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RESUMEN

Para la realizacién del presente estudio, se tomaron biopsias
musculares por puncion percutanea al M. G. medius, asi como
muestras de sangre a cincuenta y un CPSC (3-4 afos de
edad). Dieciseis de estos animales (Grupo |}, se encontraban
clinicamente sanos e inactivos, vy los treinta y cinco restantes
(Grupo 1), se encontraban en diferentes fases de la
rabdomidliss por ejercicio (15 en la fase sub aguda, 3 en la
fase aguda y 17 en la fase cronica). Los resultados
histogquimicos de las muestras de miusculo esquelético del
Grupo |l, reveldé en comparacion al Grupo |, un dafo
preferencial en las fibras de contraccion rapida Tipo Il
disminucién en la capilaridad, reflejado por la disminucion
significativa (P<0,005) en el indice capilar y en los capilares
adyacentes a las fibras Tipo IIA, e incremento significativo
(P<0,005) en el 4rea promedio calculada por capilar adyacente
2 las fibras Tipo I, A y IIB. Ademas, en el Grupo Il de
czbzllos. mosird un incremento significative (P<0,005) en el
Zr== promadio de las fibras, asi como en el area promedio de
2s fioras Tipo |IB. Adicionalmente, el Grupo Il exhibié una
jucion significativa (P<0,005) en la capacidad oxidativa
traducido en disminucion en el % de fibras que reaccionan
intensamente a la NADH-diaforasa, y en los niveles de
actividad de las enzimas musculares CS y HAD. Del mismo
modo, se observé en estos caballos, la pérdida de correlacion
entre las enzimas CS y HAD. La carrelacion entre los niveles
de actividad sérica de las enzimas marcadoras del dafo
muscular CK, AST, ALT y LDH, en el Grupo Il de animales,
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fueron positvas y significativas (P<0,001). El incremento en la
actividad sérica de las enzimas CK y AST, exhibida en los
CPSC del Grupo I, presentaron correlacion con la fase de la
rabdomidlis. Los niveles de las mismas variaron de rangos
normales en la etapa subaguda y cronica (CK: 76 Ul/I-153U1/;
AST: 140U1/-284U1/1), hasta niveles méximos en etapa aguda
(CK: 172U11-10.000U1/1;  AST: 332U1/-15.000UlM1). Los
incrementos  significativos (P<0,005), en los niveles de
actividad sérica de la enzima AP, se relacionaron con el tipo
de estrés fisico al cual fueron sometidos los CPSC del Grupo
Il. La lecucitosis significativa (P<0,005) evidenciada en el
Grupo |l de caballos, se correspondié con la presencia de
células inflamatorias en el musculo esquelético de estos
animales, observadas por las técnicas de naranja de acridina y
Hematoxilina—eosina. Los hallazgos del presente trabajo,
sugieren que el entrenamiento y ejercicio fisico en los CPSC,
debe selecionarse, teniendo como base cientifica, las
caracteristicas atléticas propias de cada ejemplar, a objeto de
evitar la aparicién de la rabdomidlisis por ejercicio.

Palabras clave: Caballo Pura Sangre de Carrera, rabdomioli-
sis, musculo esquelético, histoquimica, bio-
guimica, hematologia.

ABSTRACT

In order to achieve objetives in the present study, muscular
biopsies were taken (by percutaneous puntion) of the M. G.
medius, as well as blood samples from fifty-one thoroughbred
horses (3-4 years old). Sixteen of these animals (Group 1),
were clinically healthy and inactive. The other thirty-five (Group
I), were in different phases of rhabdomyolysis produced by
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exercise (15 in subacute phase, 3 in acute phase, and 17 in
chronic phase). Histochesmitry results of samples of skeletal
muscle from Group I, showed when compared with the
Group | a preferential damage in Type |l fibers, disminution of
capillarity reflected by significative disminution (P<0.005) in
capillary index, and in capillaries adjacent to fibres Type lIA,
and significatively increased (P<0.005) in average fiber area
calculated by capillaries adjacent to fibres Type |, lIA y IIB.
Moreover, Group Il horses showed significant (P<0.005)
increment in averagre area of fibres, as well as in the average
area of fibres Type |IB. Additionally horses of Group Il
exhibited a significant (P<0.005) disminution in oxidative
capacity, manifested by disminution in % of fibres that
intensively reacted to NADH-diaforase staining, and in levels of
activity of muscular enzymes CS y HAD. A loss of correlation
between muscular enzymes CS y HAD was also observed in
these horses. The correlations between levels of serum activity
in enzymes CK, AST, ALT y LDH, in Group Il animals were
positve and significant. (P<0.001). Increment in serum activity
of enzymes CK y AST was seen in horses of Group I, showing
correlation with this phase aof rhabdomyoclysis. The levels of
activities of these enzymes varied from normal levels in
subacute and chronic phases (CK: 76 Ul/-153Ul/; AST:
140U1/-284Ul/), to maximum levels in acute phase (CK:
172U1/1-10.000U11; AST: 332U1/-15.000U1/1). Significant in-
crements (P<0,005), in the levels of serum activity of AP
enzyme were related to the type of physical stress applied to
horses of Group Il. The significant (P<0,005) leucocytosis
observed in Group Il was associated with the presence of
inflamatory cells in the skeletal muscles the of animals, shown
_ by acridine orange and Hematoxiline—eosine techniques.The
findings of the present study permit us to suggest that type of
training and physical exercise in thoroughbred racehorses
must be chosen on a scientific basis after having the athletic
characteristics of each individual, with the purpose of avoiding
the appearance of exertional rhabdomyolysis.

Key words: Thorcughbred racehorses, rhabdomyolysis, skele-
tal muscle, histochemical, biochemical, haemato-
logical.

INTRODUCCION

El musculo esquelético, posee muy limitadas vias de
respuesta (atrofia y necrosis segmental) a la gran diversidad
de agentes quimicos, fisicos o bioldgicos que son capaces de
provocar la alteracion de su homeostasis celular y por ende
conducir a la rabdomidlisis [30, 44, 53]. Segin Gabow y col.
[39], la rabdomidlisis se puede definir como un sindrome clini-
co y de laboratorio de etiologia multifactorial, y el dafio even-
tual reversible o irreversible de la fibra muscular esquelética,
se acompana de una alteracion del sarcolema que permite la
salida del contenido celular al fluido extracelular. Para Valberg
y col. [109], la rabdemidlisis por ejercicio significa literalmente,
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la disolucion del musculo esquelético por efecto del gjercicio. A
pesar de que este sindrome representa una condicion patolo-
gica muy bien reconocida por propietarios y entrenadores de
equinos, desde principios del siglo [76, 93, 102, 104, 118], la
etiologia y los procesos fisiopatélogicos subyacentes, perma-
necen aln desconocidos [8, 43, 107].

La sintomatologia de este sindrome se caracteriza por
presentar en uno o en ambos miembros pelvianos, un amplio
rango de alteraciones en la locomocién que van desde un en-
varamiento medio después de la realizacion de un ejercicio,
hasta la inmovilizacion (reluctancia a moverse). Asi mismo se
han asociado con el sindrome tumefacciéon de los musculos
afectados, dolor muscular a la palpacion, espasmos muscula-
res, sudoracion profusa, intranquilidad, incremento en la fre-
cuencia respiratoria, mioglobinuria, y en casos muy raros la re-
cumbencia y la muerte [5, 8, 31, 42, 43, 47, 48, 59, 65, 74, 75,
76, 79, 92, 102, 104, 107, 109, 110, 111, 113, 115, 115, 118].
Segun Beech [8], uno de los aspectos mas sobresalientes de
esta enfermedad, lo constituye el hecho de la caracteristica in-
termitente con la cual aparecen los signos clinicos, después
de la gjecucion de un ejercicio fisico.

