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RESUMEN

Se tomaron biopsias musculares por puncién percutanea del
M.G. medius de veinte (20) yeguas Pura Sangre de Carreras,
clinicamente sanas y de edades comprendidas entre 3-4 anos.
Diez (10) de los ejemplares no habian recibido entrenamiento,
las diez (10) restantes, se encontraban activamente entrena-
das, por un periodo de cuatro (4) meses. Secciones fransver-
sales seriadas de los especimenes de biopsia muscular fueron
examinadas para la ATPasa miosinica, después de preincuba-
ciones acidas (pH 4,37; 4,6 y 4,8) y alcalina (pH 10,3). Las fi-
bras musculares se identificaron como tipo |, lIA y IIB. La ca-
pacidad oxidativa de los tipos de fibras, fue determinada me-
diante el uso de la reaccién histoquimica para la NADH-diafo-
rasa. El area promedio de los tipos de fibras, asi como el nu-
mero de capilares intermiofibrilares adyacentes a cada tipo de
fibra, se analizaron utilizando la técnica de la reaccion a-amil-
asa PAS. Los andlisis bioguimicos de las actividades de las
enzimas musculares p-Hiroxiacil-CoA-deshidrogenasa (HAD),
citrato sintetasa (CS) y hexoquinasa (HK), se determinaron
fluorométricamente. Los caballos entrenados, al cotejarlos con
los inactivos, presentaron incrementos significativos (P< 0,001)
en el % de fibras tipo IIA y una disminucion de igual significa-
cion (P<0,001) en el % de fibras tipo IIB. Adicionalmente, se
observaron en estos ejemplares entrenados, incrementos sig-
nificativos (P<0,025) y (P<0,005) en el area promedio de las fi-
bras tipo | y 1IB respectivamente, y aumentos significativos
(P<0,025) en el &rea promedio de las fibras. En cuanto a la ca-
pilaridad, se evidenciaron incrementos significativos (P<0,001)
en la densidad capilar, aumentos significativos también
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(P<0,025) en los capilares adyacentes a las fibras tipo | y una
disminucion significativa (P<0.001) en el area promedio por ca-
pilar adyacente a las fioras tipo [IB. También se observaron
elevaciones significativas (P<0.001) en los niveles de actividad
de la enzima HAD. Se concluye gue el programa de entrena-
miento desarrollado por los caballos anzalizados durante cuatro
meses, mejord la capacidad aerdbica del musculo.

Palabras clave: Pura Sangre de Carrera, M.G. medius, entre-
namiento, histoquimica, bioquimica.

ABSTRACT

Muscular biopsies by percutaneous punction were performed
from M.G medius of tweniy (20) mares’ Thoroughbred clinically
healthy (3-4 years old). Ten (10) of these horses were un-
trained, while the other ten (10) were actively trained by four
(4) months. Serial sections of muscle were examined histo-
chemically for myosin adenosinetriphosphatase (myofibrilar
ATP-ase) after either acid (pH 4.37, 4.6 and 4.8) or alkaline
(pH 10.3) preincubation, and then muscle fibres were identified
as types |, IlA and 11B. The oxidative capacity of types of fibres
was assessed, using NADH-diaphorase stain, and the number
of intermyofibrillar capillaries adjacent to each fibre were
counted after staining, using the w-amylase-PAS technique.
Biochemical analyses involved the fluorometric measurement
of [i-hydroxy-acyl-coenzyme A dehydrogenase (HAD), citrate
sintetase (CS) and hexoquinase (HK). The trained horses,
showed a significant increase (P<0.001) in the percentage dis-
tribution of o type IIA fibres, and significant diminution
(P<0.001) in proportion of the type 1B, in comparison with un-
trained horses. Additionally was showed in trained horses sig-
nificant increase in the mean area of fibres type | (P<0.025),
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and type IIB (P<0.005), and significant increase (P<0.025) in
area mean of fibres. In relation with capillarity, the trained
horses showed increase in the capillary density (P<0.025),
number of capillaries adjacent to fibres type | (P<0.001), and
diminution (P<0.001) in mean area of fibre type IIB. The en-
zyme activity of HAD was higher (P< 0.001) in trained horses
than untrained horses. It is concluded that the training program
developed by horses during 4 month, induced changes, which
improved the aerobic capacity of the muscle.

Key words: Thoroughbred, M.G. medius, training, histoche-
mistry, biochemistry.

INTRODUCCION

A pesar de que el Caballo Pura Sangre de Carrera
(CPSC), se ha considerado como un animal atleta élite dentro
de las especies domésticas [20, 54, 48, 74], por poseer entre
otras peculiaridades, una alta capacidad aerébica en sus fi-
bras musculares esqueléticas, Tipo | y IIA [10]. se ha obser-
vado que durante la ejecucién de un galope a méaxima velogi-
dad (11 a 13,3 m/seqg) [2, 26], sus fibras musculares utilizan
grandes cantidades de glucégeno, y pueden ser activados
(reclutados) todos los miofenotipos de fibras | — 1A —s |IB [9,
14, 19, 45, 76]. Esta forma armdénica y ordenada de involu-
crarse los distintos tipos de fibras, obedece a la intensidad
del esfuerzo muscular, y al tamafo de las distintas unidades
motoras [47, 48, 74]. La utilizacién de todas las reservas de
glucdgeno por parte de las distintas fibras musculares al ser
reclutadas, trae como consecuecia acimulo de acido lactico y
de otros intermediarios, tanto en el &mbito muscular, como en
la sangre [2, 17, 24, 25, 26, 47, 48, 56, 66, 70, 71, 72, 73, 78,
84, 85].

