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RESUMO

O presente estudo teve como objetivos avaliar o efeito da suplementagdo de cromo
quelatado (Cr) ou de L-carnitina (LC) na aptiddo fisica e na morfometria das fibras
musculares de potras da raca Mangalarga Marchador. Treze potras foram distribuidas em trés
grupos: Cr (n=4; 10 mg/dia de cromo quelatado); LC (n=4; 10 g/dia de L-carnitina) e
Controle (n=5; sem suplemento). Os animais foram exercitados em esteira ergométrica e
caminhador automatico em dias alternados, de terca a domingo, durante 42 dias. Nos dias 7
(Teste 1), 21 (Teste 2) e 42 (Teste 3) foram realizados testes de marcha em esteira
ergométrica com 5 min de aquecimento (1,7 m/s) seguidos por 30 min de marcha (3,5 m/s e
3% de inclinagdo). Avaliou-se a frequéncia cardiaca (FC), a lactatemia (Lac), a glicemia (Gli)
e a concentracao sérica de triglicérides (Trigl) antes do exercicio, a cada 5 minutos durante os
trés Testes de marcha e durante a recuperacdo dos Testes 1 e 3. Foram realizadas biopsias
musculares do Gluteus medius na primeira e na sexta semanas de treinamento. As amostras
foram submetidas a coloracdo histoquimica de mATPase e foram determinados a proporcao
do tipo de fibras por campo analisado (%N), o valor médio da area de seccdo transversal
(AMST) e a area total relativa (%ATR) ocupada por cada tipo de fibra muscular. Nao houve
efeito (P>0,05) da suplementacdo de Cr ou de LC na FC, Lac, Gli ou Trigl durante os testes
de marcha nem na etapa de recuperacdo. Com 21 dias de condicionamento (Teste 2), ja houve
reducdo (P<0,05) da FC e da Lac mensuradas durante os Testes de marcha, mas ndo houve
efeito do condicionamento (P>0,05) nas fases de recuperacdo. Gli e Trigl ndo sofreram efeito
do condicionamento (P>0,05). Ndo foram observadas alteracdes (P>0,05) na (%N) das fibras
do tipo I, 1A e 11X. Apds o condicionamento, o Cr e a LC aumentaram (P<0,05) a AMST das
fibras tipo I, enquanto a LC também provocou aumento (P<0,05) da AMST das fibras do tipo
I1A e o Cr provocou diminui¢do (P<0,05) da AMST das fibras do tipo I11A. Houve aumento
(P<0,05) da %ATR das fibras do tipo | ap6s o periodo de condicionamento. O
condicionamento aerobio combinado a suplementacdo de Cr ou de LC resulta em alteragdes
morfometricas das fibras musculares aumentando suas propriedades metabolicas oxidativas,
mas nao altera o desempenho de potras da raca MM submetidas a testes de marcha em esteira

ergométrica.

Palavras chave: aptiddao fisica, biopsia muscular, equino, ergogénicos, nutricao



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effect of dietary supplementation of chelated
chromium (Cr) or L-carnitine (LC) on fitness and on morphometry of muscle fibers of
Mangalarga Marchador fillies. Thirteen fillies were divided into three groups: Cr (n=4, 10
mg/day of chelated chromium); LC (n=4; 10 g/day of L-carnitine) and control (n=5; without
supplementation). The animals were exercised on a treadmill and automatic walker on
alternate days, from Tuesday to Sunday, during 42 days. In day 7 (Test 1) , 21 (Test 2) and 42
(Test 3) marcha tests were performed on a treadmill with 5 min warming (1.7 m/s) followed
by 30 minutes of marcha gait (3.5 m/s and 3 % slope). We evaluated the heart rate (HR),
blood lactate (Lac), blood glucose (Glu) and serum triglycerides (Trigl) before exercise, every
5 minutes during the three marcha tests and during the recovery of tests 1 and 3. Gluteus
medius muscle biopsies were performed in the first and sixth weeks of conditioning program.
The samples were subjected to histochemical mATPase staining and were determined the
proportion of the type fibers per field examined (% N), the average of the cross-sectional area
(ACSA) and the relative total area (RTA%) occupied by each type muscle fiber. There was no
effect (P>0.05) of Cr of LC supplementation at HR, Lac, Glu or Trigl during the tests or in the
recovery stage. 21 days of conditioning program (Test 2) have decreased (P<0.05) the HR and
Lac measured during the marcha tests, but there was no effect of conditioning (P>0.05) in the
recovery stage. Glu and Trigl was not affected by conditioning program (P>0.05). There was
no changes (P>0.05) in (% N) of fibers of type I, IlA and 11X . After conditioning, the Cr and
LC increased (P<0.05) the ACSA of type | fibers, while the LC also caused an increase
(P<0.05) in ACSA of type IlA fibers and Cr caused a reduction (P<0.05) in ACSA of type 1A
fibers. There was an increase (P<0.05) in the RTA% of type | fibers after the conditioning
period. The aerobic conditioning combined with Cr or LC supplementation results in
morphological changes of muscle fibers by increasing their oxidative metabolic properties,
but does not change the performance of the MM fillies subjected to marcha tests on a

treadmill.

Keywords: ergogenics, equine, fitness, muscle biopsy, nutrition
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui 0 quarto maior rebanho de equinos do mundo, com mais de 5,3
milhdes de cabegcas (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 2012). A raca Mangalarga Marchador possui origem brasileira, tem mais de 200
anos de selecdo e € a raca de equinos mais numerosa e importante do pais. Em 2013, foram
realizados 349 eventos nos diversos Estados do Pais com o julgamento de 23.875 animais. Em
Janeiro de 2014, contabilizou-se 8.239 associados e 624.337 animais inscritos (Comunicacéo
pessoal’). Esses nimeros comprovam a grandeza da raca Mangalarga Marchador, que gera
cerca de 43.000 empregos diretos e mobiliza 200.000 pessoas indiretamente (Santiago, 2013).

A principal caracteristica da raca Mangalarga Marchador é seu andamento natural: a
marcha. Nesse andamento, a dindmica de movimentagédo a quatro tempos ndo permite a perda
de contato com o solo. Ja no trote, principal andamento natural da maioria das racas equinas,
h& momento de suspensdo dos quatro membros entre a troca de apoio dos bipedes diagonais.
A principal modalidade de competicdo da raca sdo os Concursos de Marcha, nos quais o
animal percorre uma pista oval por 20 a 70 minutos na marcha, sem descanso e em velocidade
constante média de 12 km/h (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS CRIADORES DO
CAVALO MANGALARGA MARCHADOR, 2009). Essas caracteristicas tornam 0s equinos
da raca Mangalarga Marchador atletas singulares que devem ser visualizados de maneira
particular, uma vez que seu andamento difere significativamente da movimentacao das racas
de trote e as demais modalidades equestres ndo possuem condi¢es semelhantes as de um
Concurso de Marcha.

Devido a importancia nacional da raca Mangalarga Marchador, surge a necessidade de
elaboracdo de estratégias nutricionais, de manejo e de treinamento, cientificamente
comprovadas, capazes de melhorar o desempenho atlético desses animais nas provas de
marcha. Dentre as estratégias nutricionais, as substancias dietéticas ergogénicas sdo aquelas
que melhoram o desempenho durante o exercicio ao promover 0 aumento de velocidade, forca
ou resisténcia (Harris e Harris, 2005). O cromo e a L-carnitina sdo substancias com potencial
ergogénico para equinos atletas, pois podem atuar no metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas, o que pode aumentar a disponibilidade de energia para o exercicio e postergar o

inicio da fadiga. Apesar da suplementacdo de cromo para éguas da raca Mangalarga

! Comunicagdo pessoal da Associagdo Brasileira dos Criadores do Cavalo Mangalarga Marchador, Belo
Horizonte (MG) em 21 de fevereiro de 2014.
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Marchador ter resultado em menores valores de frequéncia cardiaca ap6s a realizacdo de
testes de marcha a campo (Prates et al., 2009; Jorddo et al., 2010), ainda ha necessidade de
confirmacéo dos efeitos dessa substancia durante o exercicio utilizando condic¢Ges controladas
de testes em esteira ergométrica. Por outro lado, ainda ndo ha relatos na literatura dos
beneficios da suplementacdo de L-carnitina para equinos atletas da raca Mangalarga
Marchador.

A realizacdo de biopsias musculares em equinos fornece informacgdes sobre a
composicdo estrutural e as caracteristicas bioguimicas das fibras musculares. Essas
informacOes podem ser utilizadas para acompanhar as alteracbes ocasionadas pelo
desenvolvimento, nutricdo, administracdo de nutracéuticos ou farmacos, para prescrever e
monitorar programas de treinamento e também para realizar diagndstico e prognostico de
doencas neuromusculares. Ha relatos de utilizacdo dessa técnica para descrever a composi¢do
muscular das ragas nacionais Mangalarga Paulista (Roncati et al., 2004) e Brasileiro de
Hipismo (D’Angelis et al., 2006), mas ainda ndo ha descricdo do uso dessa técnica em
equinos da raca Mangalarga Marchador.

A realizacdo do presente estudo foi motivada pela necessidade de comprovacdo dos
beneficios da suplementacdo do cromo, pela caréncia de dados sobre a atuacdo da
suplementacdo de L-carnitina e pela inexisténcia de descricdo da técnica de bidpsia muscular
em equinos da raca Mangalarga Marchador. Dessa forma, esse estudo teve como objetivos
avaliar o efeito da suplementacdo nutricional de cromo quelatado ou L-carnitina na aptiddo
fisica e na morfometria das fibras musculares de potras da raca Mangalarga Marchador

durante o periodo de condicionamento fisico aerobio.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Raca Mangalarga Marchador, Concursos e Testes de Marcha

A raca de equinos Mangalarga Marchador € responsavel pelo maior e mais
representativo rebanho equino do Brasil e 0 estado de Minas Gerais € 0 que apresenta 0 maior

nimero de animais e criadores (Lima et al., 2006). E uma raca brasileira de equinos de sela
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com aproximadamente 200 anos de selecdo. Originou-se na regido Sul do estado de Minas
Gerais por meio do cruzamento de animais Puro Sangue Lusitanos com éguas nativas da
regido (Casiuch, 1997). A Associacdo Brasileira dos Criadores do Cavalo Mangalarga
Marchador (ABCCMM) foi fundada em 1949 e, atualmente, é a maior associacdo de raca
equina da América Latina, detentora do maior nimero de associados e de animais inscritos
(Lima et al., 2006).

No ano de 2013, foram realizados 349 eventos oficializados pela ABCCMM nos
diversos Estados do Pais, com o julgamento de 23.875 animais. Em Janeiro de 2014,
contabilizou-se 8.239 associados, 54 nucleos de criadores no pais e quatro ndcleos no exterior
(Argentina, Estados Unidos, Alemanha e Italia). Foram registrados 26.908 nascimentos e,
atualmente, sdo 624.337 animais inscritos entre registro definitivo e provisério. De 2009 a
2013 foram comercializados 27.675 animais em 615 leildes chancelados pela ABCCMM
(Comunicagdo pessoal?).

Essa raca destaca-se por sua beleza, docilidade, qualidades zootécnicas e versatilidade.
Os animais da raga Mangalarga Marchador atendem ao tipo “sela internacional” e possuem
porte médio, estrutura forte e bem proporcionada, expressdo vigorosa e sadia, temperamento
docil e ativo (ASSOCIAQAO BRASILEIRA DOS CRIADORES DO CAVALO
MANGALARGA MARCHADOR, 2007). Seus exemplares conquistaram admiradores em
todo pais e no exterior, alcancando expressiva expansao nacional e internacional (Cabral et
al., 2004). Atualmente, animais dessa raca tém sido exportados para paises como Bélgica,
Holanda, Portugal, Israel, Canada, Uruguai, Peru, Estados Unidos da América, Alemanha,
Congo, Argentina, Franca, Austria e Italia (Comunicacao pessoal?).

A caracteristica mais importante dos equinos da raca Mangalarga Marchador é seu
andamento singular: a marcha, a qual é conceituada pela ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS
CRIADORES DO CAVALO MANGALARGA MARCHADOR (2007) como um andamento
marchado, natural, simétrico, de quatro tempos, com apoio alternado dos bipedes laterais e
diagonais, intercalados por momentos de triplice apoio. Esse andamento € de origem genética
e resulta da coordenacdo neuromotora dos movimentos e também de medidas morfométricas
adequadas ao desempenho dessa fungéo (Pinto et al., 2005).

A sequéncia de apoios caracteristica da marcha ocorre em consequéncia da
dissociagdo do avanco do bipede diagonal, permitindo que o animal permaneca

constantemente em contato com o solo durante a locomocéo. Essa dindmica de movimentagéo

2 Comunicagéo pessoal da Associacéo Brasileira dos Criadores do Cavalo Mangalarga Marchador, Belo
Horizonte (MG) em 21 de fevereiro de 2014.
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favorece a manutencédo da estabilidade de seu tronco, o que proporciona maior comodidade ao
cavaleiro (Rezende, 2006). Como consequéncia da comodidade, resisténcia e rusticidade,
equinos da raca Mangalarga Marchador sdo frequentemente utilizados em diversas
competicdes como provas de marcha, enduros, cavalgadas, provas funcionais e de
maneabilidade.

O Concurso de Marcha € a principal prova da raca Mangalarga Marchador e, nessa
prova, 0s animais desenvolvem um percurso em pista oval na marcha em velocidade
constante e sem descanso. De acordo com a ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS
CRIADORES DO CAVALO MANGALARGA MARCHADOR (2009), as provas de marcha
oficiais da raca devem ser realizadas na velocidade média de 12 km/h (3,33 m/s) e ter duracéo
méaxima de 70 minutos, preservando-se o tempo minimo de 20 minutos. Durante a prova,
arbitros credenciados pela ABCCMM avaliam seis quesitos: gesto de marcha, comodidade,
estilo, adestramento, rendimento e regularidade, e entdo classificam os animais de forma
comparativa.

Prates et al. (2009) realizaram simulacdo do Concurso de Marcha e caracterizaram-no
como exercicio de intensidade submaxima ao considerar a frequéncia cardiaca dos animais, a
qual ndo ultrapassou 187 batimentos por minuto (bpm) durante a prova. Wanderley et al.
(2010) constataram que os animais da raca MM desempenharam tipico esforco de baixa
intensidade e média duracdo durante o Concurso de Marcha ao considerarem as baixas
concentracdes de lactato sanguineo obtidas ao final do exercicio (2,64 mmol/L). Apesar do
desconhecimento da composicdo da fibra muscular de equinos da raca MM, Jorddo et al.
(2010) registraram concentragdo de lactato de 2,09 mmol/L ap6s 50 minutos de simulagdo de
Concurso de Marcha, o que pode indicar boa capacidade oxidativa das fibras musculares de
equinos dessa raga. Segundo os autores, a baixa concentracdo de lactato pode ser justificada
pela intensidade do exercicio, considerado subméaximo, e, portanto, com predominio da via
oxidativa de producao de energia.

Um dos quesitos de avaliacdo da qualidade da marcha é a capacidade do animal em
manter a regularidade durante toda a prova, locomovendo-se com passadas amplas, aliadas a
fortes movimentos de impulsdo, mantendo o tronco semirrigido, com movimento apenas da
cintura peélvica e dos membros (Nascimento, 1999). Portanto, Concursos de Marcha exigem
resisténcia e condicionamento fisico adequados dos animais, o que pode ser adquirido com
programas de treinamento e nutri¢do especificos para esta modalidade equestre.

Estudos com animais da raca Mangalarga Marchador tém utilizado simulagdes de

Concurso de Marcha para avaliar o condicionamento fisico dos animais. Esses testes de
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marcha geralmente s&o realizados a campo, em pista oval e podem ter duracdo fixa de, por
exemplo, 30 minutos (Wanderley et al., 2010), 50 minutos (Prates et al., 2009; Jordao et al.,
2010), ou ter duracdo limite determinada por respostas cardiovasculares e metabdlicas como
150 bpm de frequéncia cardiaca e 4 mmol/L de lactatemia no trabalho de Abrantes et al.
(2012) e de 200 bpm e 4 mmol/L no trabalho de Marelli e Freire (2013).

Ainda ndo ha relatos de simulacbes de testes de marcha realizados em esteira
ergométrica. Entretanto, Garcia et al. (2010) monitoraram a frequéncia cardiaca (FC) de éguas
da raca Mangalarga Marchador durante sessfes de treinamento em esteira ergométrica. Apds
0 periodo de aguecimento, 0s animais executaram 30 minutos de marcha em velocidade que
variou de 3,6 a 4,4 m/s entre os animais e correspondeu a 80% do “limiar anaerobio”. A
média de FC aos 10, 20 e 30 minutos de marcha foram, respectivamente, 165; 161 e 159 bpm
e ndo diferiram entre si (P>0,05), mas reduziram para 148; 145 e 142 bpm ap6s 42 dias de

treinamento (P<0,05).

2.2.  Suplementacdo nutricional de cromo

O cromo (Cr) é um micromineral envolvido no metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas por potencializar a atividade de insulina (Mertz, 1993; Lukaski, 1999). Um dos
beneficios propostos do modo de acdo do Cr consiste na amplificagdo do mecanismo de
sinalizacdo da insulina por meio da ligacdo de quatro ions de Cr a cromodulina e posterior
ligacdo dessa molécula ao receptor de insulina (Vincent, 2000). Também possui efeito no
crescimento, resposta imune e interagdo com acidos nucléicos (McDowell, 2003). Apesar dos
potenciais beneficios da suplementagcdo nutricional de cromo para equinos, até o presente
momento ndo existem evidéncias da essencialidade deste micromineral e tampouco foi
estabelecida a exigéncia nutricional de Cr para essa espécie (NUTRIENT..., 2007).