En cuanto al diagnéstico de la rabdomiolisis por ejerci-
cio, muchos autores han coincidido en sefialar que este se ha
basado en historia clinica y en los hallazgos fisicos [8, 42, 43,
48, 75, 102, 118, 120]. El diagndstico confirmatorio del sindro-
me, se ha podido obtener con las pruebas de laboratorio, don-
de se han detectado incrementos en los niveles plasmaticos
de las enzimas marcadoras de dafio muscular, como son la
Creatin quinasa (CK), Aspartato aminotransferasa (AST), Aldo-
lasa y Lactato deshidrogenasa (LDH) [5, 8, 19, 39, 42, 43, 47,
48,49, 53, 62, 65, 92, 93,102, 104, 112, 120]. Asi mismo, Arighi
y col. [5], han indicado que si la mioglobinuria no se hace evi-
dente, el analisis de las concentraciones de mioglobina en la
orina, a través de los métodos cromatograficos [6] y espectrofo-
meétricos [12], podrian ser de gran utilidad en el diagndstico con-
firmatorio del sindrome. La deteccion de los incrementos en las
actividades séricas de las enzimas indicadas, asi como en la
concentracion de mioglobina en la orina, se ha asociado a las
alteraciones en la permeabilidad de las membranas celulares
(sarcolema) producidas por efecto del gjercicio [8, 42, 112, 118].

Segun Meginnis [76], la rabdomidlisis por ejercicio fue
descrita inicialmente por Willians en 1879 en la raza de caba-
llos de tiro, denominandose el sindrome, como enfermedad del
lunes por la mafiana. Hoy en dia, la rabdomiclisis por ejercicio
se ha descrito en otras razas de caballos como son: el Caballo
Pura Sangre de Carrera (CPSC), Trotones, Arabe, Appalousa,
Cuarto de milla, y en razas mestizas [48, 74, 75, 76, 92, 104,
110, 115]. Sin embargo, este sindrome no se ha limitado es-
pecificamente a estas razas de equinos y en general al caba-
llo, ya que existen reportes de sintomatologias similares. en
otras especies de animales salvajes [7], domésticos e incluso
el hombre [7, 13, 25, 30, 36, 39, 46, 53, 95, 97, 119].
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Por estar el ejercicio en el equino tan estrechamente re-
acionado con los trastornos miopaticos, la rabdomidlisis en
=siz especie ha sido referida con los nombres de rabdomidlisis
oor ejercicio [5, 9, 42, 43, 59, 65, 67, 70, 89, 92, 109, 111,

5], miopatia por ejercicio [48, 102, 104, 109] o simplemente
miopatia [47]. Asi mismo, los autores franceses han denomi-
nado a esta patologia muscular del CPSC, como la miopatia
del caballo de deporte [62]. Otros autores, basandose en la
sintomatologia clinica mas sobresaliente de este sindrome en
el caballo, como son: las alteraciones en la locomocion; los ca-
ambres de los musculos mas severamente afectados (los co-
2 las regiones lumbar, glutea y del miembro
= nmovilidad o atadura; la mioglobinuria y la hemo-
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inuria paralitica equina, mioglobinuria paroxistica del caba-
llo, miositis mioglébinﬂrica, hemoglobinemia paralitica [20, 43,
50, 64, 77, 109] y sindrome de inmovilizacién o atadura (tying-
up o cording-up) [41, 42, 47, 49, 65, 74, 76, 107, 120]. Otros
autores han utilizado la denominacién de azoturia [75], o bien
la combinacion de azoturia-tying-up [91]. Sin embargo para
Meginnis [75], el término azoturia significa literalmente nitrége-
no (azoe) en la orina, y es solamente en los Ultimos estados
de un ataque severo de rabdomidlisis, cuando se incrementan
los productos nitrogenados (hiperazuria), debido a las altera-
ciones renales [39, 53, 78, 97]. Por lo que Meginnis [75] reco-
mendo, la utilizacion del término de mioglobinuria paralitica, en
lugar de azoturia. Al mismo tiempo este autor, sefialé que exis-
ten diferencias significativas entre la azoturia y el tying-up (ata-
dura), una de ellas es que la azoturia afecta a los caballos de
tiro y tiene por lo general un desenlace casi siempre fatal,
mientras que el tying-up afecta preferiblemente a los CPSC y
trotones (raza de caballos de silla), y presenta un prondstico
favorable.

Esta variedad de denominaciones, podria ser conse-
cuencia de concepciones encontradas entre la veterinaria clini-
ca y la investigativa, de alli que el sindrome representa aun,
un tema controversial [9, 43, 109]. Para dar una idea de la ex-
tensién del problema, es de sefalar que ya en 1917 se plan-
teaba que “ninguna enfermedad del equino ha sido sujeta a
tantas teorias, hipotesis y sugerencias como ésfa” [75]. Del
mismo modo Stuck y Reinertson [104], puntualizaron que “el
vasto nimero de ideas publicadas sobre la patogénesis de
esta enfermedad, solamente es superada por la gran cantidad
de tratamientos aplicados en el campo”.

Rabdomidlisis por ejercicio equina

Incidencia

Valberg y col. [109], han indicado que son diversas las
causas y opiniones contradictorias que han surgido con res-
pecto a la incidencia del sindrome en el equino. En este senti-
do, se ha sefialado que puede existir predisposicion genética
para la instauracién del sindrome en el equino [70], tal aseve-

racién se ha podido corroborar en estudios relacionados con
ciertos disturbios metabélicos en el equino, como son: Iz glu-
cogenosis [10, 33, 45, 109, 110, 111, 112, 115, 116] y en las
miopatias mitocondriales [8, 43, 110], asi como tambien en la
pardlisis periddica hipercalémica [8, 24, 81, 110, 111].

Se ha sefalado que los CPSC que entrenan por prime-
ra vez, son mas susceptibles a sufrir de rabdomicdlisis por
ejercicio [8, 47, 74, 75, 109, 120]. Al mismo tiempo, se ha re-
portado que en los caballos de cualquier edad, sometidos a
trabajos para los cuales no han sido entrenados en forma
adecuada, es comuln observar la rabdomidlisis [5, 8, 48,
100,104, 105]. Estos dos casos, uno correspondiente al pro-
ceso de adaptabilidad de la fibra muscular al entrenamiento
[25], y el otro al éstres que sufre la musculatura esquelética
por efecto de la ejecucidn de un ejercicio, para el cual no se
ha acondicionado debidamente [36, 105], pueden producir
alteraciones en el equilibrio armonico celular [30], dafios en
la musculatura esquelética que estan en intima relacion con
la intensidad, duracién y tipo de trabajo al cual se sometan
los musculos [8, 72, 95, 109].

Una gran incidencia de casos de rabdomidlisis por ejer-
cicio en potros, se ha detectado por deficiencia de vitamina E y
de Selenio [38, 66]. Sin embargo, otros autores como Ronéus
y Hakarainen [91] consideran (sin restarle importancia al papel
que juegan los antioxidantes mencionados) que existe poca
correlacion entre la deficiencia de estos elementos y la precipi-
tacion del sindrome en el caballo.

Hormonas tales como la progesterona, estrégeno, cate-
colaminas y cortisol, se han asociado con la aparicién del sin-
drome en el caballo [112]. En este sentido, se ha reportado
mayor incidencia de la rabdomidlisis por ejercicio en las ye-
guas [46, 75]. Sin embargo Cohen y col. [27], no encontraron
en sus estudios una predisposicion preferencial en las yeguas.

Las alteraciones en el funcionamiento de la glandula ti-
roides, también han jugado un papel importante con la genesis
del sindrome en el equino [118]. En este sentido casi el 50%
de los caballos que presentaban el sindrome, fueron diagnosti-
cados posteriormente como hipotiroideos [118].

Oftras causas relacionadas con la aparicion del sindrome
lo constituyen el desbalance de electrolitos [8, 42, 47, 59, 100,
110], y la regulacion anormal del calcio (por alteraciones en la
funcién del sarcolema) [8, 9, 46, 67]. Con relacion al desequili-
brio electrolitico como factor predisponente de la rabdomidlisis
por ejercicio, existen autores como Hodgson [47] que han indi-
cado que el desbalance mas que una causa predisponente, es
un producto inmediato del sindrome, ya que uno de los signos
del sindrome, lo constituye la sudoracion profusa, debido al
estrés del animal por efecto del dolor muscular. También se ha
reportado una sudoracion copiosa en el equino, cuando éste
realiza ejercicio bajo condiciones de calor y humedad [59, 73,
100]. Esto ultimo se ha asociado con el mencionado desbalan-
ce [42, 59,100].
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Valberg y col. [109], han indicado que en el humano,
mas del 50% de los casos de rabdomidlis por ejercicio, estan
relacionados con trastornos en el metabolismo energético en
el musculo esquelético. Una aproximacion analoga, se ha de-
tectado en los caballos en la deficiencia de las enzimas mito-
condrial NADH CoQ reductasa [109], y fosfofrutquinasa [109,
110,113, 114].