La acumulacién de lactato en conjunto con la de proto-
nes dentro de la fibra muscular esquelética durante la ejecu-
cion de un ejercicio fisico [1, 86], se traduce a la postre en una
disminucién marcada del pH intramuscular (de un pH en repo-
§0 cercano a 7, disminuye por el ejercicio a un pH 6,4 6 6,2)
[27, 66, 86], y esto Ultimo podria interferir con el funcionamien-
to de las vias metabdlicas [66] y con la contraccién de las mio-
fibrillas [8, 15, 40]. Conjuntamente con esta disminucién del pH
intramuscular, pueden ocurrir varios eventos bioguimicos que
pueden conducir a una disminucién superior al 50% del conte-
nido de ATP de las fibras musculares esqueléticas [25, 33, 72),
asi como a la liberacién por parte de la fibra muscular de iones
potasio a la circulacion, elevando la concentracién de este
electrolito en el plasma del equino a 9,4 -10 mmol/litro [70], so-
bre todo en condiciones climaticas donde se combinan la hu-
medad y las altas temperaturas [28].

Las variaciones antes indicadas a nivel celular, en conjun-
to con la reduccién de la excitabilidad del sarcolema [8], son ca-
paces de producir alteraciones en el proceso de acoplamiento
de la excitacién-contraccién [11]. Esto Ultimo, aunado a la limita-
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da disponibilidad de substratos para producir compuestos de
alta energia [66], representan parte de los mecanismos funda-
mentales de la fatiga muscular periférica [11, 66, 70, 73, 86].

La fatiga muscular periférica en los caballos Pura San-
gre de Carrera (CPSC) y Trotones, representa uno de los
principales factores que limitan la méxima capacidad de de-
sempefo atlético de un ejemplar [42, 71]. Debido a esto, es
que la gran mayoria de los trabajos relacionados con fisiolo-
gia del ejercicio del equino, estan orientados a prevenir o re-
tardar su aparicién, a través de programas de entrenamiento
sistematicos [24, 70, 71, 78]. En este contexto, los estudios
en CPSC relacionados a dichos programas de entrenamiento
durante la fase de crecimiento (potros) y en adultos, han de-
mostrado que debido a la alta plasticidad de cambio gue po-
see el musculo esquelético [67, 68, 87], éste puede sufrir
cambios profundos en sus caracteristicas morfoldgicas y me-
tabdlicas, cuando es sometido a periodos prolongados de
ejercicio incrementado [46, 67, 68]. Tales modificaciones son
de mayor significado en los ejemplares entrenados para dis-
tancias superiores a > 2.000m (resistencia) que para los en-
trenados para distancias inferiores a < 1.500m (velocidad)
[12]. En atletas humanos entrenados para desempefios anae-
rébicos, esto mismo se ha observado [41]. Los cambios men-
cionados se traducen en el musculo esquelético en un incre-
mento en el cociente de fibras Tipo IIA/IIB [13, 14, 22, 29, 30,
34, 35, 37, 43, 44, 47, 49, 50, 51, 61, 62, 63, 64, 75, 83, 87],
acompafado ademds por aumentos en la capilaridad [2, 3, 6,
29, 30, 34, 60, 65], en el drea promedio de los principales
miofenotipos de fibras (I, 1A y IB) [47, 49, 50, 62, 83], en el
volumen y densidad mitocondrial [81] y con cambios conco-
mitantes en las actividades de las enzimas claves que inter-
vienen en las diferentes vias metabdlicas (T aerdbicas y
\ anaerdbicas) [18, 46, 77, 78, 79, 80, 81]. Con relacidén a
esto Ultimo, se han descrito incrementos en las actividades
de las enzimas 3-OH-Acil-CoA-Deshidrogenasa (HAD) y Ci-
tratosintetasa (CS) [10, 12, 21, 33, 35, 36, 43, 47, 63, 64, 75
77, 84, 85] y disminucién de la actividad de las enzimas Trio-
safosfato Deshidrogenasa (TpDH) y Lactato deshidrogensa
(LDH) [10, 12, 21, 22, 33, 35] Ademas, se han reportado in-
crementos en la subunidad H de la enzima LDH [21], asi
como en la reaccién histoquimica de las fibras a la enzima
oxidativa NADH-diaforasa [14, 33, 47, 48 50, 51].

Las modificaciones sefialadas por efecto del entrena-
miento en la composicién miofibrilar, asi como en las activida-
des de las enzimas claves del metabolismo aerébico y anaero-
bico, han servido para evaluar las condiciones atléticas en el
humano [31, 39, 40, 41 79] y en los equinos [12, 19, 20, 33,
47, 84, 85] sometidos a un régimen determinado de entrena-
miento. En este contexto de ideas, el propésito del presente
estudio fue evaluar los cambios en los pardmetros antes sefia-
lados, en el M.G. medius del CPSC venezolano, sometidos a
un régimen de entrenamiento aerébico por un periodo de cua-
tro (4) meses aproximadamente.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Para la realizacion de la presente investigacion, se to-
maron biopsias por puncién percutdnea al M.G. medius de
veinte (20) yeguas Pura Sangre de Carrera venezolanas, clini-
camente sanas y de edades comprendidas entre 3 y 4 afos.
Diez (10) de las yeguas analizadas, se encontraban confina-
das en un establecimiento de cria (Haras “Los Samanes”, ubi-
cado en Belén, estado Carabobo), y no habian sido sometidas
a programas de entrenamiento especifico, por un periodo
aproximado de tres (3) meses. Las diez (10) restantes, se en-
contraban bajo un régimen de entrenamiento de resistencia de
aproximadamente cuatro (4) meses, en el Hipédromo “La Rin-
conada” de Caracas, Venezuela.

El programa de entrenamiento consistié, en trotes de
una (1) hora, con velocidades aproximadas de 3 m/seg y galo-
pes medios de velocidades aproximadas de 8-10 m/seg, du-
rante un (1) minuto. Estos ejercicios se realizaron en la mafa-
na dos o tres veces por semana. Con relacion a las distancias
recorridas y el tiempo de ejercicio ejecutado por los ejemplares
en cada sesién, éstas consistieron en 400, 700, 1.000 y
2.000 m, y de 1 a 2 horas. La distancia y el tiempo de ejercicio,
se incrementaron en cada ejemplar, segin el progreso de su
preparacion fisica.