O Cr ¢ apresentado em varios estados de oxidacdo e ocorre nas valéncias de -2 a +6,
mas a forma trivalente é a mais estavel e de maior predominancia nos sistemas bioldgicos
(McDowell, 2003). A biodisponibilidade desse micromineral geralmente é baixa,
apresentando valores de 0,5% a 3% (Offenbacher et al., 1986) e a taxa de absorcao do Cr
inorganico parece ser inversamente proporcional a sua quantidade na dieta (Pechova e

Pavlata, 2007). Entretanto, na forma de compostos organicos, como picolinato de cromo,
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nicotinato de cromo, cromo-aminoacido, cromo-levedura e cromo quelatado, o cromo possui
maior absor¢cdo. Segundo Anderson e Kozlovsky (1985), formas naturais, como cromo-
levedura, podem atingir taxa de absor¢éo de 10 a 25%.

Pesquisas sobre os beneficios da suplementacdo de Cr para equinos tém produzido
resultados contrastantes. Potros de sobreano suplementados com tripicolinato de cromo
apresentaram maior taxa de metabolizacdo de glicose em resposta aos testes de tolerdncia a
glicose e de sensibilidade a insulina. Também apresentaram menor concentracdo plasmatica
desse acUcar ao longo do dia, embora a suplementacdo de Cr ndo tenha atuado no crescimento
ou no desenvolvimento dos animais (Ott e Kivipelto, 1999). Entretanto, a suplementacéo
diaria de 5 mg de tripicolinato de cromo para éguas sedentarias ndo provocou beneficio em
resposta aos testes de tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina. Além disso, ndo houve
alteracdo das concentracGes sanguineas de glicose, insulina, acidos graxos nao esterificados e
cortisol (Gentry et al., 1999).

A estimulagdo do sistema imune pela suplementacdo de Cr foi manifestada como
maior producdo de imunoglobulinas, menores concentraces sanguineas de cortisol e reducédo
da morbidade de bezerros de corte (Chang e Mowat, 1992; Moonsie-Shageer e Mowat, 1993;
Mowat et al., 1993) e vacas leiteiras (Burron et al., 1993). A suplementacéo diaria de 5 mg de
tripicolinato de cromo para éguas sedentarias resultou em maior proliferacdo de linfdcitos
(P<0,09) em resposta ao teste de Pokeweed mitogen, o qual avalia a resposta imunoldgica
celular diante de um antigeno novo ao organismo equino. Porém, nenhuma resposta foi
detectada (P>0,10) quando os linfocitos foram incubados com o virus da influenza, o qual €
um antigeno comum a espécie equina (Gentry et al., 1999). Os autores sugeriram que a
inconsisténcia da atuacdo da suplementacdo do cromo na resposta imune deveu-se a condi¢do
ndo estressante em que 0s animais encontravam-se, uma vez que trataram-se de éguas adultas
sedentérias higidas que receberam dieta de mantenca (Gentry et al., 1999).

Tem sido sugerido que a suplementagdo de cromo reduz as concentragdes sanguineas
de insulina e aumenta a metabolizacdo da glicose em humanos diabéticos do Tipo 2 e em
obesos, mas ndo tem beneficios no metabolismo da glicose em individuos saudaveis (Lukaski,
1999; Cefalu et al., 2002). Estes resultados poderiam explicar a auséncia de beneficios
encontradas em trabalhos realizados com equinos saudaveis, entretanto, em estudo que
avaliou a suplementacdo de 5 mg diérias de cromo durante 16 semanas para equinos obesos e
com laminite, a concentragdo sanguinea de insulina em repouso e a sensibilidade a insulina

dos animais suplementados foram semelhantes ao grupo controle (Chameroy et al., 2011).
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Estudos com humanos executando exercicios intensos mostraram que a excrecao
urinéria de Cr aumentou e, por isso, 0 exercicio regular pode esgotar os estoques de Cr
(Anderson et al., 1988; Volpe et al., 2001). Além da compensacdo das perdas de Cr, a
suplementacdo desse micromineral para atletas também tem como objetivo aumentar a massa
muscular ao incrementar a captacdo de aminoéacidos pelas células que os incorporam a
proteina muscular. Isto ocorre pela via de potencializacdo dos efeitos da insulina (Volpe et al.,
2001).

Pagan et al. (1995) suplementaram equinos em exercicio com levedura enriquecida
com Cr na dose de 5 mg diarias durante 14 dias e encontraram concentragdes sanguineas
menores de cortisol (P<0,05) e glicose (P<0,05) e maior de triglicérides (P<0,05) em resposta
ao exercicio de animais suplementados. Por outro lado, ndo houve efeito nas respostas de
insulina (P<0,10), lactato (P=0,08), frequéncia cardiaca ou glicerol. SituacGes de estresse,
doenca (Mertz, 1993) e exercicios intensos (Anderson et al., 1988; Volpe et al., 2001)
aumentam a excrecdo urinaria de Cr e, segundo Pagan (1995), o estado do animal de
deficiéncia ou ndo de Cr é um fator determinante para qualquer resposta a suplementacéo.
Dessa forma, Pagan et al. (1995) sugeriram que o efeito da suplementacdo em algumas
variaveis de seu experimento esta relacionado ao fato de que os animais foram submetidos a
um programa de condicionamento fisico por muito tempo antes do periodo experimental, o
que pode ter contribuido para 0 aumento da excrecdo urinaria de Cr e sua consequente
deficiéncia. Ja no trabalho de Vervuet et al. (2006), realizado com suplementacdo diaria de
4,15 ou 8,3 mg de Cr durante 21 dias para equinos em exercicio, ndo houve nenhum
beneficio da suplementacdo tanto no metabolismo de glicose ou de insulina quanto nas
variaveis de aptiddo fisica avaliadas em repouso e em exercicio. Nesse caso, a intensidade e a
duracdo do periodo de condicionamento do experimento de Vervuet et al. (2006) pode ndo ter
sido suficiente para provocar deficiéncia de Cr e, consequentemente, ndo houve resposta a
suplementacdo desse mineral.

Em trabalhos realizados com equinos da raca Mangalarga Marchador em treinamento
a campo para provas de marcha, a suplementagdo diéria de 5 ou 10 mg de Cr quelatado por 24
dias apresentou efeito positivo na frequéncia cardiaca (P<0,05) obtida logo apds o final de 50
minutos de testes de marcha (Prates et al., 2009). A suplementacéo diaria de 10 mg por 29
dias diminuiu a frequéncia cardiaca logo apds o final de 50 minutos de teste de marcha e
também proporcionou menor frequéncia cardiaca durante a recuperacdo apds o exercicio
(Jordao et al., 2010). Por outro lado, Rezende et al. (2014) avaliaram a bioquimica sérica e a

leucometria dos animais utilizados por Prates et al. (2009) e ndo encontraram efeito da
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suplementacdo de Cr nas concentragdes plasmaticas de glicose e lactato, nas concentraces
séricas de triglicérides, insulina e cortisol e na contagem de leucdcitos totais. Esses resultados
sugerem que a suplementacéo de Cr tem beneficios apenas no sistema cardiovascular (Prates
et al., 2009; Jord&o et al., 2010), mas nao atua nas demais variaveis metabolicas (Prates et al.,

2009) de equinos em exercicios de intensidade submaxima como as provas de marcha.

2.3.  Suplementacgdo nutricional de L-carnitina

L-carnitina (LC) é uma amina quaternaria hidrossolivel que esta naturalmente
presente nos micro-organismos, plantas e animais. Nos animais, as maiores concentragdes de
carnitina sdo encontradas na musculatura cardiaca e esquelética (Bremer, 1983). E
componente das enzimas carnitina-acil-transferase |, carnitina-acil-transferase Il, as quais
estdo envolvidas no transporte de &cidos graxos de cadeia longa através da membrana
mitocondrial (Nelson e Cox, 2011) e sugere-se que atua como reguladora da taxa de utilizacéo
de gordura durante o exercicio. Também participa no tamponamento da concentracdo
mitocondrial de acetilCoA (Alkonyi et al., 1975; Louise Foster e Harris, 1987) e, por isso,
pode estar envolvida na regulacdo da atividade da piruvato desidrogenase (Constantin-
Teodosiu et al., 1991). A sintese enddgena de LC nos equinos € realizada principalmente no
figado utilizando metionina, lisina, vitaminas C, Bs, Bs € Bg € 0 Fe** (Zeiner e Harmeyer,
1999; Harmeyer, 2002).

Em animais jovens, inclusive em potros, a capacidade de biossintese de LC é limitada
e a principal fonte exdgena dessa substancia € o leite (Zeyner e Harmeyer, 1999). Eguas
lactantes receberam suplementacdo de 20 g diérias de LC durante as duas semanas anteriores
ao parto até o terceiro més de lactacdo. Tanto nas éguas quanto em seus respectivos potros,
houve reducdo da carnitina plasméatica nos primeiros dias apos o parto e essa situacdo foi
revertida no grupo suplementado, mas o0 grupo controle permaneceu com a concentracéo
plasmatica reduzida durante os trés meses de avaliacdo. A concentracdo de carnitina no leite
diminuiu continuamente durante o periodo de monitoramento em ambos 0s grupos e ndo
houve relacdo com a sua concentra¢do no plasma. Houve tendéncia da concentracdo de LC no
leite de éguas suplementadas ser maior que no grupo controle, embora ndo tenha sido

significativo (Benamou e Harris, 1993). Sugeriu-se, entdo, que a suplementacdo de LC para
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essas categorias pode promover beneficios ao crescimento e desenvolvimento de potros
lactentes. Entretanto, até 0 momento ndo hé relato de pesquisas com esse objetivo.

A absorcéo intestinal de LC pelo homem € baixa (Brass, 2000) e somente em ratos foi
demonstrada sua incorporacdo nos tecidos (Negrao et al., 1987). Em cavalos adultos da raca
Puro Sangue Inglés, o fornecimento de 10 a 60 g diarias de LC por via oral durante 50 dias
resultou em duplicacdo da concentracdo plasmatica, embora a absor¢éo total tenha sido baixa
e os estoques musculares de carnitina total ndo tenham sofrido alteracdes (Louise Foster et al.,
1988). No trabalho de Niemeyer et al.(2005), ap6s cinco semanas de suplementacdo diaria de
10 g de LC, as concentragdes de carnitina total e carnitina livre aumentaram (P<0,05) de < 20
pmol/L para > 45 pmol/L e de < 14 pmol/L para > 32 umol/L, respectivamente. Entretanto, o
grupo controle manteve as concentracdes iniciais durante todo o periodo. Chrobok (2000)
testou a mesma dose de suplementacdo de LC, e relatou que a concentracdo de carnitina no
sangue aumentou 2,5 vezes (de 25 para 60 pmol/l) apds quatro dias do inicio da
suplementacdo e manteve-se elevada durante os quatro meses de fornecimento. Ja a carnitina
total muscular (M. Gluteus medius) aumentou cerca de 50% (de 3.180 para 4.630 mmol/Kg
MS) apds quatro semanas de suplementacdo concomitante a exercicio de treinamento e
manteve-se estavel durante trés meses de suplementacao sem exercicio.

A variabilidade de carnitina total no tecido muscular e sua relagcdo com o exercicio e
idade foram investigadas em equinos da raca Puro Sangue Inglés por Louise Foster e Harris
(1992). Néo foi observada perda detectavel de carnitina total no musculo Gluteus medius
associada a exercicio intenso (P<0,05), mas houve tendéncia de maiores teores de carnitina
total associados ao aumento da idade e do grau de treinamento. Entretanto, grande parte do
aumento da carnitina nesses casos parece ter sido consequéncia das mudancas subjacentes na
densidade mitocondrial, como foi indicado pelo aumento dos niveis de atividade da enzima
citrato sintase.

A suplementacdo de LC tem sido investigada como possivel promotora de beneficios
aos obesos ao atuar na perda de peso e no aumento da sensibilidade a insulina. Em poneis
saudaveis, a suplementagdo diaria de 4 g de LC por sete dias reduziu as concentracfes
glicémicas e insulinémicas pos-prandiais, 0 que indicou um aumento da tolerancia a glicose.
Por outro lado, animais suplementados apresentaram maior concentracdo de leptina pds-
prandial. O aumento da leptina ndo foi precedido de aumento da concentracdo de insulina, o
que sugere que outros fatores além da insulina podem interferir nas concentragdes de leptina e
a atuacédo da LC nesse sentido deve ser mais bem investigada (Van Weyenberg et al., 2009).

Em contraste, avaliou-se o efeito da suplementacdo de LC com dose diaria de 2,6 g/100 kg
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PV durante 14 semanas para poneis obesos, com resisténcia a insulina e submetidos a um
programa de reducdo de peso que incluiu 45 minutos de exercicios diarios de baixa
intensidade por seis dias semanais. A dieta composta por 7 MJ/100 kg PC de energia
proporcionou reducdo do peso corporal e aumentou a sensibilidade a insulina dos animais.
Entretanto, a LC ndo teve beneficio sobre essas variaveis e também n&o melhorou o
metabolismo de gorduras e carboidratos (Schmengler et al., 2013).

Em humanos, a suplementacdo de LC tem sido relacionada a melhora do desempenho
atlético de humanos saudaveis por atuar no aumento da oxidacao lipidica pelos musculos,
melhorar a homeostase da glicose, melhorar a producdo de acilcarnitina, modificar as
respostas ao treinamento e aumentar a resisténcia a fadiga muscular (Brass, 2000).

Para equinos trotadores de 18 meses submetidos a treinamento pré-qualificatorio, a
suplementacéo diaria de nove ou 12 g de LC nao proporcionou efeitos benéficos na evolucéo
do treinamento. Entretanto, comparando-se individualmente cada animal em relacdo a
distancia percorrida e o tempo, 0s equinos que receberam a dose mais alta de LC tiveram
menores concentracdes de lactato na recuperagdo e demoraram menor tempo para alcancarem
os valores basais apenas nas fases finais da etapa de treinamento, quando os exercicios foram
mais intensos. Os autores sugeriram, entdo, que a LC teve efeito favoravel nos animais apenas
ap6s maior intensidade de condicionamento fisico ser alcancada e durante exercicios mais
intensos e mais prolongados (Falaschini e Trombetta, 2001).

A suplementacdo oral de 10 g de LC para equinos da raca Standardbred durante cinco
semanas de treinamento proporcionou aumento da porcentagem de fibras musculares do tipo
1A (A35%, P<0,05), atrofia das fibras tipo | (A24%, P<0,01), aumento da relacdo capilar por
fibra (A40%, P<0,01), aumento da densidade capilar (A35%, P<0,01) e aumento do estoque
de glicogénio intracelular (A11%, P<0,05). Os autores concluiram que a suplementacdo
continua de LC combinada com exercicios de baixa e alta intensidades por cinco semanas
teve efeito nas propriedades contrateis, morfoldgicas e metabolicas do musculo esquelético de
equinos, mas somente a suplementacgéo nao teve beneficio, uma vez que todas essas alteracdes
foram revertidas apds 5 semanas de suplementacdo sem exercicio (Rivero et al., 2002). Por
outro lado, as alteragdes musculares provocadas pela suplementagdo de LC ndo foram capazes
de melhorar o desempenho dos animais quando Niemeyer et al. (2005) avaliaram a frequéncia
cardiaca e lactato sanguineo durante o exercicio subméaximo e na recuperagdo dos mesmos
equinos jovens da raca Standardbred utilizados no experimento de Rivero et al. (2002), o que

sugere que a producdo endogena de LC supriu as exigéncias durante e apds o exercicio.



29

Em trabalho semelhante, a suplementacdo diaria de 10 g de LC combinada a
treinamento fisico durante cinco semanas para trotadores de 2 anos de idade proporcionou,
durante o exercicio, menor frequéncia cardiaca e reducdo de 22% da concentracdo de lactato.
Além disso, houve reducdo das concentracdes de glicose plasmatica e acidos graxos livres
durante o exercicio, o que foi justificado pelo autor como resultado do aumento das taxas de
disponibilidade de glicose e de captagdo de &cidos graxos livres do plasma, ambas
provavelmente indiretamente mediadas pela LC (Chrobok, 2000). J& em trabalho realizado
por Iben et al. (1999), a suplementacdo de 5 g diarias de LC para equinos em treinamento para
Concurso Completo de Equitacdo ndo alterou as concentracfes de lactato, a frequéncia
cardiaca e o tempo de execucao do teste padronizado, apesar de ter ocorrido aumento tanto da

carnitina livre quanto dos ésteres de carnitina plasmaticos.

2.4.  Adaptacdes musculares ao exercicio e ao treinamento

A musculatura esquelética dos equinos € altamente desenvolvida e adaptada para
potencializar a capacidade atlética do animal. Ao contrario da maioria dos mamiferos, em que
30 a 40% do peso corporal correspondem ao tecido muscular, em cavalos adultos essa
porcentagem pode ultrapassar os 50% (Gunn, 1987). A habilidade do tecido muscular em
executar com eficiéncia diferentes tipos de exercicio depende da regulacdo nervosa e da
combinacdo das caracteristicas dos distintos tipos de fibras musculares, 0os quais possuem
diferencas em propriedades morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas (Rivero e Boffi, 2006).