Por otra parte, los defectos en el acoplamiento de la ex-
citacién-contraccion en la fibra muscular esquelética, también
se han relacionado con la aparicion del sindrome [9].

Por Gltimo, existen factores ambientales que pueden
contribuir a la instauracién del sindrome en el equino, entre
ellos son dignos de mencionar: temperaturas ambientales frias
acompafadas con humedad y fango (condiciones resbaladi-
zas) [92], condiciones inapropiadas de la pista [23, 27, 35, 54],
y la elaboracién (disefio y materiales) de las herraduras [54].

Etiopatogenia

La fisiopatologia de la rabdomidlisis por ejercicio en el
equino, permanece adn en la obscuridad [8, 43, 109]. A pesar
de esto, se ha aceptado hasta el momento que se trata de una
entidad patoldgica en la cual estan involucradas la produccién
y él acimulo excesivo de &cido lactico, combinado con una hi-
poxia local del musculo durante el ejercicio [9, 17, 20,74, 75,
76, 89, 104,118]. Lindholm y col. [65] y McEwen y Hullan [74]
han asegurado gue un descenso del flujo sanguineo en el
musculo esquelético durante el ejercicio puede producir una
hipoxia local, seguida de una reversién hacia el metabolismo
anaerdbico, con formacion y acumulo de acido lactico en el in-
terior de las fibras. Ademas, estos mismos autores, han pro-
puesto que las fibras de contraccion rapida (Tipo 1), son las
mas involucradas en la condicién patoldgica, probablemente,
debido a que presentan una serie de caracteristicas que las di-
ferencian de las fibras de contraccién lenta (Tipo 1), como
son: < irrigacion sanguinea [44], asi como una capacidad de
almacenamiento de glucogeno [64]. Segin Hodgson [47], de-
bido a estas dos caracteristicas basicas de las fibras Tipo I,
se ha podido sugerir que el acido lactico producido durante el
ejercicio por este tipo de fibra, es removido de forma muy len-
ta, acentuandose este fenomeno en los animales que comien-
zan el entrenamiento, o que son sometidos a pruebas para las
cuales no estaban debidamente entrenados. En asociacion
con el acimulo excesivo del acido lactico, se han reportado
ademas: T en las concentraciones de [H '], TCO2 [16, 121]}
de pH intracelular [17] y | ATP [65] entre otros cambios. Tales
condiciones, son las mas propicias para: T en el catabolismo
proteico (debido a los cambios redox intramiocelulares) [86], T
en la produccion de amonio (debido a la activacion de la enzi-
ma AMP desaminasa) [34, 80], T del acido urico [55], y conco-
mitantemente con esto, la lisis de la fibra muscular [36, 45,
86, 119].

La hipoxia local también puede acarrear una serie de al-
teraciones morfolégicas en las mitocondrias [51], y aln cuando
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estos organelos den una reaccién positiva a las enzimas oxi-
dativas por métodos histoguimicos, es posible que en ellos, la
fosforilacion oxidativa se encuentre sélo ligeramente acoplada
o desacoplada, comprometiéndose la produccion de ATP [61].

Por otra parte, se ha sefialado que la falla en los meca-
nismos de proteccién del masculo esquelético a los efectos to-
xicos de los radicales libres producidos durante el ejercicio
puede causar dafios irreversibles en las fibras musculares [57,
60]. En este sentida, se ha indicado que debido a la actividad
de los radicales libres {lipoperoxidacion) sobre las membranas
celulares y subcelulares, se puede producir alteraciones en la
permeabilidad de las mismas provocando la introduccion de
Ca’" al citosol [8, 60]. Los mecanismos de proteccion incluyen
entre otros las enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT) y glutation peroxidasa (GPX) [57, 60]. La deficiencia de
los mecanismos indicados, es mas manifiesta en las fibras
Tipa Il que en las Tipo |, ya que éstas ultimas ademas de tener
mayor capacidad oxidativa, poseen grandes cantidades de ca-
talasa [60]. Esta enzima segun Krotkiewski y Brzezinska [60],
esta catalogada de gran importancia en los procesos de desin-
toxicacion producidos por peroxido de hidrogeno (Hz 02).

Por otra parte, es interesante sefialar que durante el pro-
ceso de isquemia y reperfusion, se puede producir una dismi-
nucién en la actividad de las enzimas protectoras del estres
oxidativo [60].

Las alteraciones mencionadas en la permeabilidad del
sarcolema (producto de la llipoperoxidacién), puede perturbar
la homeostasis del Calcio (Caz) intramiocelular, trayendo como
consecuencia la proteolisis, y por ende la muerte celular [9, 46,
67, 101].

Ademas de los aspectos analizados, se ha indicado que
las alteraciones observadas en las fibras musculares esquelé-
ticas por el ejercicio, podrian estar también asociadas al efecto
mecanico de traccidn excenétrica, que se ejerce sobre las fi-
bras musculares esqueléticas, durante la ejecucion del ejerci-
cio [36, 37, 63].

+

Lesiones

Macroscopicas: Las principales masas musculares
afectadas por el sindrome, exhiben después de un atague de
rabdomiolisis por ejercicio, una tumefaccion media, y la pre-
sencia de franjas o zonas palidas de tejido [48, 118].

Histolégicas: Los analisis bajo un microscopio de luz,
revelan que la tumefaccion media, se debe a un edema interti-
cial. Asi mismo, las franjas palidas de tejido, son fibras muscu-
lares esqueléticas que han perdido mioglobina. Ademas de lo
indicado, se han reportado como lesiones: la fragmentacion de
las fibras, la degeneracion hialina, la calcificacion, y la presen-
cia de células inflamatorias. Adicionalmente, otro hallazgo his-
tolégico lo ha constituido la regeneracion [3, 3, 7, 48, 65,
74,118].
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Ultraestructurales: Estas se pueden resumir en: altera-
ciones mitocondriales y del sistema sarcotubular; degenercion
miofibrilar y de los capilares intramusculares; necrosis seg-
mental e infiltracién de células inflamatorias [5, 65, 82,105,

‘,2}.

Evaluacion histoquimica

De los trabajos histoquimicos realizados por Lindholm y
col. [65] y corroborados por Mc Ewen y Hulland [74], ha emer-
gido la idea que los cambios miodegenerativos producidos por
el ejercicio fisico, se acentian mas en las fibras de contraccion
rapida o Tipo Il. Al mismo tiempo, con el analisis histoquimico
de las enzimas fosfatasa alcalina (AlPasa), fosfatasa acida
(AcPasa) y esterasa, se ha podido realizar una evaluacion his-
toquimica de los gambios miodegenerativos de las fibras Tipo
I, asi como evidenciar la presencia de lisosomas [3, 65, 115].
Ademas de esto, Van den Hoven [115], ha reportado con el
uso de los métodos histoquimicos, la aparicion (al octavo dia
aparicion del conjunto de sintomas que acomparian a la rabdo-
midlisis por ejercicio en el equino), de fibras que reaccionan a
las enzimas denominadas NADPH regenerantes (malato
NADP * Oxidorreductasa; isocitrato NADP * Oxidorreductasa;
glucosa-6-fosfato NADP ¥ Oxidorreductasa), pertenecientes a
la via de las pentosas fosfato. Seguln este autor, debido a la
crisis energética que sufren las fibras musculares esqueléticas
por los dafos a nivel mitocondrial, se activa en las fibras en re-
gensracidn, una via alterna de produccion energética, como lo
epresentia. Iz via de |la pentosa fosfato.

Por otra parie, los andlisis histoquimicos realizados a
biopsias musculares de caballos que sufren de glucogenosis
por deficiencia de la enzima fosfo fructoquinasa (PKF), han de-
tectado la presencia de vacuolas subsarcolémicas e intracito-
plasmaticas en las fibras Tipo Il. Estas vacuolas reaccionan in-
iensamente al PAS y son resistentes a la digestion con la
><-amilasa [109, 110, 113, 114].