Para la toma de los especimenes de biopsia muscular,
se selecciond al M.G. medius, porque existen experiencias
anteriores indicativas que sefialan que la region de la grupa
no involucra riesgo tanto para la practica de inyecciones pro-
fundas, asi como para la toma de la biopsia muscular [44, 52,
55, 75, 82]. Ademas de estos aspectos, se considero el papel
que juega este musculo en la propulsién del cuerpo en el es-
pacio durante la locomocién [69], por lo cual este musculo
constituye un interesante modelo para el analisis de las trans-
formaciones fisioldgicas [47, 48, 52, 75] y patolégicas [82]
que pueden sufrir las fibras musculares esqueléticas por
efecto del ejercicio fisico.

Descripcion de la técnica de biopsia muscular
sobre el musculo gliteo medio

En todos los casos, las biopsias fueron tomadas perma-
neciendo los caballos en estacién sin traquilizacién previa.
Para ello, se tomaron referencias anatémicas concretas, reali-
zandose las biopsias sobre el area que dista 3 cm dorsal al Ii-
mite entre los tercios craneal y medio de la linea que une el
centro de la espina iliaca ventral con el punto mas culminante
de la porcion caudal del trocanter mayor del fémur [52, 55, 74,
82). La zona seleccionada, se rasurd y se aseptizo un area de
5-10 cm?. A continuacion, se inyecté por via subcutanea 3 ml
de clorhidrato de procaina (Novocal’na®, solucion al 2%) con
una aguja recta de 0,8 mm x 25 mm a lo largo de la linea pre-
vista, la cual puede afectar a la piel y la fascia de revestimiento

externo del musculo, pero no al tejido muscular subyacente,
pues ello puede alterar las caracteristicas de la muestra [31,
74, 82]. Transcurridos entre 3 a 5 minutos de la infiltracion
anestésica, se procadié z la intervencion propiamente dicha.
Para ello se incide (aproximadamente 5 mm) la piel, tejido sub-
cuténeo y fascia glitea con hojilla de bisturi N° 4.

La aguja de biopsia muscular disefiada por Bergstrom
[5], se insert6 en el espesor del musculo (procurando que to-
das las muestras, se obtuvieran a una profundidad de 6 cm)
con direccién ventromedial y con la ventana de la aguja dirigi-
da hacia arriba o hacia un lado. Para ello, se retird de forma
parcial el cilindro interno cortante, al tiempo que la aguja se
comprimié con suavidad contra la masa muscular mediante un
movimiento de palanca, para favorscer asi la entrada del tejido
muscular a través de la ventana. En este momento, el cilindro
interno cortante se introdujo, produciéndose con este movi-
miento la secciéon de muesira muscular.

Antes de extraer |z aguja, esta operacién se repitié de 2
a 3 veces, a objeto de obiener una cantidad suficiente de teji-
do muscular (aprox. 50-200 mg de tejido). Finalmente, la aguja
se extrajo con suavidad del misculo, y la muestra (ya con la
aguja fuera del musculo) se sacé del interior del cilindro inter-
no cortante con la ayuda del estilete. Al extraer la aguja se em-
papd la superficie de |a piel con un algodén embebido en alco-
hol isopropilico, haciendo presién con los dedos indice y pul-
gar sobre el drea, con el propésito de hacer hemostasis. La
operacién se concluyé con la disposicion sobre la herida qui-
rirgica de sustancias cicatrizantes y antisepticas.

Posterior a los procedimientos de recoleccién de biop-
sias, los caballos fueron sometidos a una inspeccion visual, a
objeto de determinar algin grado de claudicacion o de altera-
ciones en el caminar, atribuibles a los procedimientos de ex-
traccién de los especimenes de biopsia muscular. Asi mismo,
se recomendd al encargado de los ejemplares que se encon-
traban en entrenamiento, que no ejercitaran después de la
biopsia muscular.

Los especimenes de biopsia muscular una vez obteni-
dos, se dividieron en dos porciones, para los analisis histoqui-
micos y bioquimicos propuestos para esta investigacion.

Anaélisis histoquimico

Los especimenes de biopsia muscular destinados para
histoquimica, se montaron en discos de corcho cubiertos con
papel de aluminio y se cubrieron con OCT (Tissue tek., Miles
Sci., USA) y se sumergieron de inmediato en isopentano en
frio (-60°C) por 2 ¢ 3 minutos. A continuacion, las muestras se
mantuvieron almacenadas en nitrogeno liquido hasta su proce-
samiento.

Se reazlizaron secciones transversales seriadas de un
espesor de 10 p y de 16 p (para la estimacion cualitativa de
glucdgeno) en un criostato a —20°C, siendo montadas sobre
una laminilla o cubreobjeto, para realizar las reacciones histo-
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quimicas, para la Adenosina trifosfatasa miofibrilar (ATPasa
miosinica), a un pH de preincubacién alcalino (10,3) y pHs de
preincubacion acido (4,8: 4,6 y 4,37) [7], para la Nicotinamida
adenina dinucledtido reducida (NADH-diaforasa) [58]. Para ob-
tener un estimado cualitativo del contenido de glucégeno, se
utilizé la reaccién con el acido periddico Schiff (PAS) [59].

Los capilares, se visualizaron utilizando el método reco-
mendado por Henckel [29, 30], el cual se basa en la presencia
de mucopolisacaridos que reaccionan con el PAS, tifiéndose
tanto el glucdgeno de las fibras como la membrana basal del
endotelio capilar 59. Para ver los capilares, el glucégeno fue
digerido previamente por la u-amilasa, poniéndose de mani-
fiesto los mucopolisacaridos de la membrana basal de las fi-
bras y de los capilares [3, 6], FIG. 1.

Sobre las micrografias en blanco y negro tomadas a
esta reaccion («-amilasa-PAS), a través del uso de un analiza-
dor de imégenes (Microcomputer Graphic Data Analyser Sys-
tem) marca LADD, se determiné el area promedio de cada tipo
de fibra (I, llA y IIB). Asi mismo sobre las micrografias, se ana-
liz6 la densidad capilar (capilares/mm?), el indice capilar (N° de
capilares/N° de fibras), y el nimero de capilares adyacentes a
cada fenotipo de fibra (I, IIA y 1IB), siguiendo el protocolo des-
crito por Brodal y col. [6]. Ademés de estas variables, se calcu-
16 el 4rea promedio capilar adyacente a cada tipo de fibra (I,
A y 1IB).