Segundo Quiroz-Rothe e Rivero (2001), uma das formas de diferenciar os distintos
tipos de fibras musculares é por meio da analise da composi¢do das isoformas da cadeia
pesada de miosina (MyHC). De acordo com Rivero et al. (1999), trés isoformas de MyHC
foram caracterizadas no musculo esquelético de equinos adultos em nivel proteico: tipo I, 1A
e I1X. A distribuicdo dessas isoformas definem os trés tipos de fibras musculares simples que
apresentam somente uma isoforma (tipo I, 1A e IIX) e dois tipos de fibras hibridas que
apresentam duas isoformas (I+11A e 1HAX). Os estudos de Rivero et al. (1999) comprovaram
gue a isoforma IIB ndo é expressa em tecido muscular equino. Entretanto, antes dessa
descoberta, utilizou-se a nomenclatura de fibras musculares tipo 11B para, na verdade, referir-

se as fibras tipo 11X.
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Rivero e Boffi (2006) descreveram que as fibras musculares tipo | possuem contracéo
lenta, didmetro reduzido, grande nimero de capilares, alta capacidade oxidativa e grande
quantidade de conteddo lipidico. No entanto, possuem baixa capacidade glicolitica e pouco
glicogénio armazenado. Essas propriedades tornam as fibras tipo | altamente eficientes e
econdmicas na geragdo de movimentos lentos e repetitivos, assim como sdo responsaveis por
manter a forca isométrica por tempo prolongado, mas ndo possuem poténcia significativa. Ja
as fibras tipo 11X possuem velocidade de contragdo maxima 12 vezes maior que as de tipo | e
trés vezes maior que a das fibras tipo 11A. As fibras tipo 11X sdo adaptadas para gerar alta
poténcia por curto tempo e tém como caracteristicas alta capacidade glicolitica, grande
diametro transversal, pouca capacidade oxidativa e pouca capilarizacdo. As fibras tipo 1A sdo
intermediarias, pois possuem consideravel nimero de capilares e de mitocondrias que
permitem realizarem tanto metabolismo oxidativo quanto metabolismo glicolitico. Dessa
forma, as fibras tipo 1A possuem velocidade de contracdo quatro vezes maior que as fibras
tipo | e sdo capazes de gerar alta poténcia e manté-la por maior tempo que as fibras tipo 11X
(Quadro 1).

Quadro 1. Classificagdo e propriedades dos diferentes tipos de fibras musculares dos equinos
segundo Rivero e Boffi (2006)

Tipo | Contragdo | Diémetro Metabolismo Funcéo Capilarizacao Armazenamento
| Lenta Pequeno Oxidativo Forca Alta Lipidios
isométrica

Alta resisténcia

HA Rapida Médio Oxidativo e Alta poténcia Intermediaria Glicogénio e
(4x tipo 1) Glicolitico Médio tempo lipidios

X Répida Grande Glicolitico Alta poténcia Baixa Glicogénio
(12x tipo I) Curto tempo

Ainda de acordo com Rivero e Boffi (2006), o madsculo esquelético equino tem
consideravel potencial para adaptar-se ao treinamento. O exercicio induz alteracbes na
regulacdo e transcri¢cdo de genes especificos que provocam modificagdes na quantidade de
proteinas de uma determinada isoforma de MyHC nas fibras musculares. Dependendo da
natureza do estimulo, ou seja, do tipo, frequéncia, intensidade e duracdo do exercicio, a

resposta adaptativa do tecido muscular pode resultar em hipertrofia, remodelagdo sem
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hipertrofia ou resposta mista. A hipertrofia consiste em aumento do tamanho das fibras sem
alteracdo das propriedades fisiologicas e bioquimicas. J& a remodelacdo sem hipertrofia
ocorre quando as fibras musculares ndo aumentam de didmetro, mas sofrem alteracGes
estruturais e fisioldgicas que geralmente sdo acompanhadas de alteracdo na capilarizacéo.
Esses autores enfatizaram que uma resposta mista € quando ocorre uma combinacdo de
alteraces hipertréfica e de remodelacao.

A composicao dos tipos e o tamanho das fibras musculares foram comparados entre
equinos bem sucedidos e mal sucedidos em corridas de enduro equestre por Rivero et al.
(1993). Os autores relataram que houve diferenca entre os grupos de equinos em ambas as
propriedades musculares avaliadas. Os equinos de excelente desempenho na atividade de
enduro apresentaram maior porcentagem e maior tamanho das fibras tipo | e tipo 1A e menor
porcentagem das fibras tipo IIB (I1X) incluindo os tipos IIB oxidativo (IIAX) e 1IB nédo
oxidativo (I1X). Esses resultados demonstraram que os cavalos de enduro com melhores
resultados de desempenho atlético possuem grande capacidade aerdbia e, proporcionalmente,
menor capacidade anaerobia no muasculo Gluteus medius em relacdo aos cavalos com baixo
desempenho.

Grupos musculares diferentes respondem de maneira distinta a execu¢do de um
mesmo exercicio. Gottlieb et al. (1989) demonstraram que rapidas alteracdes musculares sdo
induzidas no musculo Gluteus medius quando equinos sao treinados tracionando carga de leve
resisténcia em velocidade subméxima de trote. Equinos trotadores da raca Standardbred
foram treinados em esteira ergométrica com exercicios intervalados de tracdo de carga (34
quilograma-forga de carga na velocidade de 7 m/s) trés vezes semanais por 12 semanas, e
foram realizadas biopsias musculares do Gluteus medius, Longissimus e Brachiocephalicus
antes e apds treinamento. No musculo Gluteus medius, ocorreu aumento da porcentagem e da
area das fibras do tipo 1A e reducdo da porcentagem das fibras tipo 11B (11X) nas primeiras
duas semanas de treinamento, mas ndo ocorreram mais alteracfes até a ultima avaliacdo (12
semanas). No musculo Brachiocephalicus, houve aumento da porcentagem de fibras tipo I,
mas no masculo Longissimus ocorreu aumento de area das fibras tipo 11B (11X). Em relagdo a
atividade enzimatica, houve aumento da atividade da citrate sintase somente no musculo
Gluteus medius e ndo ocorreram alteracbes da atividade das enzimas 3-hidroxi-acil-CoA
desidrogenase e lactato desidrogenase nos musculos avaliados durante todo o periodo de
treinamento (Gottlieb et al., 1989).

A distribuicdo dos tipos de fibras musculares difere entre as ragas equinas. Segundo

Snow e Guy (1980), equinos da raca Quarto de Milha, os quais participam de corridas a curtas
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distancias (400 m), apresentaram 90 a 95% de fibras tipo Il, j& os animais da raca Puro
Sangue Inglés, os quais participam de corridas de 1.000 a 3.000 m, apresentaram 85 a 90% de
fibras tipo Il. Essén-Gustavsson et al. (1980) e Essén-Gustavsson e Lindholm (1985)
relataram que os equinos da raca Standardbred, os quais percorrem distancias de 1.600 a
2.600 ao passo ou ao trote em altas velocidades, apresentaram 75 a 85% de fibras tipo Il em
sua composicdo muscular. Ja Rivero et al. (1990) e Rivero et al. (1993) descreveram que
racas de equinos selecionadas para resisténcia, como a Andaluz e a Arabe, apresentaram 70%
de fibras tipo 1l na composi¢cdo muscular. D’ Angelis et al. (2006) pesquisaram a composi¢ao
das fibras musculares do Gluteus medius de cavalos da raga Brasileiro de Hipismo e relataram
maior frequéncia de fibras tipo 11X, seguidas das fibras tipo I1A e, por ultimo, as fibras tipo I.
Os autores sugeririam que o predominio do metabolismo glicolitico com alta capacidade
anaerdbia indicada pela composicdo muscular desses animais parece ser decorrente da grande
influéncia genética da raga Puro Sangue Inglés na formacéo da raca Brasileiro de Hipismo. De
acordo com De Castro et al. (2004), a distribuicdo média das fibras musculares do Gluteus
medius de equinos da raca Crioulo foi de 54,37% de fibras tipo 1IB (11X), 31,63% de fibras
tipo 1A, 13,83% de fibras tipo I, e 0,17% de fibras tipo C (I + 1I1A).

Snow e Guy (1980) compararam a composicdo muscular de diferentes ragas de
equinos e relataram que o0s equinos da raca Quarto de Milha possuem maior proporcéo de
fibras musculares do tipo 1l do que os animais da raca Puro Sangue Arabe (PSA), o que
condiz com a selecdo para exercicios de velocidade da raca Quarto de Milha e exercicios de
resisténcia executados pelos equinos PSA. De acordo com Rivero et al. (1989) e Rivero et al.
(1991) a proporcao média das fibras do tipo 11 (glicoliticas e de contracdo rapida) € menor nos
cavalos das racas American Trotter, Arabe e Andaluz comparado aos animais da raga Puro
Sangue Inglés. Em cavalos especializados em enduro equestre, Rivero et al. (1991),
demonstraram uma composicdo de aproximadamente 30% de fibras tipo I, e 40 a 50% de
fibras tipo IIA. Ha tendéncia de maior proporcdo de fibras tipo IIA e 11X nas racgas
selecionadas para alta velocidade em curto tempo, entretanto, ocorre maior proporcdo de
fibras tipo 11A e | nas racas que desempenham exercicios de resisténcia.

Além da diferenga na composicdo das fibras musculares, a resposta muscular ao
treinamento ndo é idéntica em cavalos adultos de diferentes racas. Rivero et al. (1995)
averiguaram o efeito de trés meses de treinamento de resisténcia na morfologia muscular de
trés diferentes racas de equinos: Andaluz, Arabe e Anglo-Arabe. Amostras superficiais (20
mm) e profundas (60 mm) de bidpsias musculares do Gluteus medius foram coletadas antes,

apos o treinamento e depois de trés meses de inatividade. Apés o treinamento, observaram
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aumento (P<0,05) de porcentagem das fibras tipo | da regido profunda do musculo dos
equinos Andaluzes e aumento das fibras tipo 1IB oxidativas (IIAX) na regido superficial do
musculo dos Anglo-Arabes. Ainda ap6s o treinamento, houve aumento (entre P<0,05 e
P<0,01) da area de seccdo transversal das fibras tipo | e IIA na musculatura dos equinos
Arabes e Andaluzes, mas ndo nos Anglo-Arabes. Todas as alteragdes nos tamanhos das fibras
desapareceram apos o periodo de inatividade de trés meses.

O treinamento de resisténcia induziu aumento na expressao de MyHC |1 e MyHC I1A e
diminuicdo na expressdo de MyHC 11X dos equinos (Rivero et al., 1997; 2000). Exercicios de
longas distancia e duragdo em baixa intensidade resultaram em aumento na concentragéo das
fibras lentas oxidativas do tipo | e das fibras rapidas oxidativas e glicoliticas do tipo IlA, ja as
fibras répidas glicoliticas do tipo 11X diminuiram (Rivero et al., 1993; 2000). Em cavalos
especializados em enduro equestre, seis meses de treinamento foram suficientes para alterar
significativamente a proporcéao de fibras tipo 1A em relacdo as fibras tipo 11X (Rivero et al.,
1991). Ja Gottlieb e Vedi (1988) relataram que o treinamento intenso de cavalos adultos de
corrida durante duas semanas alterou a proporcdo das fibras musculares e a area de sec¢édo
transversal das fibras. A proporcdo de fibras tipo IIA aumentou e a de fibras tipo 11X
diminuiu, entretanto, as fibras tipo | permanecem inalteradas ap6s o treinamento de duas
semanas. Ja Rivero et al. (1995) verificaram que trés meses de treinamento de resisténcia
resultou em aumento da area de seccdo transversal das fibras tipo | e 1lA na musculatura dos
equinos.

Rivero et al. (2007) pesquisaram os efeitos da intensidade e duracdo do exercicio nas
respostas musculares ao treinamento de cavalos de corrida da raga Puro Sangue Inglés. Seis
equinos jovens de 2 a 3 anos pré-treinados por 2 meses, foram submetidos a seis diferentes
programas de treinamento combinando-se duas intensidades (velocidade em que o lactato
sanguineo foi 2,5 mmol/L e 4 mmol/L) com trés diferentes duracgdes (5, 15 e 25 minutos) em
esquema de quadrado latino 6 X 6 com 10 dias de intervalo entre os programas. Tanto a
intensidade quanto a duracdo do exercicio foram fatores criticos na determinacdo da natureza
e intensidade das respostas adaptativas ao treinamento de curto prazo (trés semanas). As
conversdes do tipo de fibra muscular e de composicdo de MyHC, assim como a resposta
hipertréfica das miofibrilas induzidas pelo treinamento foram mais dependentes da
intensidade do que da duracdo do exercicio. Por outro lado, a duragdo teve maior influéncia
gue a intensidade do exercicio na magnitude das respostas musculares de aumento da

capacidade oxidativa e da capilarizagéo.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais realizados foram aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA — UFMG) de acordo com os protocolos n® 13/2013 e n°® 237/2012.

3.1. Data, local e etapas experimentais

O presente estudo foi conduzido em trés etapas. A etapa | consistiu em periodo de
adaptacdo dos animais a dieta, manejo e instalacGes; a etapa Il consistiu em execucdo dos
testes de desempenho, suplementacdo e treinamento dos animais; e na etapa Il foram
realizadas as analises laboratoriais.

As etapas | e 1l e parte da etapa |1l foram conduzida no periodo de 25 de junho a 31 de
outubro de 2013 no Laboratério de Farmacologia e Fisiologia do Exercicio Equino (LAFEQ),
localizado no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(Unesp) do Campus de Jaboticabal/ SP.

A avaliacdo morfométrica das fibras musculares foi conduzida no periodo de 30 de
setembro a 21 de dezembro de 2013 no Laboratério de Biopatologia Muscular do

Departamento de Anatomia, na Universidade de Cérdoba, Espanha.

3.2.  Caracterizacao dos animais, instalacoes e dieta

Foram utilizados treze equinos da raga Mangalarga Marchador, fémeas, entre 2,5 e 3
anos de idade, com peso corporal inicial de 330 = 30 Kg e estreantes em programas de
condicionamento fisico.

Os animais foram alojados em um piquete de 7.200 m? formado por capim Panicum
maximum cv. Massai localizado no setor de Equinocultura da FCAV — Unesp Jaboticabal.

Foram utilizadas as unidades de servico do mesmo setor para fornecimento de alimento
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concentrado aos animais de forma individualizada. Diariamente, os animais foram conduzidos
pelo cabresto, ao passo, do setor de Equideocultura até o LAFEQ para a realizacdo dos
exercicios diarios de condicionamento fisico. No mesmo local, permaneceram em piquete de
6.000 m? anexo ao galp&o da esteira ergométrica e receberam feno de Tifton 85 (Cynodon
spp.) ad libitum durante o periodo de espera para realizagdo dos exercicios.

A formulacdo da dieta foi baseada nas exigéncias para equinos em crescimento
segundo o NUTRIENT... (2007) com consumo diario de 2,5% do peso corpéreo (PC) na base
da matéria seca. A dieta foi composta por pastejo de Panicum maximum cv. Massai, feno de
Tifton 85 (Cynodon spp.), concentrado® produzido exclusivamente para os animais do
experimento na Fabrica de Racbes da FCAV - Unesp Jaboticabal, 40 mL de 6leo de soja, sal
mineral® e 4gua, sendo os dois Ultimos fornecidos ad libitum. O concentrado e o 6leo de soja
foram fracionados em dois fornecimentos diarios, sendo o primeiro fornecimento as 6h00 e o
segundo as 18h00.

A proporgéo entre concentrado e volumoso variou de 40:60 a 60:40, dependendo da
condicdo corporal dos animais avaliada semanalmente por escore de 0 a 5 segundo Carrol e
Huntington (1988) e pesagem em balanca para grandes animais°. Forneceu-se 60% de
concentrado para animais com escore menor que trés, 50% de concentrado foram fornecidos
para animais com escore entre trés e quarto e 40% de concentrado foram fornecidos aos
animais com escore maior ou igual a quatro. A descri¢do das caracteristicas referentes a cada
escore estdo descritas no Quadro 2.

Os trezes animais foram distribuidos em trés grupos de suplementacdo nutricional: o
primeiro grupo foi composto por quatro animais que receberam 10 g/dia de L-Carnitina, o
segundo grupo foi composto por quatro animais que receberam 10 mg/dia de Cromo
quelatado e o terceiro grupo foi composto por 5 animais que ndo receberam aditivos
nutricionais (grupo controle). A suplementacdo de L-carnitina foi realizada por meio da
adicdo do suplemento em pé diluido em agua junto a uma pequena porcdo do concentrado
fornecido pela manha. As capsulas de cromo quelatado foram primeiramente adicionadas a
uma pequena porcdo do concentrado pela manha e o restante do concentrado foi fornecido

logo apds a ingestdo voluntaria da capsula.