El musculo esquelético del CPSC (mas que el de cual-
quier otro animal doméstico), estd expuesto a eventuales inju-
rias, debido a las exigencias que de forma constante, se le im-
primen a estos érganos activos de la locomocién. Por esto, el
musculo esquelético de esta raza de equinos, constituye un in-
ieresante modelo de andlisis de plasticidad de cambios de
=dapiacion fisioldgica al estimulo del ejercicio [40], asi como
bien para interpretar los cambios miodegenerativos ocurri-
dos por el efecto del ejercicio fisico. En este contexto de ideas,
la falta en Venezuela de una verdadera coordinacion entre el
hipismo como deporte y las bases fisioldgicas del mismo, con-
lleva a la no-existencia de criterios estandarizados sobre el
tipo de entrenamiento que debe emplearse, de acuerdo a las
caracteristicas atléticas propias de cada ejemplar. Esto Ultimo
motivo la presente investigacion, con la cual se intenté diluci-
dar las diferentes etapas del proceso de rabdomidlisis por ejer-
cicio en el CPSC venezolano, tomando en consideracion ade-
mas que por el caracter multifactorial del sindrome [39], muy
probablemente existen en el pais una serie de factores predis-

ponentes tales como son: las condiciones climaticas (calor y
humedad); las caracteristicas de la pista de carrera; y tipo de
entrenamiento, manejo y alimentacion que reciben los CPSC
criollos, que en forma integral o aislada inciden y hacen mas
proclives a nuestros ejemplares, a sufrir injurias en el sistema
locomotor. Para alcanzar los objetivos del presente trabajo, se
empled desde un punto de vista integracionista varias herra-
mientas metodologicas utilizadas en los estudios mioldgicos,
como lo constituyen: la histoquimica, bioguimica y niveles séri-
cos de las enzimas marcadoras del dafio muscular.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion

Para realizar la presente investigacion se tomaron mues-
tras del M.G.medius (biopsias por puncién percutanea) y de
sangre (por venipuntura de la V. jugularis externa) a cincuenta
y un (51) yeguas de edades comprendidas entre 3-4 afios. Se
analizaron dos (2) grupos de ejemplares. El Grupo |, fue de
dieciséis (16) yeguas CPSC criollas que se encontraban para
el momento del muestreo en condiciones inactivas por un pe-
riodo de noventa (90) dias y clinicamente sanas. Este grupo
control de animales, se ubico en el Haras “Los Samanes”, si-
tuado en Belén, Edo. Carabobo. El Grupo Il de CPSC, se en-
contraba para el momento de la toma de las muestras, en fase
de entrenamiento en el Hipédromo “La Rinconada” en la ciu-
dad de Caracas. El Grupo |l de animales, estaba integrado por
treinta y cinco (35) ejemplares que presentaban diferentes fa-
ses de la rabdomidlisis por ejercicio, quince (15) en la fase su-
baguda del sindrome, tres (3) en la fase aguda y diecisiete
(17) en la fase crénica. A cada animal se le abrio una historia
clinica que contemplaba ademas de la resefa, los resultados
de los andlisis clinicos, los tratamientos farmacoldgicos pres-
critos, asi como la evolucidn de la enfermedad.

Muestras de misculo

Las muestras se tomaron de la porcion ventral del M. G.
medius, siguiendo la técnica de biopsia muscular por puncién
percutanea descrita por Lindholm y Piehl, [64]. Se utilizoé para
la toma de las muestras, la aguja de biopsia muscular disefia-
da por Bergstrém [10]. Todas las muestras de musculo, fueron
obtenidas a una profundidad (aprox. 6 cm) y en un area simi-
lar, considerando para ello referencias anatémicas concretas,
sugeridas por Lopez-Rivero y col. [68].

Analisis histoquimico

Los especimenes de biopsia muscular destinados para
histoquimica, se montaron en discos de corcho cubiertos con
papel de aluminio y fueron cubiertas con el medio de embebi-
miento OCT (Tissue tek., Miles Sci USA) sumergiéndose luego
en isopentano en frio (-60°C) por 2-3 minutos. Posteriormente,
las muestras se almacenaron en nitrégeno liquido hasta su
procesamiento. Se realizaron secciones transversales seria-
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das de un espesor de 6y (para el anaranjado de acridina [87] y
10 en un criostato (marca Cryo-cut, Amerian Optical Corpora-
tion) a —20°C, siendo montadas sobre una laminilla o cubreob-
jeto, para realizar las reacciones histoguimicas para la Adeno-
sina trifosfatasa miofibrilar (ATPasa miosinica), a un pH de
preincubacién alcalino (10,3) Padycula y Herman [85], y pHs
de preincubacion &cido (4,8, 4,6 y 4,37) Brooke y Kaiser [15]; y
reaccién para la Nicotinamida adenina dinucledtido reducida
(NADH-diaforasa) [84].

Los capilares, se visualizaron utilizando el método reco-
mendado por Henckel [44], basado en la presencia de muco-
polisacaridos que reaccionan con el PAS, tinéndose tanto el
glucogeno de las fibras como la membrana basal del endotelio
capilar. Para observar los capilares, el glucogeno previamente
es digerido por la o<-amilsa-PAS, quedando identificados los
mucopolisacaridos de la membrana basal de las fibras y de los
capilares [1].

Sobre las micrografias en blanco y negro, tomadas a
esta reaccién (ec-amilasa-PAS) y con la ayuda de un anali-
zador de imagenes (LADD Microcomputer Graphic Data
Analyser System), se determiné el drea promedio de cada
tipo de fibra (I, A y 1IB). La densidad capilar (capila-
res/mm?), el indice capilar (N® de capilares/N° de fibras), el
N° de capilares adyacentes a cada fenotipo de fibra (I, 1A'y
IIB), siguiendo el protocolo descrito por Brodal y col. [14].
Adicionalmente, se calculé el area promedio capilar adya-
cente a cada tipo de fibra (I, 1A y 1IB).

La clasificacion de los miofenotipos de fibras, se realizé
segun la nomenclatura propuesta por Brooke y Kaiser [15] (Ti-
pos |, llA y lIB). Ademas, también se tomé en consideracion
las recomendaciones de Andrews y Spurgeon [2], contandose
un minimo de 200 fibras en cada muestra.

El potencial metabdlico oxidativo de las fibras muscu-
lares esqueléticas, se estimé como alto (A), medio (M) o
bajo (B), dependiendo de las intensidades de reaccion para
la Nicotinamida adenina dinucleotido reducida (NADH-diafo-
rasa), FIG. 1.

Citoquimica

Para la visualizacion de los macrofagos, asi como de
los lisosomas dentro de las fibras musculares esqueléticas
afectadas por el sindrome, se utilizé el naranja de acridina
(3,6-bis-dimetilamino-caridina) [87], ya que este colorante
ha demostrado tener afinidad por las hidrolazas acidas liso-
somales [18, 30].

Histologia

Las observaciones de las alteraciones morfoldgicas de
las fibras musculares esqueléticas, asi como la presencia de
infiltrados celulares, se realizaron usando la tincion Hematoxili-
na-eosina [32].
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FIGURA 1. EN ESTA MICROGRAFIA SE ILUSTRAN LA
REACCION HISTOQUIMICA PARA LA NADH-diaforasa EN
UNA SECCION TRASVERSAL CORRESPONDIENTE A UN
CABALLO DEL GRUPO I. NOTESE LA PRESENCIA DE FI-
BRAS QUE REACCIONAN INTENSAMENTE (A), MEDIANA-
MENTE (B) Y DE FORMA BAJA (B) A LA NADH-diaforasa.
LA BARRA REPRESENTA 100m.

Andlisis bioquimico

Las muestras destinadas para este fin, se congelaron in-
mediatamente en nitrégeno liquido y se colocaron en papel de
aluminio, luego se almacenaron en nitrégeno liquido hasta su
analisis.

Las actividades de las enzimas analizadas fueron: citrato
sintetasa (CS: En 4.1.3.7) (como un marcador del potencial
oxidativo mitocondrial) y la p-Hidroxiacil. CoA- deshidrogenasa
(HAD: En 1.1.1.35) (como un marcador del potencial lipolitico).
Las actividades de estas enzimas, se analizaron ‘usando la
técnica fluorométrica descrita por Lowry y eol. [69], a 25°C, ex-
presando los resultados en: M/ min. X gramo de peso himedo
de tejido.