La clasificacién de los miofenotipos de fibras, se realizé
segun la nomenclatura propuesta por Brooke y Kaiser [7] (Ti-
pos I, llA y IIB), FIGS. 2 y 3. También se tomé en considera-
cion las recomendaciones de Andrews y Spurgeon [4], contan-
dose un minimo de 200 fibras en cada muestra.

El potencial metabolico oxidativo de las fibras muscula-
res esqueléticas, se estimé como alto (A), medio (M) o bajo
(B), dependiendo de las intensidades de reaccién para la enzi-
ma Nicotinamida adenina dinucleotido reducida (NADH-diafo-
rasa) [58], FIGS. 2 y 4.

Analisis bioquimico

Las muestras destinadas para este fin, se congelaron
después de obtenerlas en forma inmediata en nitrégeno liqui-
do y se colocaron en papel de aluminio, y se almacenaron en
nitrégeno liquido, hasta su andlisis.

Las actividades de las enzimas analizadas fueron: citrato
sintetasa (CS: En 4.1.3.7) (como un marcador del potencial
oxidativo mitocondrial), la [-Hidroxiacil. CoA-deshidrogenasa
(HAD: En 1.1.1.35) (como un marcador del potencial lipolitico)
y la hexoquinasa (HK: En 2.7.1.1) (como un marcador del po-
tencial glicolitico).

Las actividades de estas tres enzimas, se analizaron
usando la técnica fluorométrica descrita por Lowry y Passo-
neau [53], a 25°C, expresando los resultados en: HM/min X
gramo de peso himedo de tejido.
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FIGURA 1. MICROGRAFIA DE SECCION TRASVERSAL
DEL M.G. medius CORRESPONDIENTE A UN CPSC VENE-
ZOLANO INACTIVO. EN ESTA MICROGRAFIA SE EXHIBE
LA REACCION ¢-amilasa PAS. NOTE LA PRESENCIA DE
LOS CAPILARES ALREDEDOR DE LAS FIBRAS MUSCU-
LARES (cabezas de flechas). LA BARRA REPRESENTA
100 ym.

TIPOS DE FIBRAS

DO
ORO.

pH 10,3

pHO46-4.8

pH 4,37

NADH-diaforasa

FIGURA 2. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS DI-
FERENTES TIPOS DE FIBRAS MUSCULARES ESQUELETI-
CAS (I, llA y IIB), DETERMINADAS MEDIANTE LA INTENSI-
DAD DE REACCION A LA ENZIMA mATPasa FIBRILAR
TRAS PREINCUBACION A pH ALCALINO (10,3) Y ACIDO
(4,8; 4,6 y 4,37). ASI MISMO SE EXHIBE EN FORMA ES-
QUEMATICA, LAS DISTINTAS INTENSIDADES DE REAC-
CION HISTOQUIMICA (A = alta, M = media y B = baja),
PARA LA ENZIMA NADH-diaforasa.
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FIGURA 3. MICROGRAFIA DE SECCION TRANSVERSAL
DEL M.G. medius CORRESPONDIENTE A UN CPSC VENE-
ZOLANO INACTIVO. EN ESTA FIGURA, SE ILUSTRA LA
REACCION DE LA ATPasa MIOFIBRILAR A pH DE PREIN-
CUBACION 4,37 (FIBRAS TIPO |, llA y 1IB). LA BARRA RE-
PRESENTA 100 pm.

FIGURA 4. MICROGRAFIA DE SECCION TRANSVERSAL
DEL M.G. medius CORRESPONDIENTE A UN CPSC VENE-
ZOLANO INACTIVO. EN ESTA MICROGRAFIA SE ILUSTRA
LA REACCION HISTOQUIMICA PARA LA NADH-diaforasa
(Alta: A, Media: M y Baja: B). LA BARRA REPRESENTA
100 pm.

TABLA |
PROMEDIO = ds DE LOS TIPOS DE FIBRAS EXPRESADOS EN PORCENTAJE (%) EXISTENTES EN EL M.G. Medius
DE UNA MUESTRA DE VEINTE (20) CABALLOS PURA SANGRE DE CARRERAS VEN EZOLANOS, DIEZ (10) INACTIVOS
Y DIEZ (10), ENTRENADOS POR UN PERIODO DE CUATRO (4) MESES

Fibras Tipo
Estado de Entrenamiento Tipo | Tipo llIA Tipo IIB
Inactivos (n = 10) 10,04 = 0,57NS 33,68 = 0,227 55,23 = 0,37*
Entrenados (n = 10) 11,10+ 0,77 52,44 + 0,31 37,11 £ 0,50

** P < 0,001 vs. entrenados. NS = no significativo.

Analisis estadistico

Los resultados exhibidos en las TABLAS, se expresan
como media + ds. Para comparar los grupos de ejemplares es-
tudiados, se utilizo el test “t” de Student [57]. Las correlaciones
se obtuvieron por el método de los cuadrados minimos [57].

RESULTADOS

Analisis histoquimico
» Distribucién de los tipos de fibras:

La TABLA | muestra la distribucién porcentual (%) de los
miofenoctipos de fibras (I, IIA y 1IB), en el M.G. medius de 20
(10 inactivos y 10 entrenados) CPSC venezolanos. En esta
TABLA se observa una diferencia significativa (P<0,001) en el
porcentaje de las fibras Tipo IIA, en los caballos entrenados
por cuatro (4) meses, al comparar este porcentaje (%), con el
correspondiente a los caballos inactivos. De igual modo, se
evidencia en esta TABLA, una diferencia significativa
(P<0,001) en los porcentajes (%) de las fibras Tipo IIB, al com-
parar los grupos de ejemplares en estudio. No se observaron

diferencias entre ambos grupos de caballos, al comparar los
porcentajes de las fibras tipo I.