% 68% de Milho, 12% de Farelo de Soja; 15% de Farelo de Trigo; 3% de Calcério Calcitico; 1% de
Fosfato Bicalcico e 1% de Sal Mineral Coequi Plus

* Coequi Plus - Tortuga Companhia Zootécnica Agréria

> MGR-3000 Junior — Toledo do Brasil Industria de Balangas LTDA, S&o Paulo, Brazil



36

Quadro 2. Escore de condicao corporal de equinos proposto por Carrol & Huntington (1988)

Escore Pescoco Dorso e costela Garupa
0 Muito fino; Pele apertada sobre as costelas; Pelve angular; Pele presa sobre a garupa;
Muito Bambo na base | Processos espinhosos facilmente | Profunda cavidade na insercdo da cauda e
magro visiveis e palpaveis. ao lado da garupa.
1 Fino; Costelas facilmente visiveis; Nadegas atrofiadas, mas com pele
Magro Bambo na base. | Processos espinhosos bem | flexivel;
visiveis; Pelve bem definida;
Pele apertada ao lado do dorso- | Pequena depressdo na insercdo da cauda.
lombo.

2 Fino, mas firme. | Costelas visiveis; Garupa bem definida, com alguma
Moderado Processos espinhosos palpaveis; cobertura de gordura e plana na insercéo
Dorso-lombo bem coberto. do lombo.

Pequena depresséo na insercdo da cauda.
3 Borda superior Costelas bem cobertas, mas | Garupa coberta por gordura e
Bom reta sem facilmente palpéveis; arredondada;
nenhum Nenhum sulco sobre o dorso- | Pélvis facilmente palpavel.
acumulo de lombo;
gordura. Processos espinhosos cobertos,
Firme. mas podem ser palpados.
4 Pescoco Costelas bem cobertas, mas | Acimulo de gordura na insercdo da
Gordo levemente palpaveis somente por forte | cauda;
rodado. presséo; Pélvis coberta e ndo palpéavel.
Leve sulco sobre dorso-lombo.
5 Pescoco rodado. | Costelas cobertas e ndo palpaveis | Acimulo de gordura na insercdo da
Muito nem por forte pressao; cauda;
gordo Sulco profundo sobre o dorso- | Pélvis coberta e ndo palpavel;
lombo. Pele distendida.

Fonte: Adaptado de Carrol e Huntington (1988)

3.3.

Periodo de adaptacéo

A adaptacdo dos animais ao manejo, dieta e instalagcbes ocorreu entre 26 de junho e 29
de julho de 2013, totalizando 34 dias.

Os primeiros dez dias do periodo de adaptacdo foram destinados ao fornecimento
progressivo de concentrado comercial, além de rasqueamento e cabresteamento
individualizados, uma vez que os animais ndo haviam sido submetidos ao processo de doma.
Alguns animais estavam muito ariscos e precisaram de maior tempo de manipulacdo para
aprender a responder aos comandos de cabresto e se locomoverem junto ao condutor de
maneira adequada. Também foram realizadas sessoes de “doma racional” em um redondel.

Do 11° ao 13° dia, os animais foram adaptados ao caminhador automatico para

equinos executando 10 minutos de exercicios diarios na velocidade de 2 m/s. As potras de
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temperamento mais calmo foram utilizadas como “professoras” e posicionadas a frente no
caminhador automatico circular para que as demais potras ariscas pudessem enxergar a
trajetoria e o comportamento das “professoras” e se acalmarem.

Do 14° ao 34° dia foi realizada a adaptacdo dos animais a esteira ergométrica, a cilha
de seguranca e ao frequencimetro cardiaco. Esse periodo iniciou-se com a entrada dos animais
no galpdo da esteira ergomeétrica sem funcionamento e continuou-se com préticas em dias
alternados, executando-se 0s andamentos passo, marcha e galope de forma gradual e
progressiva. Essas praticas duraram 3 minutos diarios para cada animal e um novo andamento
foi adicionado a cada sessdo quando ocorreu éxito na sessdo anterior. Durante esse estagio, o
manejo de arracoamento, rasqueamento e cabresteamento também foi realizado. O periodo de
adaptacdo iniciou-se com 15 potras, porém uma delas foi eliminada do experimento por nédo
conseguir realizar o galope na esteira ergométrica e a segunda foi eliminada por relutar em
entrar na esteira e acionar o cinto de seguranca em todas as sessdes ao parar de acompanhar a
velocidade. Dessa forma, apenas 13 animais completaram o periodo de adaptacdo e foram
entdo submetidas ao restante da etapa experimental.

Os animais também foram submetidos a procedimentos de preparacdo pré-
experimental durante o estagio de adaptacéo, tais como vermifugacéo no 7° dia®, avaliacdo
odontolégica no 17° dia e casqueamento no 20° dia.

3.4.  Teste de esfor¢o incremental em esteira ergométrica

Ao final do periodo de adaptacdo, cada animal foi submetido a um teste de esforco
incremental em esteira ergomeétrica a fim de estabelecer o limiar de lactato (LL) individual. O
LL foi utilizado para determinar a velocidade do exercicio em esteira ergométrica durante o
periodo de condicionamento.

O protocolo do teste foi adaptado de Rezende et al., (2012) e de Garcia et al. (2013) e
consistiu em uma fase inicial de aquecimento de 10 minutos, sendo 5 minutos na velocidade
de 1,7 m/s e 5 minutos na velocidade de 3,5 m/s, sem inclinacdo da esteira. Apds o
aquecimento, a esteira foi elevada a inclinagdo de 3% na velocidade de 4 m/s e iniciou-se a

fase de velocidade progressiva em que a velocidade foi aumentada em 1 m/s a cada trés

®1,2% de ivermectina e 15% de praziquantel, Equimax® - Virbac Satide Animal
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minutos. O teste foi mantido até que os animais chegaram a fadiga, a qual foi identificada pela
incapacidade do equino de acompanhar a velocidade da esteira mesmo sob estimulos para
continuar (Rose e Hodgson, 1994). O desaquecimento teve duracdo de 10 minutos, sendo 5
minutos na marcha e 5 minutos no passo, mantendo as mesmas velocidades do aquecimento e
sem inclinacdo da esteira.

Por meio de sistema cateter’ e tubo extensor® inserido na veia jugular externa, coletou-
se 20 mL de sangue do animal antes do exercicio e nos 30 segundos finais de cada etapa. As
amostras sanguineas foram imediatamente transferidas para tubos de coleta com fluoreto de
sodio para analise de lactato. Durante todo o teste, a frequéncia cardiaca foi monitorada
utilizando-se frequencimetro cardiaco® adaptado para uso em equinos.

Foi realizada determinacéo da lactatemia utilizando lactimetro de bancada® em no
maximo 6 horas apds a coleta das amostras. Os dados de concentracdo de lactato do sangue
total de cada velocidade da etapa progressiva foram utilizados para compor graficos
utilizando o programa Microsoft Office Excel 2010. Trés avaliadores, sem se comunicarem,
estabeleceram o limiar de lactato de cada animal (Figura 1), caracterizado pelo ponto de
deflexdo da curva do grafico (Ferraz et al., 2008). O LL utilizado para elaboracdo do
protocolo de condicionamento fisico consistiu na média dos valores informados pelos trés

avaliadores.

"BD Insyte™ 14 G

8 Tubo extensor adulto 60 cm ¢/ Luer Lock — Embramed®

° Polar® RS400

19vS1 2300-Lactate Analyzer, YSI Incorporated, Yellow Springs, OH, USA
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Figura 1. Determinacdo do limiar de lactato (LL) de potra da raca Mangalarga Marchador
submetida ao Teste de esforco incremental em esteira ergométrica antes do periodo de
condicionamento fisico

3.5.  Programa de condicionamento fisico

O condicionamento fisico foi realizado durante seis semanas, seis dias por semana
com descanso as segundas-feiras, utilizando esteira ergométrica’* e caminhador automatico
para equinos? em dias alternados.

O exercicio em esteira ergométrica consistiu em 5 minutos de aquecimento ao passo
(1,7 m/s) e sem inclinagdo da esteira, seguido por 30 minutos de exercicio com 3% de
inclinacdo da esteira em velocidade de 70% do LL nas primeiras duas semanas e 75 % do LL
na terceira e na quarta semana. A recuperacao foi realizada em 5 minutos ao passo (1,7 m/s)
sem inclinacdo da esteira.

Ao final da quarta semana, os animais apresentaram alteragcfes comportamentais e
relutdncia em entrar no galpdo da esteira. Dessa forma, para o treinamento da quinta e da
sexta semana, optou-se por reducdo do tempo do exercicio na esteira ergométrica e sua
dinamizagdo por meio de alterndncia de velocidades. Também foram oferecidas

aproximadamente 150 gramas de concentrado ao final do exercicio como reforgo positivo. O

! Galloper Sahinco LTDA, Palmital, Séo Paulo, Brazil
12 sahinco LTDA, Palmital, Sao Paulo, Brazil
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novo protocolo consistiu em 5 minutos de aquecimento ao passo (1,7 m/s) e sem inclinacdo da
esteira, seguido por etapa de exercicio intervalado com 3% de inclinagdo com duracdo de 20
minutos, dos quais 4 minutos foram realizados em velocidade de 70% do LL, 4 minutos em
velocidade de 75 % do LL, 4 minutos em 80% LL, 4 minutos em 75% do LL e 4 minutos em
70% do LL. A recuperacdo foi realizada em 5 minutos ao passo (1,7 m/s) sem inclinagao.

O treino em caminhador automatico para equinos foi realizado em dias alternados ao
exercicio na esteira ergométrica e consistiu em 60 minutos de passo na velocidade de 2 m/s,

invertendo o sentido de rotacdo a cada 10 minutos.

3.6.  Teste de marcha em esteira ergométrica

Ao final da primeira, da terceira e da sexta semana de treinamento, foram realizados
testes de marcha em esteira ergométrica. O primeiro e o ultimo teste consistiram em 5
minutos de aquecimento ao passo a 1,7 m/s sem inclinacdo da esteira, seguidos por 30
minutos de marcha a 3,5 m/s com 3% de inclinacdo, finalizando com 5 minutos de
recuperacdo ao passo a 1,7 m/s sem inclinacéo, totalizando 40 minutos de teste. No segundo
teste realizado ao final da terceira semana de treinamento, optou-se por executar a etapa de
marcha durante 70 minutos a 3,5 m/s e 3% de inclinacdo para simular a duragdo maxima de
um Concurso de Marcha de acordo com as normas da ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS
CRIADORES DO CAVALO MANGALARGA MARCHADOR (2009). Com os periodos de
aquecimento, marcha e recuperacdo, o Teste 2 teve duracdo total de 80 minutos.

Amostras sanguineas foram obtidas por meio de sistema cateter e tubo extensor
inserido na veia jugular externa e coletadas nos momentos: antes do exercicio; final do
aquecimento; a cada 5 minutos do periodo de marcha; final do exercicio; 5 min, 30 min e 1h
apos o fim do exercicio. O sangue foi armazenado em tubos de coleta com fluoreto de sédio
para determinacéo de glicose e lactato e em tubos sem anticoagulante para obtencdo de soro
para posterior analise de triglicérides. Durante todo o teste, a frequéncia cardiaca foi

monitorada utilizando-se frequencimetro cardiaco adaptado para uso em equinos.
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3.7. Analises Laboratoriais dos Testes de Marcha

Nos testes de marcha em esteira ergométrica, a determinacdo das concentragoes
sanguineas de lactato e glicose (mmol/L) foi realizada em até 6 horas ap0s a coleta das
amostras utilizando lactimetro de bancada.

As amostras sanguineas em tubos sem anticoagulantes foram centrifugadas por 10
minutos a 4.000 rpm para obtencéo do soro, o qual foi armazenado em tubos tipo eppendorf e
congelado a - 20° C.

Foi realizada andalise de concentracdo de triglicérides (mg/dL) nas amostras de soro

|13

por sistema enzimatico de reacdo de tempo final™ utilizando-se aparelho analisador

semiautomético de bioquimica®®.

3.8.  Biopsias musculares

Foram realizadas duas biopsias musculares do Gluteus medius de cada animal, uma ao
final da primeira semana e outra ao final da sexta semana de treinamento. Todas as bidpsias
foram executadas por apenas uma pessoa, a qual possui experiéncia na realizacdo da técnica.
A metodologia de coleta foi adaptada de Lindholm e Piehl (1974) e realizada da seguinte
forma: tracou-se uma linha imaginéria desde a tuberosidade coxal do ilio até a base da cauda
do animal e localizou-se o ponto de realizagdo da bidpsia a um terco dessa linha,
aproximadamente a 15 cm da tuberosidade coxal do ilio. Neste ponto, foi tricotomizada uma
area de 25 cm® e posteriormente realizou-se antissepsia do local com iodopovidine
degermante™ e uma gaze embebida em &lcool iodado. Aplicou-se 2 mL de lidocaina a 2%
sem vasoconstritor via subcutanea para anestesia local. Apds sete minutos, foi realizada
incisdo da pele, tecido subcutaneo e fascia glitea com uma lamina de bisturi n® 22. Inseriu-se
a agulha tipo Bergstrdm com 6 mm de didmetro externo no local da inciséo e, apos aprofundar

60 mm da agulha no musculo, colheu-se fragmento muscular (Lindholm e Piehl, 1974). O

3 Triglicérides Liquiform — Labtest Diagnéstica S.A. Lote: 3002. Validade: 31/07/2014
| abquest Bio 2000, n° 4048, Bio Plus®
15 Asteriodine, ASTER, Séo Paulo, Brazil
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fragmento foi imerso em hexano™® resfriado em nitrogénio liquido por 60 segundos,
posteriormente transferido para tubo criogénico de 1,5 mL com rosca e congelado em
nitrogénio liquido a -196 °C. Posteriormente, as amostras foram retiradas do nitrogénio
liquido e estocadas em freezer a -80 °C até serem analisadas no Departamento de Morfologia
e Fisiologia Animal (DMFA) da FCAV, UNESP, Campus de Jaboticabal.

3.9.  Anadlise histoquimica das fibras musculares

A analise histoquimica foi utilizada para identificacdo ou distingdo das fibras
oxidativas, oxidativas-glicoliticas e glicoliticas. A técnica histoquimica foi realizada segundo
D’ Angelis et al. (2005) e consistiu em uma adaptacdo do método de coloragdo metacromatica
da atividade da ATPase em miofibras, descrito por Olgivie e Feeback (1990), na qual utilizou-
se alguns passos de Guth e Samaha (1970) e Ennion et al. (1995), como segue: trés seccdes
semi-seriadas transversais, de 12 um de espessura, das amostras do musculo Gluteus medius
das fibras musculares foram realizadas em criostato'’ & -25 °C. Ap6s 0 seccionamento, 0s
cortes foram mantidos a temperatura ambiente, durante 30 a 40 minutos, para secagem e
aderéncia a lamina histologica. Posteriormente, eles foram fixados por 6 minutos a
temperatura ambiente (18 a 20 °C e umidade relativa do ar (URA) menor que 55%) em
formalina tamponada 5% pH*® 7,2 contendo 0,17 M de cloreto de sédio, 336 mM de sacarose
e 0,13M de cacodilato de so6dio (Guth e Samaha, 1970). Ap0s lavagens sucessivas, em
tampdo TRIS-Base 21 mM pH 7,8 contendo 3,4 mM de cloreto de célcio (ajuste de pH
realizado com acido cloridrico 5N (Guth e Samaha, 1970), os cortes foram pré-incubados em
meio acido (pH 4,45 a 4,55) contendo 52 mM de acetato de sédio e 17,7 mM de cloreto de
calcio, por cinco a seis minutos a temperatura entre 18 a 20°C e URA menor que 55%. O pH
foi ajustado com acido acético glacial. Os cortes foram lavados, utilizando-se 0 mesmo
tampdo e procedimento acima descrito, e incubados segundo procedimento descrito por
Ennion et al. (1995), em meio alcalino (pH 10,50 a 10,55), contendo 40 mM de glicina, 20
mM de cloreto de calcio e 2,5 mM de ATP' a 37° C por 25 minutos. Apds esses

procedimentos, os cortes foram lavados rapidamente com agua destilada e incubados em

18 Hexano P.A. Synth, Diadema, Brazil

Y Micron gmbH — H1599 OM, 69190, Walldorf, Alemanha

'8 PH-Metro Analion PM 608 Ind. e Com. Ltda., Ribeir&o Preto, SP.
9 Sigma® Aldrich, Quimica do Brasil Ltda, S&o Paulo, SP.
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solucdo aquosa de cloreto de calcio 1% por trés minutos, lavados rapidamente em &gua
destilada, corados com azul de toluidina 1% por aproximadamente 4 segundos, desidratados
rapidamente em série de concentragcdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol e

montados em Entellan® (Olgivie e Feeback, 1990).