Muestras de sangre

Las muestras de sangre se obtuvieron por venipuntura
de la V. jugularis externa de los animales analizados, toman-
dose aproximadamente10 mL de sangre (por duplicado) en tu-
bos estériles al vacio. Uno de los tubos contenia EDTA Na2
(anticoagulante), para el anélisis de los parametros hematolo-
gicos: Es importante sefialar que para la toma de las mues-
tras, se siguieron las recomendacicnes de Stewart y col. [103],
en cuanto a que durante la recoleccién de las muestras de
sangre en el equino, se debe evitar la excitacion del ejemplar,
ya que podria producir falsos incrementos en el hematocrito,
hematies y hemoglobina, atribuido esto ultimo a la contraccion
esplénica, seguida de una estimulacion simpatica o adrenérgi-
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== Del mismo modo, y siguiendo las sugerencias de Collins

2= muesiras de sangre se tomaron a ejemplares que

=nto del muestreo no se hubieran sometido a ejer-

e (aprox. 24 horas). Por ultimo las muestras de

obtuvieron en todos los animales en reposo, previo

= toma de las biopsias de musculo. Tales precauciones evi-

=ron posibles alteraciones en los valores bioquimicos sangui-
neos y hematologicos.

|
M ||; )
| i

11
(1]
W

2dz muesira de sangre destinada para la determina-
ciividad de las enzimas séricas, se centrifugd a
=P\ por 20 minutos en una centrifuga marca Damon
£ suero obtenido se almacené en congelacion a
cor un tiempQ maximo 3 dias, hasta su posterior analisis
. Lz determinaciéon de la actividad de las diferentes enzi-
mas en las muestras de suero se realizé mediante métodos
colorimétricos. Usando kits comerciales (Laboratorio Wiener) y
la lectura se realizé en un espectrofotémetro marca Shimsdzu
UV-120-020.

1. Se determinaron los niveles séricos de las enzimas si-
guientes: creatin quinasa (U.l.B. 2.7.3.2.; CK), aspartato amino
transferasa (U.l.B. 2.6.1.1.; AST), alanina aminotransferasa
(U.I.B. 2.6.1.2.; ALT), lactato deshidrogenasa (U.l.B. 1.1.1.27;
LDH) y fosfatasa alcalina (U.l.B. 3.1.3.1; AP). Los resultados
se expresaron en Unidades Internacionales (Ul)/litro.

2. Se analizaron las concentraciones séricas de Na*, K
y CI, a través de un fotometro de llama, expresando los resul-
tados en mEq/L.

Pruebas hematologicas

1. Se determind la concentraciéon de hemoglobina, usan-
2o un hemoglobinémetro marca Coulter Electronic, expresan-
do los resultados en g/L.

2. El hematocrito se determind, usando el método mi-
crohematocrito, los resultados se expresaron en porcentaje (%).

3. El contaje de globulos rojos y blancos, se realizo a tra-
=s de un contador electrénico marca Coulter Counter (coulter
Slactronics), modelo FZ 40, expresando los resultados del

contaje globulos rojos x 10 21, y el de los glébulos blancos x
10°/L.

Analisis estadistico

Se utilizo el test de “i" de student para comparar parejas
de grupos [83]. Las correlaciones, se obtuvieron por el método
de los cuadrados minimos [83].

RESULTADOS

Tipos de fibras

La identificacion de los tipos de fibras musculares sobre la
base de las reacciones a la ATPasa miofibrilar, a pHs de preincu-
bacién alcalino y acido, permitié establecer en las muestras anali-
zadas tres (3) tipos de fibras musculares que de acuerdo con la
clasificacion de Brooke y Kaiser 15, corresponden a las fibras
Tipo |, lIA y lIB. Asi mismo, los estudios de las muestras revela-
ron un aumento significativo (P<0,005) en el porcentaje de fibras
Tipo liA y una disminucidn de igual significacién en % de fibras
Tipo IB, al cotejar al Grupos I, con los ejemplares del Grupo |,
TABLA L.

i’otencial metabdlico oxidativo

En la TABLA Il, se muestran los resultados del analisis
cualitativo (expresado en %), del potencial metabodlico oxida-
tivo de las fibras musculares correspondientes a las mues-
tras analizadas. En esta TABLA Il, se hace evidente que en
los ejemplares del Grupo Il, el % de fibras que reaccionan
de forma intensa a la NADH-diaforasa, han disminuido de
forma significativa (P< 0,005), con relacién a los Grupos |.
Asi mismo, al comparar el % de fibras que reaccionan de
forma mediana a la NADH-diaforasa, entre los dos grupos
de animales estudiados, se observd un aumento significativo
(P< 0,005) de este tipo de fibras en los caballos del Grupo I,
con relacién a los Grupos |. En este sentido, al establecer la
correlacion entre los % de fibras alta y medianamente oxida-
tivas, entre las medianamente oxidativas con las de reaccion
baja a la NADH-diaforasa correspondientes a los caballos

TABLA |
PROMEDIO * ES, DE LOS TIPOS DE FIBRAS EXPRESADOS EN PORCENTAJE (%) EXISTENTES EN EL M.G.medjus DE
UNA MUESTRA DE CINCUENTA Y UN (51) CABALLOS PURA SANGRE DE CARRERA VENEZOLANOS, DE EDADES
COMPRENDIDAS ENTRE 34 afios (Grupo 1) INACTIVOS (Grupo Il) CON RABDOMIOLISIS

Grupos CPSC Fibras tipo
(%)
Tipo | ~ Tipo A Tipo 1IB
Grupo | (n=16) 10,04 £ 0,57 33,68 0,20 55,23 £ 0,37
Grupo Il (n=35) 10,33+ 0,14 55,47 + 0,26*** 34,57 £ 0,21

005
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del Grupo I, se observo gue fueron negativas y significativas
(P<0,01), TABLA XILI.

Area promedio de los tipos de fibras

El analisis de las microfotografias tomadas a la reaccion
o-amilasa-PAS, determind que existe un aumento significativo
(P<0,005) en el area promedio de las fibras en los caballos del
Grupo Il, en comparacion con el correspondiente a los ejem-
plares del Grupo |. Por otra parte, se evidenciaron aumentos
significativos (P<0,005) en el area promedio de las fibras Tipo |
y Tipo 1IB, pertenecientes a los caballos del Grupos |l, con las
pertenecientes a los del Grupo | de caballos, TABLA III.

Capilaridad

Los resultados del andlisis estadistico de la densidad ca-
pilar (cap./mm?) e indice capilar (N°cap./N°fibras), capilares
adyacentes a cada tipo de fibra (I, A y 1IB) y el area promedio
calculada por capilar adyacente a cada tipo de fibra (1, II1A y
1IB), se exhiben en las TABLAS IV, V y VI. El analisis de tales
variables revelaron que existe una disminucion significativa en
la capilaridad de los ejemplares del Grupo ll, con relacion a los
caballos de los Grupos |. En este sentido, se evidenciaron dis-
minuciones significativas (P< 0,005), en el indice capilar, TA-
BLA IV, y en capilares adyacentes a las fibras Tipo lIA
(P<0,005), en el Grupo |l de caballos, con respecto al Grupo |,
TABLA V. Asi mismo, se observo un incremento significativo
(P<0,005), en el area calculada por capilar adyacente a las fi-
bras Tipo |, 1A y IIB, en el Grupo Il, al compararlas con el Gru-
po |, TABLA VI. Por ofra parte, el efecto del entrenamiento en
el Grupo Il de caballos, se reflejé por un incremento significati-

ano /s oude

Im

vo (P< 0.003) en |z densidad capilar, al cotejar esta variable
con el Grupo |, TABLA V.

Analisis bioquimico

En la TABLA VII, se exhiben los resultados del analisis
de las determinaciones de las enzimas musculares (expresa-
das en Mmol/min x g de peso hiimedo de tejido: citrato sintasa
(CS) y B-Hidroxiacil-CoA-deshidrogenasa (HAD). En esta TA-
BLA VII, es evidente la disminucion significativa (P<0,005) en
los niveles de actividad de las enzimas CS y HAD, correspon-
dientes a los ejemplares del Grupo Il, con relacion a los caba-
lios de los Grupos |. Al establecer la correlacion entre las acti-
vidades de las enzimas musculares HAD y CS en los grupos
de caballos, se observo que dicha correlacion perdia significa-
cion en el Grupo Il de animales, al comparar con la existente
en los ejemplares del Grupo |, TABLA XI.