Al establecer las correlaciones entre los porcentajes de
los principales miofenctipos de fibras (I, 1A y 1IB) en las ye-
guas entrenadas y en las inactivas, se evidencié que existe
una correlacién negativa y significativa (P<0,01) entre el por-
centaje de fibras Tipo IIA con relacién al porcentaje de fibras
TIPO IIB, en los caballos entrenados, al comparar esta correla-
cién con los ejemplares inactivos, TABLA Il

* Potencial metabdlico oxidativo:

La TABLA lII, exhibe los resultados del andlisis cualitati-
vo (expresado en porcentaje) de la reaccion histoquimica para
la NADH-diaforasa. En esta TABLA se hace evidente que el
potencial oxidativo en las fibras musculares esqueléticas de
los ejemplares sometidos a un régimen de entrenamiento por
cuatro (4) meses, mostré un incremento con tendencia a la
significacién en el porcentaje de fibras que reaccionan de for-
ma intensa a la NADH-diaforasa, asi como una disminucién
significativa (P<0,025) en el porcentaje de fibras que reaccio-
nan medianamente a esta enzima, al comparar dichos porcen-
tajes con los correspondientes a los ejemplares inactivos.
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TABLA Il
MATRIZ DE CORRELACIONES (umol/g DE PESO HUMEDO/MINUTO)

% Tipos de Fibras

% NADH-diaforasa

Enzimas Musculares

l A IB A M A+M B HAD Cs HK
| 1A -50*
N B -,82** 05
A A 14 20 -16
& M .12 -24 A7 -,82%
T A+M 32 .24 -,36
I ‘ B .32 21 39 .18 .25
v HAD A1 -18 -,26 34 02 56" -,56
o cs 28 16 .25 19 11 10 -,04 58
s ‘ HK 42 -,28 -,36 -,20 -,01 40 - 41 58 66"
.
N 1A 59
T B 36 -, 92
R A -, 69 93~ _g3
E M -44 83 71
N A+M 63 99*  _gg*
A ‘ B -,51 -,84* 91 _go™ 52
D HAD 14 .01 -,09 22 -16 06 -16
0 cs 28 50 -,30 62 28 53 27 ,80%
s HK 21 48 -32 46 52 77"

*P <005 *P<0,01. Intensidad de reaccion a la enzima NADH-diaforasa Alta (A), Media (M) y Baja (B).

TABLA Il
PROMEDIO x ds REACCIONES HISTOQUIMICAS DE LA NADH-diaforasa, EXPRESADO EN PORCENTAJE (%),
EXISTENTES EN EL M.G. Medius DE UNA MUESTRA DE VEINTE (20) CABALLOS PURA SANGRE DE CARRERA
VENEZOLANOS, DIEZ (10) INACTIVOS Y DIEZ (10) ENTRENADOS POR UN PERIODO DE CUATRO (4) MESES

% NADAH-Diaforasa

Estado de Entrenamiento Alta Media Baja
Inactivos (n = 10) 24,60 = 0,58 NS 45,83 + 0,96* 29,57 + 0,54 NS
7 Entrenados (n = 10) 32,12 + 0,98 33,55+ 1,59 26,77 £ 0,47
*P < 0,025 vs. entrenados. NS = no significativo.
Al establecer las correlaciones entre el porcentaje de fi- mento  significativo  (P<0,025) y altamente significativo

bras que reaccionan de forma intensa a la NADH-diaforasa, y
el porcentaje de fibras que reaccionan con baja intensidad a
esta enzima, se evidencid que existe una correlacion negativa
y significativa (P<0,01) en los ejemplares entrenados, al com-
parar esta correlacion con las yeguas inactivas, TABLA 1.

* Area promedio de los tipos de fibras:

En la TABLA IV se exhiben los resultados del analisis
estadistico, de las areas promedio de las fibras Tipo I, 1A y
[IB, asi como el drea promedio de las fibras. En esta TABLA,
se aprecia que en los ejemplares entrenados, ocurrié un incre-
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(P<0,005) en el 4rea promedio de los tipos de fibras 1 y 1B, al
comparar dichas areas con grupo inactivo. Asi mismo, se evi-
dencia una diferencia significativa (P<0,025) en el area prome-
dio de las fibras en los ejemplares entrenados, al cotejarla con
los inactivos.

= Capilaridad:

En las TABLAS V y VI, se muestran los resultados del
andlisis estadistico de la densidad capilar (cap./mm3), indice
capilar (N°cap./N°fibras), capilares adyacentes a cada tipo de
fibra (I, IIA y 1IB) y el &rea promedio calculada por capilar ad-
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TABLA IV
PROMEDIO = ds AREA PROMEDIO DE LOS TIPOS DE FIBRAS (I, 1A Y 1iB), AS| COMO AREA PROMEDIO DE LAS FIBRAS,
EXPRESADAS EN pm?, EXISTENTES EN EL M.G. medius DE UNA MUESTRA DE VEINTE (20) CABALLOS PURA SANGRE
VENEZOLANOS, DIEZ (10) INACTIVOS Y DIEZ (10) ENTRENADOS POR UN PERIODO DE CUATRO (4) MESES

Estado ~ Area Promedio de Tipos de Fibras (um?) Area Promedio (um?)
de Entrenamiento -
I 1A IB
Inactivos (n = 10) 2.080,35 = 696,5* 3.407 = 955.5 NS 3.627.27 =7386,5™ 2.984,2 = 630,3*
Entrenados (n =10) 3002, 2 = 663,3 2816 + 714,6 4729 = 1.147.9 3.736 + 1.058,8

“*P < 0,005 vs. entrenados.  * P < 0,025 vs. entrenados. NS = no significativo.