3.10. Analise imuno-histoquimica das fibras musculares

Para comprovar os dados histoquimicos, foi realizada a analise imuno-histoquimica das
fibras do musculo Gluteus medius de 6 animais segundo metodologia descrita por D’ Angelis
(2004). Para este método, duas secgdes seriadas transversais de 12 pum de espessura foram
obtidas das mesmas amostras utilizadas para as analises histoquimicas e, simultaneamente, a
confeccdo dos cortes para as mesmas, utilizando-se criostato a —20 °C. Os cortes foram
submetidos ao método imuno-histoquimico indireto (peroxidase anti-peroxidase: PAP) para
marcacdo de fibras contendo miosina de contracdo lenta. Apds secagem por 30 minutos a
temperatura ambiente, os cortes foram fixados em formalina 3,5% por 30 minutos a
temperatura ambiente. Decorrido este periodo, eles foram lavados em tampéo fosfato 0,1M
pH 7,2 (duas vezes por dois minutos cada). Em seguida, foi realizado o bloqueio de
peroxidases enddgenas com 3 % de perdxido de hidrogénio em metanol, por 5 minutos. Ap6s
lavagem com tampdo fosfato, os cortes foram incubados com soro inespecifico de coelho
(1:50 em tampdo fosfato) por 30 minutos a 4 °C, em camara Umida, para reducdo do
background. Depois de retirado o soro, os cortes foram incubados com anticorpo primario
monoclonal anti-slow myosin® (1:4000 em tamp&o fosfato) por 2 horas e 30 minutos a 4 °C,
em camara Umida. Os cortes foram lavados novamente com tampdo fosfato (duas séries de
quatro minutos, sob leve agitacdo), incubados com anticorpo secundario conjugado com
peroxidase de cabra anti-1gG de camundongo® (1:100 em tampéo fosfato) por 1 hora e 30
minutos a 4 °C, em camara umida. Apds nova lavagem com tampéo fosfato (duas series de
quatro minutos), os complexos antigeno-anticorpo foram revelados por incubagdo com
diaminobenzidina (DAB - 0,2 mg/1,5 mL de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2) contendo 2 a 3
gotas de perdxido de hidrogénio, a temperatura ambiente. A intensidade de coloragéo foi

controlada visualmente ou sob microscopio. A reacdo de revelacdo foi blogueada com a

% Clone NOQ7.5.4D, Sigma® Aldrich, Quimica do Brasil Ltda, Sao Paulo, SP.
2 Sigma® Aldrich, Quimica do Brasil Ltda, S&o Paulo, SP.



44

lavagem dos cortes com o tampdo fosfato. Apés contrastagdo com hematoxilina férrica, os
cortes foram desidratados, diafanizados e montados com entelan. As fibras de contracdo lenta
(tipo 1) e contracdo rapida (tipo 1) foram identificadas pela coloracdo dourada do precipitado
de DAB formado no complexo antigeno-anticorpo, na primeira, e auséncia de coloracédo, na

altima.

3.11. Histoquimica para potencial oxidativo-glicolitico das miofibras

Para comprovacdo dos dados histoquimicos da mATPase, aléem da imuno-
histoquimica, utilizou-se a histoquimica para avaliacdo do potencial oxidativo das fibras
musculares esqueléticas. Por intermédio da técnica de nicotinamida adenina dinucleotideo
tetrazdlio redutase (NADH -TR) descrita por Novikoff et al. (1961), foi possivel avaliar os
trés tipos de miofibras utilizando como marcador do padrdo oxidativo, a enzima NADH. A
técnica consiste em incubar a amostra muscular em solugdo que contém a enzima NADH e o
marcador NBT (Nitro Blue tetrazolium) para formar o complexo NADH-TR. As laminas
contendo os cortes musculares foram mantidas a temperatura ambiente (18 a 20 °C) durante
40 minutos, para secagem e aderéncia dos mesmos a lamina histolégica. Os cortes foram
incubados durante 40 minutos em estufa a 37 °C em solugédo contendo 8 mg de NADH, 10 mg
de NBT e 10 mL de tampao tris 0,2 M e pH 7,4. Em seguida, os cortes contidos na lamina
foram lavados em agua destilada e posteriormente, fixados em formol 5% tamponado (pH
7,0) durante cinco minutos. Finalmente, foram submetidos ao processo de lavagem em agua
destilada e montados com xarope de Apathy.

Apos a comprovagéo da histoquimica mATPase pelo método de imuno-histoquimica e
pelo método histoquimico para potencial oxidativo-glicolitico, as fibras musculares foram
identificadas apenas utilizando a coloragdo histoquimica da mATPase da seguinte maneira:
tipo | (oxidativas, azul escuro), tipo IIA (oxidativa-glicolitica, azul claro) e tipo 11X
(glicolitica, azul intermediario), conforme ilustrado no Quadro 3 e na Figura 2.
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Quadro 3. Atividade da enzima mATPase histoquimicamente marcada, técnica histoquimica
de nicotinamida adenina dinucleotideo tetrazolio redutase (NADH-TR) e imunorreatividade

da cadeia pesada de miosina para 0 musculo Gluteus medius de equinos da raca Mangalarga

Marchador
Tipos de | Caracteristica | Caracteristica | Histoquimica Imuno—histoquimica* Histoquimica
fibras metabdlica de contracao MATPase NAD-TR
| Oxidativa Lenta Azul escuro Positiva Roxo escuro
A Oxidativa e Répida Azul claro Negativa Roxo intermediario
glicolitica
11X Glicolitica Répida Azul Negativa Roxo claro ou
intermediario auséncia de cor

*anticorpo antimiosina de contracéo lenta

Figura 2. Cortes seriados de fragmento do musculo Gluteus medius de potra da raca

Mangalarga Marchador. A) Coloracdo da atividade da miosina ATPase ap0s pré-incubagédo
em pH 4,53 e incubacdo em pH 10,50. Fibra tipo I: azul escuro, tipo 11A: azul claro e tipo I1X:
azul intermediario. B) imuno-histoquimica para miosina de contracdo lenta. Fibras tipo I:
dourado e tipo II: auséncia de coloracdo. C) histoquimica para analise de NADH. Fibra tipo I
roxo escuro, fibra tipo 11A: roxo intermediario e fibra tipo 11X: roxo claro ou auséncia de cor;
aumento de 200 X
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3.12. Analise morfométrica das fibras musculares

Para andlise morfométrica das fibras musculares, foram capturadas trés imagens de
cada lamina corada por histoquimica da atividade de mATPase. As imagens foram capturadas
utilizando fotomicroscépio® e em seguida foram transferidas para o programa de anélise de
imagem Scion Image®. Todas as areas foram inspecionadas e somente foram selecionadas as
regides que estavam livres de artefatos e continham cerca de 30 a 80 fibras musculares. As
fibras musculares que apresentaram inteiramente dentro da imagem selecionada foram
individualmente delimitadas, numeradas e classificadas por subtipo fibrilar (I, 1A e 11X)

conforme a coloragdo histoquimica da atividade da mATPase (Figura 3).

___ \ L RS
Figura 3. Delimitagdo individual, numeracdo de células e classificagdo do subtipo das fibras

musculares do Gluteus medius de potras da raca Mangalarga Marchador utilizando o
programa Scion Image. Fibras musculares numeradas de 1 a 22 correspondem ao tipo IlA, de
23 a 38 correspondem ao tipo | e de 39 a 63 séo do tipo 11X

22 Camedia Olympus 95-98 ME, Olympus.
% Scion Image para Windows, Scion Corp.,USA (versdo livre).
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A delimitacdo e numerag&o das fibras musculares foram realizadas de forma manual.
Em seguida, o programa de andlise de imagens determinou a densidade Optica, a area de
seccdo transversal (um?), o diametro menor (um) e o didmetro maior (um) de cada fibra
numerada. A partir desses dados, determinou-se a proporcao do tipo de fibras por campo
analisado (%N), o valor médio da area de seccdo transversal (AMST), o valor médio do
didmetro menor (DMM) e a éarea total relativa (%ATR) ocupada por cada tipo de fibra
muscular. A area total relativa (%ATR) foi determinada por meio do produto entre area média
de seccdo transversal (AMST) e proporcdo do tipo de fibras por campo analisado (%N), ou
seja, %ATR = AMST x %N. O didmetro menor é a menor distancia da elipse transversal da
fibra muscular. Foi utilizado nesse estudo para atestar a qualidade dos cortes seriados das
amostras, uma vez que permite a correcdo da distor¢do ocasionada pelo corte transversal
imperfeito das fibras musculares (Dubowitz, 1985), entretanto, os resultados ndo foram

exibidos para discussdao. A AMST foi utilizada para discutir o tamanho das fibras musculares.

3.13. Delineamento experimental e Analises estatisticas

3.13.1. Testes de Marcha em esteira ergométrica

O experimento referente as analises dos Testes de Marcha foi delineado inteiramente
ao acaso (DIC) em esquema de parcelas subsubdivididas. Cada teste de marcha representou
uma parcela (T1: semana 1; T2: semana 3 e T3: semana 6); cada grupo de suplementacao
nutricional representou uma subparcela (S1: grupo controle (n=5); S2: suplementado com L-
carnitina (n=4); S3: suplementado com cromo quelatado (n=4)) e cada momento de avaliagédo
representou uma subsubparcela (etapa de exercicio: M1: antes do exercicio 0 min; M2:
aquecimento 5 min; M3: 10 min: M4: 15 min; M5: 20 min; M6: 25 min; M7: 30 min; M8: 35
min; etapa de recuperacdo: R1: final do exercicio; R2: 5 min; R3: 30min; R4: 1 hora).

Para comparacdo dos dados obtidos durante o exercicio, foram considerados os dados
antes do exercicio até o final do periodo de marcha dos trés testes de marcha. Ou seja: antes
do exercicio 0 min; aquecimento 5 min; 10 min; 15 min; 20 min; 25 min; 30 min; 35 min

(final da marcha). Para a fase de recuperagéo, foram considerados apenas os dados dos Testes
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de Marcha 1 e 3, os quais apresentaram a mesma duracdo da fase de marcha na esteira
ergométrica (30 minutos). Como no Teste 2 a fase de marcha teve duracdo de 70 minutos e foi
maior que a fase de marcha dos Testes 1 e 3, seus dados de recuperacdo nao foram
considerados para avaliacdo da aptiddo fisica dos animais.

Os dados foram testados quanto a distribuicdo normal e homocedasticidade entre os
tratamentos. Apenas os dados de lactatemia sofreram transformacdo logaritmica para se
ajustarem a distribuicdo normal. Os dados foram submetidos a andlise de variancia utilizando
o programa SISVAR (Ferreira, 2003) e a analise de regressao utilizando o programa SAEG -
Sistemas de Anélises Estatisticas e Genéticas versdo 9.1 (SAEG, 2007). Quando houve
diferenca significativa (P<0,05) na anélise de variancia, as medias foram comparadas pelo
Teste de Tukey utilizando o programa SISVAR (Ferreira, 2003) a 5 % de probabilidade de

erro.

3.13.2. Fibras musculares

Para avaliacdo morfométrica das fibras musculares, o delineamento experimental foi
inteiramente casualizado (DIC) em esquema de parcelas subdivididas. Cada tratamento
representou uma parcela (S1: grupo controle (n=5); S2: suplementado com L-carnitina (n=4);
S3: suplementado com cromo quelatado (n=4)) e cada dia de coleta representou uma
subparcela (INICIO: primeira semana; FINAL: sexta semana de treinamento).

Os resultados foram submetidos a analise da variancia para medidas repetidas (one-
way ANOVA) utilizando programa Statistical Analysis Systems considerando-se 5% de
probabilidade de erro. Para a comparacgdo entre 0s grupos de suplementacdo nutricional e os
tempos de avaliacdo (antes e apos o condicionamento fisico) foi utilizada a analise de
variancia para medidas repetidas para dois fatores (two-way ANOVA), utilizando programa

Statistical Analysis Systems considerando-se 5% de probabilidade de erro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Testes de Marcha em esteira ergométrica

4.1.1. Frequéncia cardiaca

A mensuracdo da frequéncia cardiaca (FC) durante o exercicio € utilizada para
fornecer informacdes sobre a intensidade de trabalho realizada, o grau de condicionamento
fisico e a evolucédo das adaptacdes ocasionadas pelo treinamento (Evans, 1994).

No presente estudo, ndo foi observado efeito (P=0,1295) da suplementacdo de Cr ou
de LC sobre a FC mensurada antes do exercicio e durante os testes de marcha (Tabela 1).
Apesar do Cr e da LC estarem relacionados ao metabolismo energético, o efeito do
fornecimento dessas substancias sobre o sistema cardiovascular dos equinos durante o
exercicio fisico ainda ndo esta completamente elucidado e a resposta da FC a suplementacéo
tem se mostrado controversa entre os estudos. Ha relatos de auséncia do efeito da
suplementacédo de Cr sobre a FC durante o exercicio (Gentry et al., 1999; Pagan et al., 1995),
aumento da FC do grupo suplementado (Vervuert et al., 2006) e reducdo da FC do grupo
suplementado mensurada logo ap6s o segundo de trés testes de marcha realizados a campo
(Jord&o et al., 2010). No presente estudo, houve tendéncia (P=0,1295) do grupo suplementado
com Cr apresentar menores valores de FC que os grupos LC e Controle. Entretanto, essa
diferenga ndo foi significativa provavelmente devido a baixa intensidade do teste de marcha
em esteira ergomeétrica e ao numero reduzido de animais no grupo Cr (n=4). Ja em relacdo a
suplementacdo de LC, ndo foi demostrado efeito sobre a FC durante testes padronizados de
exercicio na esteira ergométrica (Niemeyer, et al., 2005), durante teste a campo de animais
em treinamento para Concurso Completo de Equitacdo (lben et al., 1999), assim como
durante os teste de marcha do presente estudo. Por outro lado, a FC de equinos trotadores
suplementados diminuiu 7 bpm (P<0,05) em resposta ao treinamento, mas manteve-se
inalterada nos animais do grupo controle (Chrobok, 2000). No presente estudo, as médias dos
valores de FC do grupo suplementado com LC ficaram proximas as médias do grupo Controle
(Tabela 1).
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Tabela 1. Médias da frequéncia cardiaca em batimentos por minuto (bpm) mensuradas em
cada grupo (Controle, L-Carnitina e Cromo) antes do exercicio (0 minuto), ao final do
aquecimento (5 minutos) e a cada 5 minutos durante a marcha na velocidade de 3,5 m/s (10,
15, 20, 25, 30 e 35 minutos) e coeficiente de variacao (CV)

Momento dos Testes de Marcha o
Média CV
0’ s 100 15 200 28 300 3% (%)

Controle (n=5) 46 75 106 120 123 125 124 123 105"
L-Carnitina (n=4) 48 77 112 119 121 122 122 123 105" 22,93
Cromo (n=4) 44 70 100 112 108 117 118 121 99"

Médias na coluna seguidas por letras mailsculas distintas diferem entre os grupos de suplementagdo nutricional

pelo Tukey (P<0,05); “Coeficiente de variacdo entre os grupos de suplementacéo nutricional

Na figura 4 e tabela 2, observa-se que as médias de FC do Teste 1 durante a fase de
marcha (aos 15, 25, 30 e 35 minutos de teste) foram mais elevadas (P<0,05) que as médias da
mesma fase dos Testes 2 e 3. A frequéncia cardiaca durante exercicios submaximos
geralmente sofre reducdo apds o treinamento, embora essa reducdo se restrinja de 10 a 20
batimentos por minuto (bpm) em qualquer velocidade subméaxima (Thomas et al., 1983). No
presente estudo (Tabela 2), houve reducdo de 11 bpm da média geral da FC do Teste 1 (110
bpm aos 7 dias de condicionamento) para o Teste 2 (99 bpm aos 21 dias de condicionamento)
e essa Ultima média manteve-se proxima a média do Teste 3 (100 bpm aos 42 dias de
condicionamento). Esse resultado pode estar relacionado ao rapido aumento da capacidade
cardiorrespiratoria logo no inicio do treinamento relatado por Eaton et al. (1999), os quais
observaram reducdo da FC ao final da quarta semana, mas ndo notaram mais alteracoes
durante o restante dos quatro meses de treinamento. Entretanto, a FC ndo pode ser
considerada isoladamente, uma vez que altos valores de FC registrados no inicio do
treinamento podem estar relacionados a fatores psicogénicos de falta de adaptacdo ao
ambiente e aos procedimentos de teste (Thomas et al., 1983). Além disso, os fatores
psicogénicos tém maior influéncia quando a FC encontra-se abaixo de 120 bpm (Persson,

1983) e os Testes 2 e 3 do presente estudo apresentaram FC abaixo desse valor.
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Figura 4. Médias

de frequéncia cardiaca em batimentos por minuto (bpm) antes do exercicio

(0 minuto), ao final do aquecimento (5 minutos) e a cada 5 minutos durante a marcha na

velocidade de 3,5 m/s (10, 15, 20, 25, 30 e 35 minutos) mensuradas em cada teste de marcha

(Teste 1: 7 dias

de treinamento, Teste 2: 21 dias de treinamento e Teste 3: 42 dias de

treinamento), respectivas curvas de regressées polinomiais quadraticas, suas equacdes e

coeficientes de determinacéo (R?) corrigidos

Tabela 2. Valores médios de frequéncia cardiaca em batimentos por minuto (bpm) registrados

antes do exercicio (0 minuto), ao final do aquecimento (5 minutos) e a cada 5 minutos durante

a marcha na velocidade de 3,5 m/s (10, 15, 20, 25, 30 e 35 minutos) mensurados em cada teste

de marcha (Teste 1: 7 dias de condicionamento, Teste 2: 21 dias de condicionamento e Teste

3: 42 dias de condicionamento), coeficientes de variagdo (CV) e (n=13)

Momento do Teste de Marcha

Média CV
0’ 5 10° 15° 20° 25° 30° 35 (%)
Teste 1 48°° 73 1079 120" 122" 133" 134 133 1100
Teste2 447 717 103°° 111%° 1147 116%* 119%* 119%%  99*  2926"
Teste3 46°° 79 107" 1118 112 115%% 115  116%% 100
Média 46° 74  106° 117°  117%  122%  121%F 1228 12,841

Médias na coluna seguidas por letras mailsculas distintas diferem entre os testes de marcha pelo Tukey

(P<0,05); médias na linha seguidas por letras minasculas distintas diferem entre os momentos do teste pelo

Tukey (P<0,05); “Coeficiente de variacdo entre testes de marcha; TCoeficiente de variacdo entre 0s momentos

dos testes de marcha
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Houve diferenca entre os tempos avaliados de FC (P<0,000) e houve interacdo entre
tempos e testes de marcha (P=0,0153). Considerando a média dos trés testes (Figura 4 e
Tabela 2), observou-se uma fase inicial de aumento da FC em relacdo ao valor antes do
exercicio (0 min.) até os primeiros 5 minutos de marcha (10 min. de teste) acompanhando o
aumento da velocidade: de repouso para o passo (1,7 m/s) e desse para a marcha (3,5 m/s).
Apos essa fase, como a velocidade manteve-se constante durante a etapa de marcha (3,5 m/s),
a FC ndo apresentou variagdo dos 15 aos 35 minutos de teste. Este comportamento da FC é
condizente a relacdo entre FC e velocidade durante exercicios subméximos, a qual é
amplamente conhecida e relatada na literatura (Lindholm e Saltin, 1974; Evans, 2004). Do
ponto de vista fisioldgico, a FC e o débito cardiaco aumentam em propor¢do direta ao
consumo de oxigénio para garantir o suprimento de oxigénio necessario a sintese de trifosfato
de adenosina (ATP) para a contracdo muscular. Se a taxa de trabalho for constante e abaixo
do limiar de lactato, um plat6 de estabilidade da FC, do volume sistélico e do débito cardiaco
é atingido em dois ou trés minutos de exercicio (Powers e Howley, 2005).