Analisis de ciertos parametros bioquimicos a nivel sérico

1. Analisis de la actividad sérica de creatin quinasa (CK),
lactato deshidrogenasa (LDH), aspartato aminotrasferasa
(AST), alanina aminotrasferasa (ALT) y fosfatasa alcalina (AP).
Como muestra la TABLA VIII, las concentraciones séricas de
la enzima AP, correspondientes al Grupo |l de ejemplares, pre-
sentd un incremento significativo (P<0,005), con relacion a los
niveles de actividad de esta enzima, en los Grupos |. Ademas,
se evidencio un incremento en el Grupo Il de caballos, para los
niveles de actividad séricas de la enzimas CK y AST, con rela-
cion al otro grupo de caballos.

En otro orden, al establecer las correlaciones entre los
niveles de la enzima AP vy los correspondientes a las enzimas

TABLA Il
PROMEDIO  ES, REACCION HISTOQUIMICA DE LAS FIBRAS MUSCULARES ESQUELETICAS A LA ENZIMA
NADH-diaforasa, EXPRESADO EN PORCENTAJE (%) EXISTENTES EN EL M.G.medius DE UNA MUESTRA DE CINCUENTA
Y UN (51) CABALLOS PURA SANGRE DE CARRERA VENEZOLANOS, DE EDADES COMPRENDIDAS ENTRE 3-4 afios
(Grupo 1) INACTIVOS (Grupo Il) CON RABDOMIOLISIS

Grupos CPSC

% NADH-diaforasa +

Alta
2460+ 0,58
12,52 + 0,28 ***

Grupo | (n=16)
Grupo Il (n=35)

Media Baja
34,80+ 0,96 29,57 £ 0,54
58,18 + 0,33 *** 23,66 + 0,47

** P< 0,005

TABLA 1l
PROMEDIO + ES AREA PROMEDIO DE LOS TIPOS DE FIBRAS (I, llA Y 1IB) EXPRESADAS EN m? EXISTENTES EN EL
M.G.medius DE UNA MUESTRA DE CICUENTENTA Y UN (51) CABALLOS PURA SANGRE DE CARRERA VENEZOLANOS,
DE EDADES COMPRENDIDAS ENTRE 3-4 afios (Grupo |) INACTIVOS (Grupo Il) CON RABDOMIOLISIS

Area promedio de las fibras Area Promedio de Tlpos de fibras
Grupos CPSC (pm?) (um?)
Tipo | Tipo 1A Tipo 1B

Grupo | (n= 16)
Grupo Il (n= 35)

3.001,86 * 643,26
4.277,70 £ 1415,97**

2.080,24 £ 696,51
3.002,24 + 663,33

2.816,92 = 714,62
3.066,58 + 992,66

4729 + 1.147,89
6.314,95 + 2.480,59***

=*P< 0,005
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TABLA IV
PROMEDIO * ES, DE LA DENSIDAD CAPILAR (cap./mm?) E INDICE CAPILAR (N° cap./N° fibras), EXISTENTES EN EL M.G.
medius DE UNA MUESTRA DE CINCUENTA Y UN (51) CABALLOS PURA SANGRE DE CARRERA VENEZOLANOS, DE
EDADES COMPRENDIDAS ENTRE 3-4 aios (Grupo I) INACTIVOS, (Grupo 1l) CON RABDOMIOLISIS

Grupos CPSC

Densidad capilar

indice capilar

(cap./mm?) {N°cap./N°fibras)
Grupo | (n= 16) 436,75+ 7,12 2,11+ 0,019 ***
Grupo Il (n= 35) 614,31+ 8,4 *** 1,80 £ 0,016

* P< 0,005

TABLA V
PROMEDIO * ES, NUMERO DE CAPILARES ADYACENTES A CADA TIPO DE FIBRA (I, lIA Y IIB) EXISTENTES EN EL M.G.
medius DE UNA MUESTRA DE CINCUENTA Y UN (51) CABALLOS PURA SANGRE DE CARRERA VENEZOLANOS, DE
EDADES COMPRENDIDAS ENTRE 3-4 afios (Grupo |) INACTIVOS, (Grupo Il) CON RABDOMIOLISIS

Grupos GPSC CAP. Aday. A Cada Tipo De Fibra
Tipo | Tipo IIA Tipo IIB
Grupo | (n= 16) 4,38 + 0,05 5,15 + 0,05 5,30+ 0,07
Grupo Il (n= 35) 5,07 + 0,051 4,39 + 0,028** 5,34 + 0,04
=** P<0,005 7

TABLAVI
PROMEDIO + ES, AREA PROMEDIO CALCULADA POR CAPILAR ADYACENTE A CADA TIPO DE FIBRA (I, IA Y lIB),
EXPRESADAS EN pmm? EXISTENTES EN EL M.G.medius DE UNA MUESTRA DE CINCUENTA Y UN (51) CABALLOS PURA
SANGRE DE CARRERA VENEZOLANOS, DE EDADES COMPRENDIDAS ENTRE 3-4 afios (Grupo I) INACTIVOS, (Grupo II)
CON RABDOMIOLISIS

Grupos CPSC Area promedio Calculada por CAP Ady. A Cada
Tipo de fibra (umm?)
Tipo | Tipo 1A Tipo 1IB
516,08 + 10,35 553,12+ 9,3 696,64 + 8,8

Grupo | (n=16)

Grupo Il (n= 35) 606,19+ 7,9 %

709,06 + 11,43 *** 1.194,96 + 24,7 ***

= £<0,01; *** P<0,005

ST v ALT, en el Grupo Il de caballos, no se observo correla-

~on enire estas variables. Esto mismo, se evidencié en los ca-
ozlios de los Grupos |, TABLA XII. Sin embargo, al establecer
~orrelacion entre los niveles de actividad sérica entre las enzi-
mas ’“K AST ALT y LDH en el Grupo |l de animales, estas fue-

“““““ 2s y significativas (P<0,001), TABLA XI.

[}

n relzcidn a los valores séricos de los electrolitos
= T =spresados en mEg/l) analizados en la presente in-
2 2 TABLA IX. Se puede observar que

oo | 2= cznalies. un nivel sérico para el Na™ ma-
7= .= = gue presentan los caballos del

Anazlisis hematologico

En la TABLA X, se muesiran los resulizdos del analisis
nematologico (hematies, hematocrito. hemoglobina y leucoci-
ios). Se puede observa que los caballos del Grupo Il, presen-
tzn una leucocitosis altamente significativa (P<0,005), asi
como un aumento no significativo (P<0,05), en la concentra-
cion de hemoglobina, con relacion al Grupo | de ejemplares.

m

TABLA VI
PROMEDIO # ES, DE LAS ACTIVIDADES DE LAS
ENZIMAS MUSCULARES CITRATO SINTETASA (CS) Y
B-OH-ACYL-CoA DESHIDROGENASA (HAD),
EXPRESADAS EN (mol/g/minuto), EXISTENTES EN EL
M.G.medius DE UNA MUESTRA DE CINCUENTA Y UN (51)
CABALLOS PURA SANGRE DE CARRERA
VENEZOLANOS, DE EDADES COMPRENDIDAS ENTRE 34
afos (Grupo 1) INACTIVOS, (Grupo Il) CON
RABDOMIOLISIS

Grupos CPSC CS HAD
Grupo | (n=5) 25,87 £ 0,64 12,36 % 6,51
Grupo Il (n=10) 4,33 + 2,38 ** 5,29 £2,9**

DISCUSION

La selectividad del dano a las fibras de contraccion rapi-
da (Tipo Il) evidenciada en los ejemplares del Grupo Il, por la
rabdomidlisis por gjercicio, concuerda con descripciones pre-
vias de la enfermedad en el equino [5, 47, 48, 65, 74, 92, 104,
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TABLA Vil
PROMEDIO * ES, DE LAS ACTIVIDADES SERICAS DE LAS ENZIMAS CREATIN QUINASA (CK), LACTATO
DESHIDROGENASA (LDH), ASPARTATO AMINO TRANSFERASA (AST), ALINA AMINOTRASFERASA (ALT) Y FOSFATASA
ALCALINA (AP), EXPRESADAS EN Ul/l, EXISTENTES EN UNA MUESTRA DE CINCUENTA Y UN (51) CABALLOS PURA
SANGRE DE CARRERA VENEZOLANOS, DE EDADES COMPRENDIDAS ENTRE 34 afios (Grupo I) INACTIVOS, (Grupo 1)
CON RABDOMIOLISIS