TABLA V
PROMEDIO =+ ds DE LA DENSIDAD CAPILAR (cap./mm?) E INDICE CAPILAR (N-cap/N*fibras), EXISTENTES
EN EL M.G. medius DE UNA MUESTRA DE VEINTE (20) CABALLOS PURA SANGRE VENEZOLANOS,
DIEZ (10) INACTIVOS Y DIEZ (10) ENTRENADOS POR UN PERIODO DE CUATRO (4) MESES

Estado de Entrenamiento Densidad Capilar (cap./mm?) ndice Capilar (N°cap/N°fibras)
Inactivos (n = 10) 436,75 + 7,12** 211 =0.019 NS
Entrenados (n = 10) 560,9 + 9,24 2,02 +0.03

**P < 0,001 vs entrenados. NS = no significativo.

TABLA VII
PROMEDIO = ds DE LAS ACTIVIDADES MUSCULARES (pmol/g/minuto) DE LAS ENZIMAS CITRATO SINTETASA (CS),
3-OH-acyl-CoA DESHIDROGENASA (HAD) Y HEXOQUINASA (HK) , EXISTENTES EN EL M.G. medius DE UNA MUESTRA
DE VEINTE (20) CABALLOS PURA SANGRE VENEZOLANOS, DIEZ (10) INACTIVOS Y DIEZ (10) ENTRENADOS
POR UN PERIODO DE SEIS (6) MESES

Estado de Entrenamiento CS HAD HK
Inactivos (n = 10) 25,87 + 0,64 NS 12,36 = 6,517 0,97 £ 0,46 NS
Entrenados (n = 10) 29,91 =47 24,53 + 3,63 0,83+0,1

P < 0,001 vs. entrenados. NS = no significé.

TABLA VI
PROMEDIO +ds CAPILARES ADYACENTES A CADA TIPO DE FIBRA (|, llA Y 1IB) Y AREA PROMEDIO CALCULADA
POR CAPILAR ADYACENTE A CADA TIPO DE FIBRA (1, llA Y lIB) (um?), EXISTENTES EN EL M.G. Medius
DE UNA MUESTRA DE VEINTE (20) CABALLOS PURA SANGRE VENEZOLANOS, DIEZ (10) INACTIVOS
Y DIEZ (10) ENTRENADOS POR UN PERIODO DE CUATRO (4) MESES

Estado de Capilar Adyacente a cada Tipo de Fibra Area Promedio por Cap. Ady. a cada Tipo de Fibra (um?)
Entrenamiento | A B 1 A B
Inactivos 4,38 + (0,05)" 5,15+ (0,05) NS 5,30 + (0,07) NS 516,08 = (10,4) NS 55312 = (9,3) NS 913,28 = (28,3)™
(n=10)
Entrenados 5,5 + (0,04) 5,24 = (0.05) 5,28 = (0,05) 524,87 = (11,63) 838,47 = (18) 696,64 = (8,8)
(n=10)

*P « 0,025 vs. entrenados.  **P < 0,001 vs. entrenados. NS = no significativo.

yacente a cada tipo de fibra (I, IlA y [IB). El estudio de tales va- Analisis bioquimico
riables, reveld que existe un aumento significativo en la capila-
ridad en el grupo de caballos entrenados, reflejado esto Gltimo
por un aumento significativo (P<0,001) en la densidad capilar,
TABLA V, un incremento significativo (P<0,025) en los capila-
res adyacentes a las fibras tipo |, TABLA VI y una disminucion
significativa (P<0,001) del drea promedio calculada por capilar
adyacente a las fibras tipo 1IB, TABLA VI, con relacion a los
ejemplares inactivos.

En la TABLA VII, se exhiben los resultados del andlisis
de las actividades de las enzimas musculares (expresadas en
uM/min X g de peso humedo de tejido): i-Hidroxiacil-CoA-des-
hidrogenasa (En: 1.1.1.35: HAD), citrato sintetasa (En: 4.1.3.7:
CS) y Hexoquinasa (En: 2.7.1.1:HK). En esta TABLA, es evi-
dente el aumento significativamente mayor (P<0,001) en los
niveles de actividad de la enzima HAD en los ejemplares en-
trenados, al comparar dichos niveles con los correspondientes
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al grupo de animales inactivos. Adicionalmente, al establecer
la correlacién entre las actividades de las enzimas musculares
HAD y CS en los grupos de caballos bajo estudio, se observé
que dicha correlacion en los animales inactivos fue positiva y
significativa (P<0,05), mientras que en los ejemplares entrena-
dos fue positiva y altamente significativa (P<0,01), TABLA II.

DISCUSION

En el ambito muscular, todo programa de entrenamiento
pretende optimizar el desarrollo de las cualidades innatas de
cada caballo [47]. Para esto, el acondicionamiento muscular
busca en ultimo término maximizar el rendimiento de las rutas
metabdlicas generadoras de energia (aerdbicas y anaerdbi-
cas) y minimizar las causas de la fatiga periférica [47, 48].

La cuantificacion de los cambios fisiolégicos y bioquimi-
cos por efecto del entrenamiento a nivel muscular, tiene una
relacion directa con la cantidad de actividad contréactil desarro-
llada durante el periodo de entrenamiento, vale decir que lar-
gas sesiones de ejercicios, generan grandes adaptaciones,
como respuesta al entrenamiento [12, 39, 47, 60].

Tal vez una de las adaptaciones m&s precoces en el
musculo esquelético por efecto del ejercicio en el equino, lo
constituye el mejoramiento de la capacidad oxidativa, indicada
por incremento en la actividad de las enzimas de la [3-oxid-
acion de los dcidos grasos, tales como la HAD [47]. Con rela-
cion a esto, el umbral de intensidad y duracién de cada sesién
de ejercicio ejecutada por los caballos bajo estudio en el pre-
sente trabajo, alcanzé los niveles necesarios para provocar in-
crementos significativos (P<0,001) en la actividad de la enzima
HAD, TABLA VII. Resultados similares, fueron reportados por
otros autores [10, 21, 36, 42, 72,75], en caballos foraneos so-
metidos a programas de entrenamiento similares. Sin embar-
go, estos hallazgos estan en contraposicién con los reportados
por Nimmo y Snow [56], los cuales evidenciaron incrementos
inconspicuos, en los niveles de esta enzima en ejemplares so-
metidos a entrenamiento. De igual modo, los resultados no
concuerdan con los presentados por Ronéus y col. [65] en ca-
ballos Trotones jévenes, donde no encontraron cambios en los
niveles de esta enzima en los caballos entrenados. Tales dis-
crepancias de resultados, podrian estar en intima relacion con
la intensidad y duracién de los ejercicios ejecutados por estos
ejemplares durante el periodo de entrenamiento.