Conforme os dados da tabela 2, os maiores valores de FC registrados durante a fase de
marcha (10 min. a 15 min.; 3,5 m/s) foram 134 bpm aos 30 minutos do Teste 1, 119 bpm aos
30 e aos 35 minutos do Teste 2 e 116 bpm aos 35 minutos do Teste 3. Esses valores
encontram-se abaixo daqueles relatados na literatura durante testes de marcha realizados a
campo com equinos da raca MM. Durante simula¢Bes de provas de marcha (média de 3,33
m/s) de 50 minutos de duracdo, Prates et al. (2009) registraram o valor maximo de 186,76
bpm e Jorddo et al. (2010) registraram o pico de 153 bpm aos 17 minutos de teste.
Considerando-se o efeito do treinamento de equinos da raca MM, foi registrada FC média de
173 bpm em teste de marcha (3,33 a 3,8 m/s) de 11 minutos de duracéao realizado com equinos
destreinados e FC média de 142 bpm em teste de 70 minutos de duragdo apds 63 dias de
treinamento (Abrantes et al., 2012). J& Marelli e Freire (2013) encontraram FC de 200 bpm
aos 14 minutos do teste realizado antes do treinamento e aos 32 minutos do teste realizado
apos 42 dias de treinamento. A menor demanda cardiovascular do teste em esteira do presente
estudo em relacdo as simulagdes de teste de marcha a campo € condizente com relatos da
literatura de menores FC e concentracdes de lactato na esteira ergométrica em relacdo aos
exercicios a campo (Gottlieb-Vedi e Lindholm, 1997; Courouce et al., 1999). Nos exercicios a
campo, fatores como temperatura e umidade do ar, superficie do terreno e atuagdo do
cavaleiro influenciam as variaveis fisioldgicas (Evans, 2004).

Valores maximos de FC de 165 bpm antes do treinamento e 148 bpm apds 42 dias de

treinamento foram registrados durante a etapa de 30 minutos de marcha em esteira
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ergométrica realizado na intensidade de 70% do “limiar anaerobio” individual (velocidade
entre 3,6 e 4,4 m/s e 5% de inclinacdo) de éguas da raca Mangalarga Marchador (Garcia et al.,
2010). No estudo de Garcia et al., 2010, as medias de FC registradas foram mais elevadas
que as médias do teste de marcha do presente estudo e se aproximaram mais daquelas
encontradas nos estudos com testes de marcha a campo, provavelmente, devido a maior
inclinacdo da esteira e a maiores velocidades de marcha, uma vez que a FC esta altamente
correlacionada com a velocidade e inclinacdo da esteira (Sexton e Erickson, 1990). Como a
inclinacdo de 5% da esteira foi apropriada para simular as condi¢cdes de testes de intensidade
progressiva a campo para equinos da raca MM (Garcia et al., 2013), esta mesma inclinacéo
parece ser mais adequada também para a simulacdo de testes de marcha, embora a maioria
dos trabalhos da literatura relatou inclinacdes de 2,4% (Couroucé et al., 2000) e 3,5% (Barrey
et al., 1993; Galloux et al., 1993) para simular as condi¢Ges de exercicio a campo de animais
que possuem o trote como andamento natural.

Durante a fase de recuperacdo da frequéncia cardiaca (Tabela 3), ndo houve efeito da
suplementacédo de Cr ou LC (P=0,9667). Esse resultado contrasta com os achados de Jordao et
al. (2010), os quais relataram reducdo da frequéncia cardiaca de animais suplementados com
Cr durante a fase de recuperacdo de testes de marcha realizados a campo com 50 minutos de
duracdo. A diferenca entre os resultados pode estar relacionada as menores intensidade e
demanda cardiovascular do teste em esteira do presente estudo em relagdo aos testes de
marcha a campo de Jordao et al. (2010). Em relacdo a suplementacdo de LC, os resultados do
presente estudo corroboram os achados de Niemeyer et al. (2005), os quais relataram a
auséncia de efeito da suplementacdo na frequéncia cardiaca durante a etapa de recuperacao

apos teste incremental em esteira ergométrica.
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Tabela 3. Valores médios de frequéncia cardiaca em batimentos por minutos (bpm)
mensurados em cada grupo (Controle, L-Carnitina e Cromo) ao final do exercicio (Final) e
aos 5, 30 e 60 minutos de recuperagdo do Teste 1 (7 dias de condicionamento) e do Teste 3

(42 dias de condicionamento) e coeficientes de variacao (CV)

Momento de recuperagéo

Final 5 30° 60’ Media CV (%)
Controle (n=5) 112 53 44 42 63"
L-Carnitina (n=4) 100 57 44 45 61" 29,29
Cromo (n=4) 102 53 45 43 61"
Média 105 54° 44° 43° 16,24

Médias na coluna seguidas por letras maidsculas distintas diferem entre os grupos de suplementacéo nutricional

pelo Tukey (P<0,05); médias na linha seguidas por letras mintsculas distintas diferem entre os momentos dos

testes de marcha pelo Tukey (P<0,05); “Coeficiente de variacdo entre os grupos de suplementagdo nutricional;

TCoeficiente de variacdo entre 0s momentos dos testes de marcha

No presente estudo, ndo houve diferenca na FC de recuperacdo entre os testes de
marcha (P=0,1298), mas houve diferenca entre o0s tempos avaliados (P<0,0000).
Considerando as médias do primeiro e terceiro testes de marcha (Tabela 3), foram registradas
as FCs de 105 bpm logo ao final do exercicio, 54 bpm aos 5 minutos, 44 bpm aos 30 minutos
e 43 bpm aos 60 minutos de recuperacdo apés o fim do exercicio. Aos 30 minutos de
recuperacdo, obteve-se valor de FC proximo a meédia dos valores encontrados durante o pré-

exercicio dos trés testes de marcha (46 bpm).

4.1.2. Lactato

A concentracdo de lactato sanguineo € a variavel que apresenta melhor correlagdo com
0 desempenho competitivo do animal (Lindner, 2000) e estd relacionada a intensidade do
exercicio, possibilitando avaliar o sistema de produgdo energetica mais utilizado (Desmecht et
al., 1996).

N&o houve efeito (P=0,1110) da suplementacdo de Cr ou de LC nas concentragdes

sanguineas de lactato durante os testes de marcha (Tabela 4). No presente estudo, embora
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tenha ocorrido tendéncia de menores valores de FC do grupo suplementado com Cr, houve
tendéncia (P=0,1110) de maior lactatemia durante os testes de marcha dos animais
suplementados com Cr em relacdo aos grupos Controle e LC (Tabela 4). Na literatura, ha
relatos de que a suplementacdo de Cr resultou em maiores concentracdes de lactato tanto
durante o exercicio (Vervuert et al., 2006) quanto apds o exercicio (Gentry et al., 1999).
Embora Jordao et al. (2010) e Pagan et al. (1995) tenham relatado auséncia de efeito da
suplementacdo deste mineral na lactatemia durante o exercicio, ndo ha relatos de que a
suplementacdo tenha implicado em menores concentracdes de lactato. Dessa forma, a
suplementacdo de Cr parece aumentar a lactatemia de equinos em exercicio, embora a
tendéncia do presente estudo nédo tenha sido significativa. Essa tendéncia precisa ser mais bem
elucidada utilizando exercicios de maior intensidade que resultem em maiores valores de
lactatemia que o presente estudo.

Falaschini e Trombetta (2001) relataram que a suplementacdo diaria de 12 g de LC
proporcionou menor producdo de lactato (mmol/L/min) durante exercicio. Por outro lado,
assim como no presente estudo, Niemeyer et al. (2005) também ndo observaram efeito da
suplementacdo diaria de 10 g de LC na lactatemia durante exercicio submaximo de equinos
jovens da raca Standarbred treinados por 5 semanas. A suplementacdo de LC tem sido
utilizada no intuito de aumentar o metabolismo oxidativo de glicose e lipidios, reduzir a
producdo de lactato e aumentar o desempenho durante o exercicio, principalmente durante
aqueles de menor intensidade e longa duracdo (Geor, 2006). Dessa forma, a suplementagédo
dessa amina ou do Cr pode ter efeito benéfico em situacbes de demanda metabdlica mais
elevada que a do presente estudo, no qual as concentracBes sanguineas de lactato durante os
testes de marcha realizados em esteira ergométrica (Tabela 4) ndo atingiram 1,5 mmol/L.
Segundo Lindner et al. (1997), concentracbes de lactato de 1,5 mmol/L podem ser
encontradas em equinos durante o repouso, embora a lactatemia antes do exercicio foi menor

que 1 mmol/L no presente estudo (Tabela 4).
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Tabela 4. Médias da lactatemia (mmol/L) mensuradas em cada grupo (Controle, L-Carnitina e
Cromo) antes do exercicio (0 minuto), ao final do aquecimento (5 minutos) e a cada 5 minutos
durante a marcha na velocidade de 3,5 m/s (10, 15, 20, 25, 30 e 35 minutos) e coeficiente de

variacdo (CV)

Momento dos Testes de Marcha o
Média CV
0’ 5 10 1 200 28 300 35 (%)

Controle (n=5) 0,91 0,70 0,74 074 0,78 082 082 080 0,79
L-Carnitina (n=4) 0,75 072 095 086 083 080 078 079 081" 379
Cromo(n=4) 085 078 125 132 121 111 117 113 110"

Médias na coluna seguidas por letras mailsculas distintas diferem entre os grupos de suplementacéo nutricional

pelo Tukey (P<0,05); “Coeficiente de variacdo entre os grupos de suplementacéo nutricional

Houve diferenca (P=0,0112) nas concentracdes sanguineas de lactato entre os testes de
marcha (Figura 5 e Tabela 5). A maior média de lactatemia foi encontrada no Teste 1 (1,13
mmol/L com 7 dias de condicionamento) e a menor média de lactatemia foi do Teste 2 (0,72
mmol/L com 21 dias de condicionamento). A média de lactatemia do Teste 3 (42 dias de
condicionamento) foi de 0,82 mmol/L e foi semelhante as médias dos testes 1 e 2. A reducéo
da lactatemia durante exercicios submaximos em func¢do do treinamento também ocorreu em
trabalhos que utilizaram testes de marcha a campo. Abrantes et al. (2012), registraram 2
mmol/L de lactato sanguineo em menos de 1 minuto do primeiro teste e aos 12 minutos do
teste de marcha realizado ap6s 63 dias de treinamento. Ja a concentracdo de 4 mmol/L foi
alcancada aos 5 minutos do primeiro teste e aos 69 minutos do teste apds 63 dias de
treinamento. Ja no estudo de Marelli e Freire (2013), a concentragdo sanguinea de 4 mmol/L
de lactato foi alcangada aos 34 minutos de teste de marcha antes do treinamento e aos 95

minutos de teste apds 42 dias de treinamento.
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Figura 5. Médias das concentracdes sanguineas de lactato (mmol/L) antes do exercicio (0
minuto), ao final do aquecimento (5 minutos) e a cada 5 minutos durante a marcha na
velocidade de 3,5 m/s (10, 15, 20, 25, 30 e 35 minutos) obtidas em cada teste de marcha
(Teste 1: 7 dias de treinamento, Teste 2: 21 dias de treinamento e Teste 3: 42 dias de

treinamento)

Tabela 5. Valores médios de lactatemia (mmol/L) obtidos antes do exercicio (0 minuto), ao
final do aquecimento (5 minutos) e a cada 5 minutos durante a marcha na velocidade de 3,5
m/s (10, 15, 20, 25, 30 e 35 minutos) mensurados em cada teste de marcha (Teste 1: 7 dias de
condicionamento, Teste 2: 21 dias de condicionamento e Teste 3: 42 dias de

condicionamento), coeficientes de variagdo (CV) e (n=13)

Momento do Teste de Marcha )
Média CV
0 5 10 15° 20° 25 30 35 (%)

Testel 096" 079" 127 136" 126 114 109" 116 113"

Teste2 0,75 0,69% 0,74® 065 068% 0,74 081 0,73° 0,728 3,36
Teste3 080" 0,71 0,88 0,85 0,83 0,83*°® 085® 0818 082"

Média 0,84 0,73 0,96*° 0,95° 0,93 0,90® 0,92® 0,90® 1,13"

Médias na coluna seguidas por letras mailsculas distintas diferem entre os testes de marcha pelo Tukey
(P<0,05); médias na linha seguidas por letras minusculas distintas diferem entre 0s momentos do teste pelo
Tukey (P<0,05); “Coeficiente de variacdo entre testes de marcha; TCoeficiente de variacdo entre 0s momentos

dos testes de marcha
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Na figura 5, observa-se que houve tendéncia de reducdo da lactatemia do momento
antes do exercicio (0 minuto) para a fase de aquecimento (5 minutos de teste) nos trés testes
de marcha. Entretanto, ndo ocorreu diferenca significativa (P>0,05) entre esses dois tempos
avaliados (Tabela 5). A manipulacdo dos animais antes do teste para coleta de amostra
sanguinea pode ter desencadeado a liberacdo de catecolaminas em quantidade suficiente para
estimular a glicogendlise muscular e consequentemente aumentar a lactatemia antes do
exercicio (Stainsby e Brooks, 1990). Durante exercicios leves e moderados, apesar de haver
aumento da producdo de lactato muscular, também ocorre aumento da capacidade de remocéo
do lactato em comparacdo a situacdo de repouso (Donavan e Brooks, 1983). Isso pode
justificar a tendéncia reducdo da lactatemia da fase de aquecimento (5 minutos de teste; 1,7
m/s) em comparacdo aos valores mensurados antes do exercicio (0 minuto de teste) do
presente estudo.

A velocidade e a duracdo do exercicio sdo os principais fatores que afetam a
lactatemia. Quanto maior a velocidade e/ou o tempo, maiores sdo as concentragdes sanguineas
de lactato. Entretanto, segundo Lindner e Boffi (2006), esse comportamento somente é valido
para exercicios cuja velocidade implica concentracdes de lactato acima de 2 mmol/L e tem
duracdo continua maior que 5 minutos. No presente estudo (Tabela 5), observa-se aumento da
lactatemia em funcdo do aumento da velocidade na fase de aquecimento (1,7 m/s; 5 minutos
de teste) para o inicio da fase de marcha (3,5 m/s; 10 e 15 minutos de teste). Ja durante o
restante da fase de marcha (20 a 35 minutos de teste), as médias de concentrag¢fes sanguineas
mais elevadas de lactato foram 1,36 mmol/L no Teste 1, 0,81 mmol/L no Teste 2 e 0,88
mmol/L no Teste 3 e, por ndo terem atingido 2 mmol/L, o tempo de exercicio aparentemente
ndo teve influéncia sobre esta variavel. As médias de lactatemia encontradas dos 20 aos 35
minutos do teste de marcha foram semelhantes a média registrada antes do exercicio (0
minuto) (Tabela 5), o que sugere baixa intensidade do protocolo de teste de marcha e explica
a auséncia de tendéncia de crescimento exponencial dos dados de lactatemia (Figura 5).

As concentracOes de lactato registradas durante o teste de marcha em esteira
ergométrica do presente estudo foram inferiores aquelas registradas ao final dos testes de
marcha a campo com duracgdo de 30 minutos de Wanderley et al. (2010) (2,63 mmol/L) e ao
final dos testes de 50 minutos de Jordao et al. (2010) (2,29 mmol/L) e de Rezende et al.
(2014) (1,97 mmol/L). Também foram menores que as concentragdes sanguineas de lactato
registradas por Abrantes et al. (2013) aos 12,5 minutos (6,01 mmol/L) do primeiro teste de
marcha a campo realizado com animais destreinados e menor que as concentragoes de lactato

registradas aos 15 minutos (5,50 mmol/L) do segundo teste de marcha a campo realizado ap0s
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21 dias de treinamento. Esses resultados indicaram que, assim como a demanda
cardiovascular, a demanda metabdlica do teste de marcha em esteira ergométrica realizado no
presente estudo foi inferior a demanda metabdlica de testes de marcha em condicdes de
campo.

