactividad de GSH-Px
gue se encuentran por encima de 100 U/g Hb son
compatibles con un balance metabdlico nutricional de
Se adecuado, siendo deseable tener una actividad en
eritrocitos por encima de 130 U/g Hb, habiéndose
observado en este estudio una actividad de 585 + 148
U/g Hb. El requerimiento de Seen ladietaparaequinos
de deporte se encuentra en 0.1 ppm, lo que puede
lograrse con la suplementacion con alimentos
concentrados y la utilizacion de sales mineralizadas,
tal como pudo observarse en el manejo de la
alimentacion delos caballosdel hipddromo.

Se ha sugerido que durante € gercicio hay una
elevaciénimportante deradicaleslibresque conllevan
ala presentacion de un estrés oxidativo. En trabajos
realizados con otras especies, se ha observado que la
evaluacion del estado antioxidante no produjo
diferencias entre los animales suplementados con
antioxidantes y los no suplementados (10). Ademas,
se observé que la elevacion en la actividad de CK
inducida por €l gjercicio, puede no estar mediada por
el estrés oxidativo, corroborandose con la fata de
diferenciasen el contenido de antioxidantes musculares
entre los animales suplementados y los no
suplementados.

Lafaltade relacion entre la actividad de GSH-Px
y las enzimas marcadoras de |esion muscular (véase
Tablal), estariaindicando que ladefensaantioxidante
del musculo frente a una elevacion repentina de los
radicales libres dependeria de otros sistemas de
defensa que actien en forma mas inmediatay no en
€l tiempo como podriaserlo la GSH-Px. No obstante,
la deficiencia de GSH-Px puede inducir alteraciones
muscul ares como miopatias de origen nutricional en el
caballo conocidas como enfermedad de la grasa
amarillay enfermedad del musculo blanco (5,11). Esta
afirmacién requiere la realizacién de estudios
posteriores que permitan determinar la concentracion
muscul ar de antioxidantes de accidén méas rapidacomo
vitaminas, entre otros.

En consideracion alas condiciones bajo las cuales
seredliz6 este estudio, podriasefid arse quelaactividad
de las enzimas AST y CK contindan siendo una
herramienta diagnostica Gtil paralaevaluacion delas
lesiones musculares en |os equinos, pero tienen como
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limitante que no permiten predecir cudl es € riesgo
potencial de presentacion de la enfermedad en un
caballo en particular mientrasno se conozcalahistoria
clinicadel mismo.

Con respecto a la actividad antioxidante y su
relacion con laactividad delasenzimas AST y CK no
hay resultados concluyentes, ya que no se observo
asociacion entre dichasvariables, lo que sefid ariaque
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la defensa antioxidante del masculo frente a un
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Summary

Aspartate aminotrasnferase and creatinkinase activity and their relationship with glutathione
peroxidase blood activity in Thoroughbred racehorses before and after a race of 1100 meters.

To describe the changes in the activity of aspartate aminotransferase (AST; EC 2.6.1.1),
creatinekinase (CK; EC 2.7.3.2) and their relationship with glutathione peroxidase (GSH-Px; EC
1.15.1.1) in Thoroughbred racehorsestrained to run a race of 1100 metersin a sand trace, twenty
ninehorseswereselectedin theracetrack “ LosComuneros’ located in Guarne (6°17' N-75°24' W),
Antioquia. Non-heparinized and heparinized blood samples were taken from each horse, at rest,
before exercise, after theracefinished, and 12 hoursafter exercise. The concentration of hemoglo-
bin and the activity of AST, CK and GSH-Px were determinated. Data were analyzed by descriptive
methods, and the comparisons among groups were made by ANOVA test. Thefrequency of values
outside the reference range was obtained. The activity of AST was similar between rest and after
the exercise (p>0.05). The mean of CK activity before race was 320+193 U/L, and reached up to
705+528 U/L after race (p<0.05). GSH-Px indicating an adequate selenium (Se) intake, and there
was not any difference before or after race (p>0.05). There was a lack of relationship between the
activity of AST and CK in serum and GSH-Px blood activity. The evaluation of the activity of AST
and CK in racehorsesisa useful indicator of muscular injuries. The Se-status evaluated by means
of GSH-Px activity was not related to the adaptation to exercise evaluated by means of serum
activity of AST and CK, and the antioxidant activity of the muscle may be related to another kind
of antioxidant defense during the exercise, but this suggestion requires further investigation.

K ey wor ds. enzymes, exercise, muscle, oxidative stress, rhabdomyolysis.
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