Los incrementos no significativos en la actividad de la
enzima citrato sintetasa (CS) evidenciados en los caballos en-
trenados, al compararlos con los inactivos, TABLA VII, corro-
boran los planteamientos de Henkel [29], el cual ha indicado
que las adaptaciones del musculo esquelético al entrenamien-
to, comienzan a tener significacion estadistica, a partir del
cuarto mes de entrenamiento. Sin embargo, estos leves cam-
bios en la actividad de la enzima CS observados en el presen-
te trabajo en los caballos entrenados, se acompanaron con in-
crementos paralelos y significativos (P<0,01) de la actividad
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enzima HAD, TABLA Il. Estos hallazgos ratifican lo planteado
por otros autores [10, 13, 31, 77, 78, 79, 80, 81] que indicaron
que los incrementos en las actividades de las enzimas muscu-
lares involucradas en la oxidacion del sustrato terminal ocurre
en paralelo.

En cuanto al incremento significativo (P<0,001) en la va-
riable porcentaje (%) de fibras tipo IIA, observado en la pre-
sente investigacion en los caballos entrenados, TABLA |, coin-
cide con reportes previos [10, 21, 30, 33, 75] en CPSC de
otras latitudes: Con relacién a este incremento en el % de las
fibras tipo de fibra IlA, es importante sefalar que el mismo, se
debe a la conversién de fibras tipo IIB en tipo IIA [47, 51, 61,
62, 75]. La sefalada transformacién de las fibras IlA — 1IB de-
pende de la duracion [13, 50] y de la intensidad y frecuencia
[19, 49] del ejercicio, en donde se involucren de modo reiterati-
vo la participacion de las fibras Tipo 1IB [47, 48, 50, 75]. En
este sentido, al establecer las correlaciones entre los porcen-
tajes de fibras Tipo IIA y el correspondiente de las fibras Tipo
lIB, en las yeguas sometidas al régimen de entrenamiento por
un periodo de cuatro meses, se evidencid una correlacion ne-
gativa y significativa (P<0,01), TABLA 1.

Es importante sefalar que el régimen de entrenamiento
aplicado a los animales, no alters, al igual gue lo han reporta-
do otros autores [10, 12, 13, 21, 22, 29, 30, 34, 35, 36, 42, 48,
48, 49, 50, 60, 71, 81, 85], el cociente de fibras Tipo /. Esto
Ultimo tiene mucha importancia, ya que el programa de entre-
namiento en las yeguas estudiadas, no modificé las caracteris-
ticas de contraccién rapida del M.G. medius, manteniéndose
con esto la aptitud de esta raza de equinos que la ha capacita-
do genéticamente para la ejecucién de ejercicios explosivos y
de corta duracién [47, 48, 54, 75].

Lopez-Rivero y col. [50], han indicado que el recluta-
miento reiterativo de las fibras Tipo IIB, durante las sesiones
de ejercicios, ademds de incrementar el cociente de las fibras
lIA/IIB, puede inducir transformaciones metabdlicas en las fi-
bras Tipo IIB, trayendo como consecuencia incrementos en los
porcentajes de fibras que reaccionan intensamente a la
NADH-diaforasa. Del mismo modo, Snow [75] sefalé que en el
musculo esquelético del CPSC, se pueden generar durante el
régimen de entrenamiento, un amplio espectro de fibras que
reaccionan de forma mediana e intensamente a la enzima
NADH-diaforasa, y que muy probablemente el origen de tales
fibras, lo constituyan las fibras Tipo IIB. Con relacién a esto (-
timo, al establecer la correlacién entre el % de fibras Tipo 1A y
el % de fibras que reaccionan de forma intensa a la NADH-dia-
forasa en los ejemplares entrenados, se observéd que fue posi-
tiva y significativa (P<0,01), TABLA II. Del mismo modo, la co-
rrelacion entre los % de fibras Tipo lIA y la sumatoria de fibras
alta y medianamente oxidativas, también fue positiva y signifi-
cativa (P<0,01) en los ejemplares entrenados: TABLA II. En
imagen en espejo, la correlacién entre los % de fibras Tipo 1IB
y el % de fibras de reaccién intensa a la NADH-diaforasa fue
negativa y significativa (P<0,01), TABLA II, y de igual modo, al
establecer la correlacién entre el % de fibras Tipo IIB y la su-
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matoria de fibras alta y medianamente oxidativas, se evidencio
que fue negativa y significativa (P<0,01), en los caballos entre-
nados, TABLA Il. Tales hallazgos permiten sugerir que el in-
cremento en el % de fibras Tipo IIA por efecto del ejercicio fisi-
co, se acompaiié con un aumento en el potencial oxidativo de
las fibras. Estos resultados, apoyan los trabajos presentados
por Essén-Gustavsson y Lindholm [13], Ronéus y col. [64]. y
Valberg y col. [85].

Los incrementos en la capilaridad, representan otra de
las respuestas mas comunes del musculo esquelético al entre-
namiento [3, 6, 47, 75], si se realizan los ejercicios con la sufi-
ciente duracién e intensidad [29]. Con relacién a esto dltimo, el
efecto del entrenamiento sobre el misculo esquelético de los
CPSC venezolanos, también permitié incrementos significati-
vos en la capilaridad, reflejado por aumentos significativos
(P<0,025) en el nimero de capilares adyacentes a las fibras
tipo 1, TABLA VI, lo cual concuerda con los hallazgos de Ho-
dgson y Rose [34] para caballos sometidos a entrenamiento.
Del mismo modo, los aumentos significativamente mayores
(P<0,001) en la densidad capilar en los caballos entrenados,
TABLA V, se corresponden con los obtenidos por Henkel [29].
Sin embargo, las adaptaciones circulatorias en el musculo es-
quelético (en cuanto a la capilaridad se refiere) observados en
el presente trabajo, no se corresponden con los reportes de
Hodgson y col. [36], tal vez por el caracter de submaximo del
programa de entrenamiento.