Durante a fase de recuperagdo apds os testes de marcha (Tabela 6), ndo houve efeito
da suplementacdo de Cr ou LC nas concentraces sanguineas de lactato (P=0,6512). Outros
trabalhos que também testaram a suplementacdo de Cr também relataram auséncia de efeito
sobre as concentracdes de lactato durante o periodo de recuperacdo (Pagan et al., 1995;
Gentry et al., 1999; Jord&o et al., 2010). Esse resultado do presente estudo corrobora 0s
achados de Niemeyer et al. (2005), os quais relataram a auséncia de efeito da suplementacao
de LC nas concentracbes de lactato durante o periodo de recuperacdo. Por outro lado,
Falaschini e Trombetta (2001) relataram que 0s equinos suplementados com LC tiveram
menores concentragdes de lactato na recuperacdo de exercicios de maior intensidade
executados nas fases finais da etapa de treinamento, demorando menor tempo para

alcancarem os valores basais.

Tabela 6. VValores médios de lactatemia (mmol/L) mensurados em cada grupo (Controle, L-
Carnitina e Cromo) ao final do exercicio (Final) e aos 5, 30 e 60 minutos de recuperacdo do
Teste 1 (7 dias de condicionamento) e do Teste 3 (42 dias de condicionamento) e coeficientes

de variacdo (CV)

Momento de recuperagédo o
Média  cv (%)

Final 5 30° 60’
Controle (n=5) 0,83 1,29 1,05 0,90 1,02"
L-Carnitina (n=4) 0,68 1,16 2,12 1,09 1,26" 3,38
Cromo (n=4) 1,04 1,34 1,28 1,02 1,174
Média 0,85° 1,27% 1,43 0,99%° 2,47"

Médias na coluna seguidas por letras maidsculas distintas diferem entre os grupos de suplementacdo nutricional
pelo Tukey (P<0,05); médias na linha seguidas por letras minusculas distintas diferem entre 0s momentos dos

testes de marcha pelo Tukey (P<0,05); “Coeficiente de variacdo entre os grupos de suplementagdo nutricional;

TCoeficiente de variacdo entre 0s momentos dos testes de marcha
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As concentracdes sanguineas de lactato durante o periodo de recuperacdo do presente
estudo (Tabela 6) ndo diferiram entre os testes de marcha (P=0,7512), mas diferiram entre os
tempos avaliados (P=0,0232). Considerando as médias do primeiro e terceiro testes de marcha
(Tabela 6), registraram-se 0,85 mmol/L logo apéds o final do exercicio, 1,27 mmol/L aos 5
minutos, 1,43 mmol/L aos 30 minutos e 0,99 mmol/L aos 60 minutos de recuperacdo apds o
fim dos testes. Também durante a etapa de recuperagdo, ndo foram registradas concentracfes

sanguineas de lactato superiores a 1,5 mmol/L.

4.1.3. Glicose

N&o houve efeito da suplementacédo (P=0,5994) de Cr ou de LC na glicemia durante os
testes de marcha em esteira ergométrica (Tabela 7). Apesar do Cr estar envolvido na
potencializacdo dos efeitos da insulina, as respostas da glicose a suplementacdo de Cr séo
controversas. A suplementagéo de Cr resultou em maior taxa de metabolizagdo da glicose em
resposta a teste de tolerdncia e menores concentracbes sanguineas de glicose durante o
repouso (Ott e Kivipelto, 1999). Ja Pagan et al. (1995) relataram menores concentracdes
sanguineas de glicose durante teste de exercicio de intensidade progressiva em esteira
ergométrica. Entretanto, também ha relatos de auséncia de alteragdo durante o repouso
(Gentry et al., 1999; Vervuet et al., 2006) e aumento das concentracdes sanguineas de glicose
logo ap6s o final do exercicio (Vervuet et al., 2006). Assim como no presente estudo, Jorddo
et al. (2010) também ndo relataram efeito da suplementacdo de Cr nas concentracdes
sanguineas de glicose, as quais foram obtidas apds testes de marcha de 50 minutos de duragéo

realizados a campo com eguas da raca MM.
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Tabela 7. Médias da glicemia (mmol/L) mensuradas em cada grupo (Controle, L-Carnitina e
Cromo) antes do exercicio (0 minuto), ao final do aquecimento (5 minutos) e a cada 5 minutos
durante a marcha na velocidade de 3,5 m/s (10, 15, 20, 25, 30 e 35 minutos) e coeficiente de

variacdo (CV)

Momento dos Testes de Marcha o
Média CV
0’ s 10 1 200 25 300 35 (%)

Controle (n=5) 335 366 353 327 336 328 332 336 339"
L-Carnitina (n=4) 3,70 3,68 360 348 356 355 359 364 360" 6682°

Cromo (n=4) 353 377 362 368 371 389 377 381 372%

Médias na coluna seguidas por letras mailsculas distintas diferem entre os grupos de suplementacdo nutricional

pelo Tukey (P<0,05); "Coeficiente de variacao entre os grupos de suplementacio nutricional

Além de participar no transporte de &cidos graxos de cadeia longa para o interior da
mitocbndria, a LC também transporta o excesso de acetil-CoA para fora dessa organela
(Zeyner e Harmeyer, 1999). A reducdo da relagéo acetil-CoA/CoA aumenta a atividade da
piruvato desidrogenase, o que facilita a oxidacdo da glicose (Power et al., 2007). Dessa forma,
0 aumento da oxidacdo de glicose devido a suplementacdo de LC pode ter papel importante na
reducdo da concentracdo sanguinea de glicose. Além disso, alguns pesquisadores relataram
efeito direto da LC na sensibilidade a insulina e consequentemente na disponibilidade de
glicose (Mingrone et al., 1999). Entretanto, a suplementacdo de LC para equinos tem causado
efeitos controversos nas concentracdes sanguineas de glicose. As concentragcdes sanguineas de
glicose ndo foram influenciadas em pbéneis obesos durante programa de reducdo de peso
(Schmengler et al., 2013), mas sofreram reducdo no periodo pds-prandial de poneis saudaveis
(Van Weyenberg et al., 2009). Contrastando com os resultados do presente estudo (Tabela 7)
em que ndo houve influéncia da suplementacdo de LC nas concentragdes sanguineas de
glicose, em trabalho realizado por Chrobok (2000), o aumento da concentragcdo de glicose
induzida pelo exercicio foi significativamente menor em animais suplementados com LC.
Porém, o exercicio executado pelos animais de Chrobok (2000) consistiu em 15 minutos de
aguecimento e 15 minutos de fase incremental que iniciou com 6 m/s e terminou com 11 m/s.
Dessa forma, a intensidade do exercicio foi maior que a dos testes de marcha em esteira

ergomeétrica do presente estudo, o que pode ter influenciado nos resultados da acéo de LC.
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As concentracBes sanguineas de glicose nao diferiram (P=0,1651) entre os testes de
marcha durante o exercicio (Tabela 8). Esse resultado ndo era esperado, pois segundo Geor et
al. (2002), o condicionamento fisico altera a utilizacdo de substratos durante exercicios
submaximos e, ap0s o treinamento, reduz-se o uso de carboidratos e eleva-se a contribuicdo
dos lipidios como fonte energética. No trabalho realizado por Geor et al. (2002), seis semanas
de treinamento de intensidade moderada resultaram em reducdo da concentracdo de glicose
durante exercicio submaximo a 55% da VOamsx por 60 minutos. Por outro lado, Abrantes
(2013) realizou simulacdes de provas de marcha a campo e ndo encontrou alteracdo das
concentragcfes sanguineas de glicose ap6s 93 dias de treinamento de éguas da ragca MM. Ja
durante a realizacdo de exercicios mais intensos, como 0s testes progressivos em esteira
ergométrica, Ferraz et al. (2008) ndo encontraram alteracdes das concentracdes sanguineas de
glicose ap6s 90 dias de treinamento de equinos da raca arabe e Trilk et al. (2002) também néo

relataram alteracGes apos seis semanas de treinamento de equinos para resisténcia.

Tabela 8. Valores médios de glicemia (mmol/L) obtidos antes do exercicio (0O minuto), ao
final do aquecimento (5 minutos) e a cada 5 minutos durante a marcha na velocidade de 3,5
m/s (10, 15, 20, 25, 30 e 35 minutos) mensurados em cada teste de marcha (Teste 1: 7 dias de
condicionamento, Teste 2: 21 dias de condicionamento e Teste 3: 42 dias de

condicionamento) e coeficientes de varia¢do (CV) e (n=13)

Momento do Teste de Marcha )
Média  CV
0’ 5 100 15 200 25 30 35 (%)

Testel 3,83 4,02 3,70% 347% 352* 3,49 357% 362" 3,65"

Teste2 3,35°% 3598 371 345 352* 359" 357 358° 355" 17,79
Teste3 3,36° 350° 333 347* 355 357° 348% 355" 348"

Média 3,52° 3,70° 3,58 346" 353" 355" 354 3,58° 9,92

Médias na coluna seguidas por letras mailsculas distintas diferem entre os testes de marcha pelo Tukey

(P<0,05); médias na linha seguidas por letras minusculas distintas diferem entre 0s momentos do teste pelo
Tukey (P<0,05); “Coeficiente de variacéo entre testes de marcha; TCoeficiente de variagdo entre 0s momentos

dos testes de marcha

A glicose plasmatica geralmente aumenta em todos os tipos de exercicios devido a
estimulacdo da glicogendlise hepatica (Rose et al., 1977) e a intensidade do aumento esta

provavelmente associada ao grau de atividade simpatica, o qual esta relacionado a intensidade
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do exercicio (Snow et al., 1992). No presente estudo, ndo houve diferenca (P=0,1649) nas
concentragfes sanguineas de glicose entre os tempos avaliados durante o teste de marcha
(Tabela 8). Essa resposta corrobora os resultados de frequéncia cardiaca e concentracdo de
lactato encontrados, os quais sugeriram que o protocolo proposto de teste de marcha néo teve
intensidade suficiente para provocar alteracfes metabodlicas evidentes. Nas simulaces de
provas de marcha realizadas a campo por Abrantes (2013), houve aumento da glicemia
ocasionado pelo exercicio e, aos 60 minutos de recuperacéo, as concentracdes sanguineas de
glicose voltaram para os valores pré-exercicio. Por outro lado, os achados de Rezende et al.
(2014) corroboram o do presente estudo, pois 0s autores relataram que ndo houve alteracdo da
glicemia mensurada antes do exercicio e ao final de 50 minutos de teste de marcha realizado a
campo.

Houve interacdo entre tempos avaliados durante o exercicio e testes de marcha
(P=0,0102). Os dados do Teste 1 se ajustaram a curva de regressdo polinomial quadréatica
(Figura 6), os dados do Teste 3 se ajustaram a regressdo linear e os dados do Teste 2 ndo se
ajustaram a nenhum destes modelos. No Teste 1, a glicemia avaliada antes do exercicio e ao
final do aquecimento foi mais elevada que nos Testes 2 e 3 (Tabela 8 e Figura 6). Esse
comportamento pode estar relacionado a glicogendlise provocada pela liberacdo de
catecolaminas durante a manipulacdo dos animais na etapa pré-exercicio (Stainsby e Brooks,
1990), assim como ocorreu com as concentracdes de lactato sanguineo em repouso do
presente estudo. Aos 10 minutos de teste (5 minutos de marcha), a glicemia do Teste 3 foi
inferior as dos Testes 1 e 2 (Tabela 8), o que sugere que o efeito benéfico do condicionamento
fisico descrito por Geor et al. (2002) e discutido anteriormente ocorreu apenas nos momentos
de aquecimento e primeiros 5 minutos de marcha (10 minutos de teste).
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Figura 6. Médias das concentracdes sanguineas de glicose (mmol/L) antes do exercicio (O
minuto), ao final do aquecimento (5 minutos) e a cada 5 minutos durante a marcha na
velocidade de 3,5 m/s (10, 15, 20, 25, 30 e 35 minutos) obtidas em cada teste de marcha
(Teste 1: 7 dias de treinamento, Teste 2: 21 dias de treinamento e Teste 3: 42 dias de
treinamento), curva de regressdo polinomial quadratica do Teste 1, curva de regressao linear

do Teste 3, suas respectivas equacdes e coeficientes de determinagdo (R?) corrigidos

Durante a etapa de recuperacdo ap6s o exercicio (Tabela 9), ndo houve efeito da
suplementacédo de Cr ou de LC na glicemia (P=0,3545), semelhante aos resultados obtidos por
Pagan et al. (1995), Gentry et al. (1999) e Jorddo et al. (2010) que também avaliaram o efeito
da suplementagdo de Cr. Embora tenha ocorrido tendéncia (P=0,0605), as concentracGes
sanguineas de glicose durante a etapa de recuperacdo nao diferiram entre os testes de marcha.
Foram registradas as médias de 3,64 mmol/L ao final do exercicio, de 3,79 mmol/L aos 5
minutos de recuperacgdo, de 3,68 mmol/L aos 30 minutos e de 3,73 mmol/L aos 60 minutos de
recuperacdo apos o teste (Tabela 9). Entretanto, esses valores ndo diferiram entre si
(P=0,6317).
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Tabela 9. Valores médios de glicemia (mmol/L) mensurados em cada grupo (Controle, L-
Carnitina e Cromo) ao final do exercicio (Final) e aos 5, 30 e 60 minutos de recuperacdo do
Teste 1 (7 dias de condicionamento) e do Teste 3 (42 dias de condicionamento) e coeficientes

de variacdo (CV)

Momento de recuperagao o
Média CV (%)

Final 5 30° 60’
Controle (n=5) 3,47 3,50 3,45 3,64 3,51%
L-Carnitina (n=4) 3,76 3,88 4,04 3,86 3,88" 28,68
Cromo (n=4) 3,73 4,06 3,61 3,73 3,79%
Média 3,64° 3,79° 3,68 3,73 11,47

Médias na coluna seguidas por letras maidsculas distintas diferem entre os grupos de suplementacdo nutricional

pelo Tukey (P<0,05); médias na linha seguidas por letras mintsculas distintas diferem entre os momentos dos

testes de marcha pelo Tukey (P<0,05); “Coeficiente de variacdo entre os grupos de suplementagdo nutricional;

TCoeficiente de variacdo entre 0s momentos dos testes de marcha

4.1.4. Triglicérides

Nédo foi encontrado efeito da suplementacdo (P=0,0668) de Cr ou de LC nas
concentracOes séricas de triglicérides durante os testes de marcha (Tabela 10). A insulina
inibe a mobilizacao lipidica de adipdcitos (Boffi, 2006). Dessa forma, ao modular os efeitos e
concentracdes sanguineas desse hormonio, o Cr pode ter efeito sobre as concentracdes
sanguineas de triglicérides, glicerol e acidos graxos livres. Entretanto, assim como no presente
estudo, nao foi observado efeito da suplementacdo do Cr nas concentracfes de triglicérides
antes e apos testes de marcha a campo (Jorddo et al., 2010; Rezende et al., 2014) e nem nas
concentragOes de &cidos graxos livres de éguas adultas em repouso (Gentry et al., 1999). Por
outro lado, Pagan et al. (1995) relataram maiores concentracdes de triglicérides no periodo
apos o exercicio de animais suplementados com Cr e atribuiram esse efeito a menor
concentragdo de insulina, que possivelmente resultou em maior mobilizag&o lipidica durante a
execucao do exercicio. A divergéncia entre os resultados pode estar relacionada a intensidade
do exercicio, uma vez que os animais do trabalho de Pagan et al. (1995) realizaram teste

progressivo em esteira ergométrica, o qual possui maior intensidade que os testes de marcha
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a campo de Jordao et al. (2010) e de Rezende et al. (2014) e que os testes de marcha em
esteira ergométrica do presente estudo.

Embora a LC esteja relacionada a p-oxidacéo lipidica, alguns trabalhos que avaliaram
sua suplementacdo para equinos relataram auséncia de efeito sobre as concentracdes
sanguineas de triglicérides (Van Weyenberg et al., 2009; Schmengler, et al., 2013), da mesma
forma que ocorreu no presente estudo. Entretanto, Chrobok (2000) relatou reducgdo das
concentracdes de acidos graxos livres antes e durante a realizacdo de exercicios de animais
suplementados com LC. No presente estudo, houve tendéncia (P=0,0668) de menor
concentracdo sanguinea de triglicérides do grupo suplementado com LC em relagdo aos
grupos Cr e Controle, embora ndo tenha ocorrido diferenga significativa (Tabela 10). A
reducdo da concentracdo sanguinea de &cidos graxos livres ou de triglicérides durante o
exercicio de animais suplementados pode ser justificada pelo aumento da captacdo de acidos

graxos livres para a -oxidagdo mediada pela LC (Chrobok, 2000).