Grupo CPSC CK LDH AST ALT AP
Grupo | (n=16) 198,21 +7,9 198,54 £ 7,7 271+4.2 15,56 £ 0,43 1244+ 2,8
Grupo Il (n= 35) 612,60 £ 47,4 202,30 + 2,1 390,3 £ 14,05 34,4+1,29 178,9 + 2,02 ***
*** P< 0,005

TABLA IX
PROMEDIO * ES, DE LOS NIVELES SERICOS DE LOS ELECTROLITOS Na’, K'Y CL” EXPRESADOS EN mEd/l,
EXISTENTES EN UNA MUESTRA DE CINCUENTA Y UN (51) CABALLOS PURA SANGRE DE CARRERA VENEZOLANOS, DE
EDADES COMPRENDIDAS ENTRE 3-4 aiios (Grupo I) INACTIVOS, (Grupo Il) CON RABDOMIOLISIS

Grupo CPSC Na * K* cr
Grupo | (n=16) 133,8+0,28 3,57 £ 0,045 100,86 + 0,55
Grupo Il (n=35) 1359+ 0,13 * 3,710,022 101,33+ 0,3
*P< 0,025

TABLA X
PROMEDIO * ES, DE LOS NIVELES HEMATOLOGICOS (HEMATIES, HEMATOCRITO, HEMOGLOBINA Y LEUCOCITOS)
EXISTENTES EN UNA MUESTRA DE CINCUENTA Y UN (51) CABALLOS PURA SANGRE DE CARRERA VI_ENEZOLANOS, DE
EDADES COMPRENDIDAS ENTRE 3-4 aiios (Grupo I) INACTIVOS, (Grupo Il) CON RABDOMIOLISIS

Hematies Hematocrito Hemoglobina Leucocitos
Grupos CPSC (X102 1) (%) (grdl) (X 10°0)
Grupo | (n=16) 7,11 +£0,1 40,11 £ 0,45 13,87 £ 0,18 7,05+0,13
Grupo Il (n=35) 7,13+ 0,04 41,40 £ 0,20 14,89 £ 0,05 8,83 + 0,07 **

*** P< 0,005

115, 118]. Observaciones similares, se han realizado durante
el estudio de la rabdomidlisis por ejercicio en el hombre
[36, 37] vy en el conejo [63]. Sin embargo, Salminen y Kilhis-
trom [95] reportaron en ratones sometidos a ejercicios de re-
sistencia que las partes profundas de los masculos vasto me-
dial, vasto lateral, y especialmente vasto intermedio, junto con
el musculo sdleo y la porcion profunda del musculo tibial ante-
rior, fueron las mas afectadas. Es importante hacer la acota-
cién de que en las partes profundas de los mencionados mus-
culos y muy particularmente en el musculo soleo, predominan
las fibras de contraccion lenta o del Tipo | [95]. Salminen y
Kilnlstrém [95] sefialaron ademas que esta propension al dafno
en las partes profundas (rojas) de los musculos citados, se
deba a un sindrome de compresion isquémica, que de forma
particular afecta los compartimientos no expansibles de los
musculos, como lo constituyen las partes rojas de éstos. De
alli que estos autores propusieran que los dafios exhibidos,
son del tipo inducido por hipoxia y no del tipo mecénico. A dife-
rencia de lo sefalado para la rabdomidlisis por ejercicio en el
hombre, donde las lesiones en las fibras musculares, son del
tipo mecanico o una combinacion hipoxico-mecanico [36]. Por
otra parte la selectividad del dafio de las fibras Tipo I, se ha
sefialado en la tenotomia [116]; la desnervacién [33]; el desu-
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so [71]; la isquemia [53]; en las glucogenasis por deficiencia
de maltasa acida [50] en la deficiencia de la enzima fosfofruc-
toquinasa [109, 110, 113, 114]; el hipotircidismo [58]; el aldos-
teronismo primario [58]. La miopatia de etiologia desconocida
con agregados tubulares en las fibras Tipo Il [78]; la miastenia
gravis [26] y la administracion cronica de dantrolene sédico
[99]. ¥

La disminucion significativa (P<0,005) en el % de fibras
que reaccionan intensamente a la NADH-diaforasa (lo cual se
interpreté como una disminucion en la actividad mitocondrial,
causada por la rabdomidlisis), evidenciada en el Grupo Il de
caballos, TABLA Il, se acompaiié en algunos ejemplares de
este grupo, con una disminucion en el area promedio de las fi-
bras Tipo lIA, y de un incremento significativo (P<0,005) en el
grosor de las fibras Tipo 1IB, TABLA lll. Estos resultados se
corresponden con los reportes previos de McEwen y Hulland
[74] y Van den Hoven y cal. [115] en CPSC afectados por el
sindrome. De igual modo, y en concordancia con los autores
citados, los CPSC afectados por la rabdomidlisis por ejercicio
analizados en la presente investigacion, presentaron un incre-
mento significativo (P<0,005) en el % de fibras que reaccionan
de forma media a la NADH-diaforasa. Dichas fibras (de reac-
cion media a la NADH-diaforasa), estaban constituidas en su
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TABLA X1
CUADRO MATRIZ DE CORRELACIONES

Tipos de fibras

NADH-diaforasa

NADH-diaforasa Enzimas Séricas

(%) (%) (%) [(9170))
| A 1B A M B CS HAD CK AST AT LDH AP
A -50*
B -82* 05
A 14 20 -16
G M .12 -24 AT -82*%
R B -3 21 39 -18 -25
U cs 28 16 -25 19  -11  -04
P HAD 11 -18 -26 ,34 ,02 -56 ,58*
O  AST | 41
I ALT 48,29
LDH 42 - 10 15
AP 36 47 23 .25
HA - 74*
B  -50* -21
A 45  -31 25
G M -21 A7 0 - 58
R B -21 -21 4 -34 -56*
U cs 16 09 -39 -02 A1 -07
P HAD 51* -09 -72* .38 33 ,09 38
0  AST ,99*
I ALT ,99*  9g*
- R R
AP .08 -07 -15 -08

= P<0,01;*P<0,05

===n mayoria por fibras Tipo IIA, anormalmente pequefas,
. 2. Observaciones similares, se han reportado en la des-
nervacion [90], la atrofia espinal crénica [53] y en la isquemia
[21]. Contrariamente a lo indicado, en la miopatia experimental
por cortisona, Vignos y Greene [117] reportaron un incremento
=n l= intensidad de reaccion histoquimica a las enzimas oxida-
Tw==_ Segdn sefalan estos autores, tal fendmeno obedece a
m me=c=mvsmo compensatorio del misculo a las alteraciones

<

me=noic=as nducidas por el esteroide.

U

smwnucion en el % de fibras que reaccionan inten-
NADH-diaforasa, en el Grupo Il de ejemplares,
"""""""" punto de vista bioquimico, con una
n de igual significacién (P<0,005) en los niveles
enzimas oxidativas citrato sintetasa (CS) y B-Hidroxi-
oA-deshidrogenasa (HAD), TABLA VII. Estas disminu-
omes. en conjunto con la pérdida de correlacién entre los

m— mmm— a

== =

(=1}

AL

[T

-

|

=n una marcada perturbacién metabdlica en la oxida-
n cel sustrato terminal en estos caballos afectados por e
drome. Estos hallazgos que coinciden con los preseniz-

W 0 wn

dos en trabajos relacionados con procesos miodegenerativos
de diferente etiologia, tales como la miopatia por deficiencia
energética [77], la miopatia por efecto de la crotoxina [98],
miopatia isquémica [51], miopatias mitocondriales [4], y miopa-
tias tirotdxicas [58]. En concordancia con estos trabajos, tales
hallazgos permitien sugerir que en los procesos miodegenera-
tivos, donde han ocurrido alteraciones en las mitocondrias, se
puede producir un desacoplamiento de la fosforilacion oxidati-
va, traduciéndose esto en una crisis energética en el ambito
de las fibras musculares esqueléticas.

(4.277,7 £ 1.415,9 um?), TABLA IlI, pr
a la presencia de fibras Tipo | :
m? - 5.005 m?) y fibras Tipo

grosor 2.091m?* 112222
llazgos apoya
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radas, 6 en proceso de regeneracién) [45, 105, 119], 6 bien fi-
bras musculares esqueléticas edematosas [13].