Es interesante sefialar que la estimacién de la densidad
capilar depende tanto de la relacion fibra-capilar, asi como del
tamafio fibrilar [6, 38]. Se ha sefalado que la irrigacion de
cada tipo de fibra esta estrechamente relacionada a la capaci-
dad oxidativa de las mismas [38, 47, 75]. En este sentido, las
fibras Tipo |, tienen una mayor irrigacion que las Tipo A, las
que a su vez estan irrigadas por un mayor nimero de capila-
res que las fibras Tipo IIB. Por lo tanto, aquellos musculos que
presentan una gran cantidad de fibras Tipo IIB, muestran una
baja capilaridad. Asi mismo, el grosor fibrilar presenta una re-
lacion inversa con la distribucién capilar y por ende, influye en
relacion fibra-capilar. En este sentido, se ha determinado que
el grosor de las fibras tipo |, es < al de las Tipo llA, y el de las
Tipo lIA es < al correspondiente de las fibras Tipo IIB, y por
tanto, este Gltimo tipo de fibra posee una menor irrigacion san-
guinea [38]. Gon relacién a lo planteado, los incrementos en el
% de fibras Tipo lIA (a expensa de las fibras tipo 1I1B), TABLA |,
y en la capacidad oxidativa de las fibras, TABLA Ill, se acom-
pafiaron con aumentos en la capilaridad, TABLAS V y VI, en
las yeguas entrenadas.

La hipertrofia de las fibras musculares ha sido asociada
a programas de entrenamiento de fuerza [41, 46] y de resis-
tencia [49, 50]. A pesar de lo indicado, autores como Giddins y
Gonyea [16], Hall-Craggs [23] y Ho y col. [32], han observado
gue en animales de experimentacién (gatos y roedores) some-
tidos a un programa de ejercicios de levantamiento de cargas,
se produjo una hiperplasia, mas que una hipertrofia, producto

posiblemente a la excision de las fibras musculares, por efecto
del esfuerzo muscular.

Las adaptaciones del tamafo fibrilar al entrenamiento,
no son idénticas en todas las razas de equinos, ya gque dicha
adaptacion esta en intima relacién con la dinamica (velocidad
y/o resistencia) particularizada de cada raza de caballos [47,
49, 60). En relacion con las adaptaciones del tamafo de las fi-
bras musculares esqueléticas en los CPSC venezolanos so-
metidos a entrenamiento, se observé un aumento significativo
(P<0,025) en el area promedio de los tipos de fibras | y alta-
mente significativo (P<0,005) en las fibra Tipo IIB, TABLA IV,
estas observaciones coinciden con las de Henkel [29] y Taylor
Brassard [83] que trabajaron con caballos Trotones sometidos
a entrenamiento, y con las de Lépez-Rivero y col. [51] que
analizaron el efecto del entrenamiento en caballos Arabes y
Andaluces. Sin embargo, Essén-Gustavsson y Lindholm [13]
reportaron en ejemplares entrenados que las areas de las fi-
bras IIA y IIB fueron significativamente menores al cotejarlas
con las correspondientes al grupo de caballos inactivos, lo cual
podria deberse a un proceso de rompimiento (excisién) de las
fibras musculares, tal como se ha descrito para el entrena-
miento de otros mamiferos [16, 23, 32].

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El estimulo del entrenamiento por cuatro (4) meses, apli-
cado a los CPSC venezolanos estudiados, fue lo suficiente
para reclutar todos los tipos de fibras durante las sesiones de
ejercicios. Asi mismo, la intensidad y duracion de tales ejerci-
cios fueron capaces de provocar incrementos en el cociente
de los tipos de fibras [IA/IIB, aumentos en la capacidad oxidati-
va, asi como también en capilaridad y en el grosor (hipertrofia)
de las fibras | y 1IB, FIG. 5.

A pesar de que los cambios sefialados en el musculo es-
quelético de los Caballos Pura Sangre criollos sometidos a en-
trenamiento, podrian ser mejorados con un régimen de entre-
namiento mas prolongado, los alcanzados hasta los cuatro
meses permiten sefialar que el beneficio del programa de en-
trenamiento, al cual fueron sometidos los ejemplares analiza-
dos en el presente trabajo, se traducen en un mayor indice de
fatigorresistencia, debido al incremento en la capacidad oxida-
tiva y en la capilaridad. A pesar de tales cambios, el regimen
de entrenamiento, no afectd el cociente de fibras Tipo l/l, lo
cual le permite conservar la aptitud de realizar ejercicios de ve-
locidad. Estas caracteristicas indicadas (velocidad y resisten-
cia) ademés de mejorar el desempefio de un caballo como
atleta, constituyen los atributos més codiciables que debe po-
seer un equino.

Los cambios observados en los ejemplares entrenados,
podrian tener mayor repercusion en la busqueda de mejorar el
desempefio atlético de los mismos, si se ajustara el régimen
de entrenamiento a las caracteristicas particulares de cada
ejemplar. En este sentido, los andlisis histoquimicos y bioqui-
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PRE ENTRENAMIENTO POST

TIPOS DE FIBRAS
(pH 4,37)

CAPACIDAD OXIDATIVA
(NADH-diaforasa)
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CAPILARIDADY GROSOR DE
LAS FIBRAS MUSCULARES Q :>©' @Q‘

FIGURA 5. REPRESENTACION’ ESQUEMATICA DE LOS CAMBIOS QUE OCURREN EN LOS PORCENTAJES DE FIBRAS DE
CONTRACCION FASICO RAPIDA O DEL TIPO Il, ASI COMO EN LA CAPACIDAD OXIDATIVA, LA CAPILARIDAD Y EL
GROSOR DE LAS FIBRAS MUSCULARES ESQUELETICAS, POR EFECTO DE UN REGIMEN DE ENTRENAMIENTO.
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