Con relacion a la capilarizacién en el Grupo I, las varia-
bles indice capilar, TABLA IV, capilares adyacentes a las fi-
bras Tipo llA, TABLA V y area promedio por capilar adyacente
a las fibras Tipo |, lIA y 1IB, TABLA VI, revelaron una disminu-
cién marcada en la capilaridad de estos ejemplares, al cotejar
éstas variables, con las correspondientes a los caballos sanos
e inactivos (Grupo 1). Observaciones similares a la disminucion
en la capilaridad, se han descrito en la dermatomiositis [22] y en
la atrofia por desnervacion [21, 52].

El grado de severidad del dafio muscular, se reflejo en la
magnitud de los niveles séricos de las enzimas CK y AST, los
cuales variaron desde niveles normales en la etapa subaguda y
crénica (rangos CK: 76 UI-153UIM; AST: 140UI1-284Ul/) de la
rabdomidlisis, hasta niveles maximos en etapa aguda (rangos
CK: 172UI1-10.000UI1; AST: 332UI1-15.000U1/1) Concomitante-
mente, las correlaciones de los niveles séricos de actividad de
las enzimas CK, AST, ALT y LDH en el Grupo I, fueron positivas
y significativas (P<0,001), TABLA XI. Siendo igual a lo antes
mencicnado, constituye un apoyo a la investigacion de otros au-
tores [5, 8, 19, 39, 42, 43, 47, 48, 49, 53, 62, 65, 92, 93,102, 104,
112, 120] quienes han sugerido que la elevacion simultanea en
los niveles séricos de estas enzimas marcadoras del dafio mus-
cular, pueden ser utilizados como indice de una necrosis muscu-
lar progresiva.

Es importante acotar sobre autores [112] que mencionan
que los incrementos en los niveles de actividad de las enzimas
CK y AST, no necesariamente se acompafan con los signos
- agudos de |a rabdomidlisis (contractura y dolor muscular).

Por otra parte, los niveles séricos obtenidos de los anima-
les controles Grupo |, son comparables con los observados por
Yamaoka y col. [120] en CPSC en otras latitudes.

La AP, es una enzima que se encuentra presente en dife-
rentes tejidos, siendo las de mayor concentracion serica las
isoenzimas de origen Gseo y hepatico [79]. Es de gran peso mo-
lecular y se localiza en los microsomas intracelulares [79, 94]. El
aumento de la AP en el equino adulto, se ha asociado con la AP
hepética, probablemente como consecuencia del estrés en el or-
ganismo durante la actividad fisica, asi como también por efecto
de mayor produccion de corfisol endégeno [49]. Este ultimo
evento, se ha utilizado como indice del nivel de esfuerzo fisico
[49]. En este contexto, los incrementos significativos (P<0,005)
observados en los niveles séricos de la enzima AP en el Grupo |l
de caballos, TABLA VIII, podrian tener alguna relacién con el tipo
de estrés fisico al cual fueron sometidos estos animales.

La falta de correspondencia entre los niveles de actividad
de AP y los de las enzimas CK y AST, observada en el Grupo |l
de caballos, TABLA X, discrepa con las observaciones de Islas y
col. [49] y de Rose y col. [93], realizadas en cabalios sometidos a
ejercicio de gran resistencia. Sin embargo, tal divergencia se po-
dria explicar por el hecho de que las muestras de sangre obteni-
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FIGURA 2. EN ESTA MICROGRAFIA SE ILUSTRAN LA
REACCION HISTOQUIMICA PARA LA NADH-diaforasa EN
UNA SECCION TRASVERSAL CORRESPONDIENTE A UN
CABALLO DEL GRUPO Il. NOTESE LA PRESENCIA DE Fl-
BRAS ANORMALMENTE PEQUENAS QUE REACCIONAN
DE FORMA MEDIA A LA NADH-diaforasa. LA BARRA RE-
PRESENTA 100m.

das de los caballos del Grupo |l, provenia de ejemplares que
se encontraban en distintas etapas del sindrome (etapa suba-
guda, aguda y cronica).

Los niveles séricos de K™ (3,57+ 0,045 mEg/l) en los caba-
llos del Grupo |, coinciden con los niveles de potasio normales en
el CPSC, reportados por Arighi y col. [5] y por Koterba y Carlson
[59]. Por otra parte, la presencia de niveles séricos normales de
potasio en Grupo Il (3,57+ 0,045 mEq/l) TABLA IX, coincide con
los planteamientos de Tate y col. [106] quienes han sefalado
que el mantenimiento de niveles séricos normales de K, en
animales afectados de rabdomidlisis, probablemente obedece
a la salida de K sarcoplasmatico. Asi mismo estos autores
han observado en el canino que el grado de severidad de las
lesiones musculares, no presenté correlacion con la disminu-
cién en los niveles séricos de K'. Estos resultados, disienten de
la teoria defendida por Knochel y Schiein [56], los cuales sugirie-
ron que el K juega un papel muy importante en la etiopatogenia
de la rabdomidlisis.

En cuanto a los incrementos significativos (P<0,025) en los
niveles séricos de Na®, TABLA IX asi como en el aumento no
significativo (P<0,05) en la concentracion de hemoglobina, TA-
BLA XlI, observadas en los caballos del Grupo I, podrian ser
consecuencias de la sudoresis que presentaban algunos caba-
lios, tal como lo planteé Hogdson [47].

La leucocitosis significativa (P<0,005), evidenciada en los
ejemplares del Grupo ll, se correspondié, con la presencia de cé-
lulas inflamatorias en el musculo esquelético de estos animales,
observadas por las técnicas de acridina de naranja, FIG. 3, y por
la tincién de Hematoxilina-eosina, FIG. 4. Descripciones similares
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FIGURA 3. TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA, DE UNA
SECCION LONGITUDINAL DEL M.G.medius, CORRESPON-
DIENTE A UN CPSC DEL GRUPO Il. NOTESE LA DEGENE-
RACION DE ZENKER (HIALINA O CEREA), ASi COMO LA
PRESENCIA DE INFILTRADOS CELULARES (CABEZA DE
FLECHA). LA BARRA REPRESENTA 100m.

FIGURA 4. REACCION CITOQUIMICA DEL NARANJA DE
ACRIDINA DE UNA SECCION TRANSVERSAL DE UNA
MUESTRA DE M.G.medius, DE UN EJEMPLAR DEL GRUPO
1. NOTESE LA PRESENCIA DE MACROFAGOS (CABEZAS
DE FLECHA). LA BARRA REPRESENTA 100m.

a éstas, se han reportado en procesos inflamatorios del mus-
culo como en la rabdomidlisis idiopatica recurrente [96] y en la
rabdomidlisis por ejercicio en el hombre [97].

CONCLUSIONES

Esta muy bien documentado que el entrenamiento pro-
duce en el musculo esquelético (cuando esta dirigido en for-
ma adecuada), cambios en relacién a los parametros co-
ciente de fibras IIA/IIB, capacidad oxidativa, areas prome-

dios de los principales miofenotipos de fibras I, HA y 1B, y
capilaridad. Sin embargo, cuando el entrenamiento se efec-
tia de forma inapropiada (en términos de distancia, tiempo y
velocidad), se produce a nivel de la fibras musculares, y de
su irrigacion un cuadro histopatoldgico descrito en la literatu-
ra como rabdomiclisis equina por ejercicio. En el presente
estudio, se pudo observar en los CPSC afectados por el sin-
drome un dafio preferencial en las fibras de contraccién rapi-
da Tipo Il, disminucion en la capilaridad, y en la capacidad
oxidativa, incremento en la actividad sérica de las enzimas
CK, AST y AP, lecucitosis que se correspondi6 con la pre-
sencia de células inflamatorias en el misculo esquelético de
estos animales. Estos hallazgos podrian ser de gran interés,
no solo en el contexto de lo que debe ser un entrenamiento
adecuado para el caballo como atléta, sino también indicati-
vo de lo que las técnicas histopatoquimica, bioquimica y la-
nalisis hematologicos, son aplicables a la practica del entre-
namiento del PSC, podrian constituir un soporte para el de-
sarrollo del hipismo cientifico venezolano.
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