Tabela 10. Médias da concentracdo sanguinea de triglicérides (mg/dL) mensuradas em cada
grupo (Controle, L-Carnitina e Cromo) antes do exercicio (0 minuto), ao final do aquecimento
(5 minutos) e a cada 5 minutos durante a marcha na velocidade de 3,5 m/s (10, 15, 20, 25, 30

e 35 minutos) e coeficiente de variagéo (CV)

Momento dos Testes de Marcha )
Média CV
0’ 5 10 1 200 25 300 3% (%)

Controle (n=5) 30 34 34 34 35 37 38 38 35"
L-Carnitina(n=4) 25 26 26 27 29 27 28 29 27" 70,62
Cromo (n=4) 30 33 32 35 35 35 36 35 34"

Médias na coluna seguidas por letras mailsculas distintas diferem entre os grupos de suplementacdo nutricional

pelo Tukey (P<0,05); “Coeficiente de variacdo entre os grupos de suplementacéo nutricional

As concentragOes séricas de triglicérides durante o exercicio (Figura 7 e Tabela 11)
ndo diferiram entre os testes de marcha (P=0,5304). No trabalho de Abrantes (2013), as
concentragOes séricas de triglicérides variaram entre os cinco testes de marcha realizados ao
longo dos 93 dias de condicionamento, mas ndo foi demonstrada nenhuma tendéncia. Assim
como no presente estudo, os valores mantiveram-se dentro dos limites de referéncia para a

espécie equina, de 6 a 54 mg/dL, segundo Kaneko et al. (2008).
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Figura 7. Médias das concentracdes séricas de triglicérides (mg/dL) antes do exercicio (0
minuto), ao final do aquecimento (5 minutos) e a cada 5 minutos durante a marcha na
velocidade de 3,5 m/s (10, 15, 20, 25, 30 e 35 minutos) obtidas em cada teste de marcha
(Teste 1: 7 dias de treinamento, Teste 2: 21 dias de treinamento e Teste 3: 42 dias de
treinamento), curvas de regressdes com suas respectivas equacOes e coeficientes de

determinacéo (R?) corrigidos

Tabela 11. Valores médios da concentracdo sanguinea de triglicérides (mg/dL) obtidos antes
do exercicio (0 minuto), ao final do aquecimento (5 minutos) e a cada 5 minutos durante a
marcha na velocidade de 3,5 m/s (10, 15, 20, 25, 30 e 35 minutos) mensurados em cada teste
de marcha (Teste 1: 7 dias de condicionamento, Teste 2: 21 dias de condicionamento e Teste
3: 42 dias de condicionamento), coeficientes de variagdo (CV) e (n=13)

Momento do Teste de Marcha

Meédia 0
© 5 10 15 200 25 300 35 cv (%)

Testel 31 32 33 33 32 34 33 36 334
Teste2 25 30 30 30 35 32 33 31 31" 50,50
Teste3 29 31 30 32 33 34 36 36 33"
Média  28° 31 31 32® 33 33 34 34° 13,94

Médias na coluna seguidas por letras mailsculas distintas diferem entre os testes de marcha pelo Tukey
(P<0,05); médias na linha seguidas por letras minGsculas distintas diferem entre os momentos do teste pelo
Tukey (P<0,05); “Coeficiente de variacdo entre testes de marcha; TCoeficiente de variacdo entre 0s momentos

dos testes de marcha
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As concentragdes séricas de triglicérides diferiram (P<0,0000) entre os tempos
avaliados (Tabela 11). Houve incremento progressivo da concentragdo sérica de triglicérides
ao longo da realizacao dos testes (Tabela 11). De acordo com Pagan et al. (1987) e Rose et al.
(1991), ocorre aumento progressivo da oxidacdo lipidica com o aumento da duragdo do
exercicio principalmente durante exercicios de intensidades baixa a moderada, e,
diferentemente de outros animais atletas, nos equinos ha aumento das triglicérides circulantes
durante a execucdo do exercicio (P6so et al., 1989). Por outro lado, tanto Abrantes (2013)
guanto Rezende et al. (2014) relataram que as concentracdes sericas de triglicérides avaliadas
antes do exercicio ndo diferiram das concentracGes avaliadas logo apds o final de testes de
marcha realizados a campo. Ja no presente estudo, as concentracBes séricas de triglicérides
durante a marcha, dos 15 aos 35 minutos de teste, diferiram da concentracdo obtida antes do
exercicio (0 minuto) (Tabela 11).

Durante a etapa de recuperacdo ap6s o exercicio, ndo houve efeito (P=0,4521) da
suplementacdo de Cr ou de LC sobre as concentracdes séricas de triglicérides (Tabela 12).
Assim como no presente estudo, a suplementacdo de Cr ndo alterou as concentracdes séricas
de triglicérides durante a recuperacdo nos trabalhos de Gentry et al. (1999) e de Jord&o et al.
(2010), mas Pagan et al. (1995) relataram maiores concentragfes aos 15 e 30 minutos de
recuperacdo no grupo suplementado. As concentragdes séricas de triglicérides ndo diferiram
(P=0,6015) entre os testes de marcha, mas diferiram (P=0,0161) entre os tempos avaliados
(Tabela 12). Considerando as médias do primeiro e terceiro testes de marcha, registraram-se
35 mg/dL ao final do teste, 30 mg/dL aos 5 minutos, 35 mg/dL aos 30 minutos e 34 mg/dL
aos 60 minutos de recuperacao apés o fim dos testes de marcha (Tabela 12).
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Tabela 12. Valores médios da concentracdo sanguinea de triglicérides (mg/dL) mensurados
em cada grupo (Controle, L-Carnitina e Cromo) ao final do exercicio (Final) e aos 5, 30 e 60
minutos de recuperacdo do Teste 1 (7 dias de condicionamento) e do Teste 3 (42 dias de

condicionamento) e coeficientes de variacdo (CV)

Momento de recuperagéo

Final 5 30° 60’ Media CV (%)
Controle (n=5) 36 33 39 39 37"
L-Carnitina (n=4) 30 27 35 32 314 58,59
Cromo (n=4) 37 31 31 31 324
Média 35° 30° 35° 34% 16,38

Médias na coluna seguidas por letras maidsculas distintas diferem entre os grupos de suplementacdo nutricional
pelo Tukey (P<0,05); médias na linha seguidas por letras mintsculas distintas diferem entre os momentos dos

testes de marcha pelo Tukey (P<0,05); “Coeficiente de variacdo entre os grupos de suplementagdo nutricional;

TCoeficiente de variacdo entre 0s momentos dos testes de marcha

4.2. Morfometria das fibras musculares

4.2.1. Proporc¢ao do numero de fibras musculares

A proporc¢do do numero de fibras musculares dos tipos | (P=0,3197), IIA (P=0,0518) e
11X (P=0,0529) ndo sofreu efeito da suplementacdo de Cr ou de LC (Tabela 13). Resultado
contrastante foi relatado por Rivero et al. (2002), os quais avaliaram o efeito da administracdo
oral de 10 g diarias de LC para equinos da raca Standardbred e encontraram aumento da
porcentagem das fibras tipo 1A (A23%, P<0,05) apds 5 semanas de suplementacdo
concomitante a exercicios de condicionamento fisico em esteira ergometrica. Essa adaptacao
muscular desapareceu apds 5 semanas com continua suplementacdo de LC e sem realizacao
de exercicios fisicos, 0 que sugeriu que a suplementacdo de LC potencializou os efeitos do
condicionamento nas adaptacGes musculares. As cinco semanas de condicionamento foram

compostas por exercicios de duracdo de 15 minutos na intensidade de 100 a 140% da VLa4**

24 \/La4: velocidade em gue a concentracdo sanguinea ou plasmatica de lactato é 4 mmol/L
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em dias alternados aos exercicios de duracdo de 60 a 90 minutos na intensidade da 65%
VLa4d. Nesse caso, a maior intensidade dos exercicios (maximo de 100 a 140% da VLa4) do
estudo de Rivero et al. (2002) comparada ao do presente estudo (maximo de 80% do limiar de
lactato) pode justificar a divergéncia dos resultados, pois segundo Rivero et al. (2007), a
conversao entre os tipos de fibras musculares parece ser mais dependente da intensidade do
exercicio do que de sua duracao.

Houve tendéncia (P=0,0518) da proporc¢éo das fibras do tipo I1IA ser menor no grupo
suplementado com Cr em comparacdo ao grupo controle, e tendéncia (P=0,0529) de maior
proporcéo de fibras 11X do grupo suplementado com Cr em relagdo ao grupo controle (Tabela
13). Segundo Rivero et al. (1993), equinos de excelente desempenho na atividade de enduro
equestre apresentaram maior porcentagem e maior tamanho das fibras do tipo I e do tipo 1A e
menor porcentagem das fibras do tipo 11X que os equinos de desempenho moderado nessa
modalidade. Seguindo esse raciocinio, o aumento da relacdo das fibras do tipo 11X:11A pode
ndo ser desejavel nos equinos da raca Mangalarga Marchador em treinamento para provas de
marcha. Como essa prova é realizada em velocidade média de 12 km/h (3,3 m/s) durante
aproximadamente 70 minutos, a capacidade de resisténcia muscular é primordial em relacéo a
velocidade de contragdo muscular. Sendo assim, as adaptacdes musculares desejaveis seriam
0 aumento da proporcdo de fibras oxidativas de contragcdo lenta (tipo 1) e de fibras de
contracdo rapida de metabolismo misto (tipo IIA, glicoliticas e oxidativa) no intuito de
conferir maior resisténcia e postergar o inicio da fadiga. Como consequéncia, haveria reducéo
proporcional das fibras do tipo 11X glicoliticas, o que resultaria em menor relacdo 11X:11A.
Apesar disso, ndo é possivel concluir que a suplementacdo de Cr provoca alteraces
musculares indesejaveis aos equinos em treinamento para provas de marcha, pois a tendéncia
encontrada no presente estudo pode estar relacionada ao fato de que a média da proporcéao de
fibras do tipo 1A do grupo suplementado com Cr tendeu a ser menor que os demais grupos
desde o inicio (com 7 dias de treinamento e suplementacédo) (Tabela 13).

N&o houve efeito do condicionamento fisico na propor¢édo das fibras musculares do
tipo 1 (P=0,6651), do tipo IIA (P=0,3276) e do tipo 11X (P=0,6369) de potras da raca
Mangalarga Marchador (Tabela 13). A auséncia de efeito do condicionamento na propor¢éo
dos tipos de fibras musculares do presente estudo contrasta com o0s relatos da literatura.
Conforme demonstrado no quadro 4, Serrano et al. (2000), Rivero et al. (2001), Rivero et al.
(2002) e D’Angelis et al. (2005) relataram que o condicionamento de equinos em intensidades
abaixo da velocidade em que a lactatemia é 4 mmol/L (\VLa4) foi relacionado ao aumento da

capacidade oxidativa muscular ocasionada pelas alteracfes das proporcdes dos tipos de fibras
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musculares seguindo a seguinte ordem: 11X — IIA — I, principalmente com aumento da
razdo IIA:11X (Rivero, 2007). O periodo de condicionamento de seis semanas do presente
estudo pode ter sido insuficiente para determinar tais alteragdes, uma vez que Serrano et al.
(2000), Rivero et al. (2001) e D’Angelis et al. (2005) utilizaram periodo de 12 a 18 semanas.
Por outro lado, Rivero et al. (2002) utilizaram periodo inferior de condicionamento de cinco
semanas, mas composto por exercicios de maior intensidade que o presente estudo. A
divergéncia entre os resultados do presente estudo e dos demais trabalhos pode entéo ser
justificada pela diferenca no volume total de exercicio (combinacdo de intensidade e duragdo),
pois segundo Rivero et al. (2007), esse € o principal determinante do tipo e da magnitude das

adaptacdes musculares.
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Tabela 13. Proporcdo do numero de fibras musculares (%N) dos tipos I, 1A e 11X de potras da raca Mangalarga Marchador no inicio (7 dias de

treinamento) e no final de 42 dias de condicionamento aerdbio, suplementadas com L-Carnitina ou Cromo ou sem suplementacdo (Controle)

I HA X

INICIO FINAL INICIO FINAL Média INICIO FINAL Média

Controle (n=5) 29,6 +7,1 327+91 395+83 393+58 39,4 +6,9 =M 30,9+7,9 28,0+ 8.3 29,5 +8,0 =M

L-Carnitina (n=4) 275%38 5.5 00452 a717+68 B761 323158  350+71 337464

Cromo(n=4) 31157 455,93 3503+15 3293+90 OH1*65°" 337+57 368:75 352667

Média 204+58 305+84 38461 367+75 37,5+6,8 322+6,5 329+84 32574

Significancia (P)

Suplementagcéo 0,3197 0,0518 =M 0,0529 EM
Condicionamento 0,6651 0,3276 0,6369

Condicionamento
0,6978 0,8036 0,3696
X Suplementagéo

Dados apresentados como média + desvio padrdo da média; E.M.= Efeito marginal entre suplementacdo (colunas)



Quadro 4. AdaptacGes musculares ocasionadas por diferentes programas de condicionamento fisico de equinos (Adaptado de Rivero, 2007)

Referéncia Estimulo Durag&o e/ou distancia Frequéncia Duragéo Duragéo total Respostas musculares
Treinamento basico 45 min manha (livre) 5 dias/semana | 12 semanas 3 meses T Razéo das fibras HA:11X (17%)
25 a30% VLa4 60 min tarde Area das fibras tino 1A (16%
Serrano et al. (2000) . T Area das fibras tipo (16%)
(com cavaleiro)
Raca Andaluz
4 anos de idade Treinamento especifico | 45 min manha (livre) 5 dias/semana | 18 semanas 8 meses T Razfo das fibras I:11 (35%)
50 a 60% VLa4 75 a 120 min tarde T Razéo das fibras I1A:11X (23%)
(com cavaleiro) 1 Area das fibras 1A (13%)
Treinamento bésico 45 min manha (livre) 3 dias/semana 12 semanas 3 meses
25% VL a4 60 min tarde
Rivero et al. (2001) (com cavaleiro) T Razao das fibras I1A:1IX
Raca Andaluz T Diametro das fibras tipo | (15%) e
4 anos de idade Treinamento especifico | 45 min manha (livre) 3 dias/semana | 18 semanas 8 meses tipo 1A (10%)
50% VLa4 75 a 90 min tarde
(com cavaleiro)
Rivero etal. (2002) | 100 a 140% VLa4 15 minutos A cada 2 dias 5 semanas 5 semanas i i
1 Porcentagem das fibras tipo 1A (35%)
Raca Standardbred
. T Razdo entre as fibras 11A:l (23%
2 anos de idade 65%VLa4 60 a 90 minutos A cada 2 dias iy (23%)
iti i i 0
10 g/d de L-Carnitina (ambos em esteira) Avrea das fibras tipo | (34%)
D’ Angelis et al. 80% VLad 50 min (10 km) 3 dias/semana | 4 semanas 4 semanas { Porcentagem das fibras tipo 11X (18%)
(2005) (em esteira) 60 min (15 km) 3 dias/semana | 4 semanas 8 semanas 1 Area das fibras tipo | (40%),
Raga Arabe 80 min (20 km) 3 dias/semana | 4 semanas 12 semanas 1A (52%) e 11X (50%)
8 anos de idade Treinamento 1 Area relativa ocupada pelas fibras
intervalado (Farlek) 68 min 1 dia/semana 4 semanas 12 semanas

tipo I (60%) e 1A (17%)

VLa4= velocidade em que a concentragdo sanguinea ou plasmatica de lactato é 4 mmol/L
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4.2.2. Area média de seccio transversal

A avaliacdo do tamanho das fibras musculares é realizada por meio da mensuracao do
seu diametro celular e uma das medidas consideradas é a area de secgdo transversal (Rehfeldt
et al., 2004).

No presente estudo, considerando as médias dos trés grupos de suplementacédo
nutricional, as fibras do tipo | apresentaram aumento de 24,1% da area média de sec¢édo
transversal (P=0,0153) apds o condicionamento (Tabela 14). Entretanto, a hipertrofia
ocasionada pelo periodo de condicionamento somente ocorreu nos grupos suplementados
(P=0,0448) com L-carnitina ou com cromo e houve tendéncia de hipotrofia das fibras tipo |
do grupo Controle (Tabela 14). A influéncia do didmetro das fibras musculares oxidativas no
desempenho é controversa na literatura. Segundo Essén-Gustavsson e Lindholm (1985),
equinos da raca Standardbred inativos apresentaram fibras mais largas que animais ativos da
mesma idade. Os autores sugeriram que menor diametro das fibras musculares oxidativas é
favorével por permitir maior rapidez de difusdo de oxigénio para a fibra e maior facilidade de
remocdo dos produtos de degradacdo. Por outro lado, Rivero et al. (1993) relataram que
equinos de excelente desempenho na atividade de enduro equestre apresentaram maior
diametro das fibras tipo | e tipo IIA que os equinos de desempenho moderado nessa
modalidade. No quadro 4, pode-se verificar que o condicionamento de equinos em
intensidade abaixo da VLa4 foi relacionado a diversas alteragdes no tamanho das fibras
musculares. Rivero et al. (2001) relataram hipertrofia das fibras tipo | (A15%) e 1A (A10%)
apos 8 meses de condicionamento de equinos da raca Andaluz. J& Serrano et al. (2000)
relataram somente hipertrofia das fibras do tipo 1A (A13%) ap6s 8 meses de programa de
condicionamento semelhante ao utilizado por Rivero et al. (2001) de equinos também da raca
Andaluz. D’Angelis et al. (2005) observaram hipertrofia das fibras musculares dos tipos |
(A40%), 1A (A52%) e 11X (A50%) de equinos da raca Arabe treinados por 12 semanas, mas
Rivero et al. (2002) encontraram hipotrofia das fibras do tipo | (A34%) de equinos da Raga
Standarbred condicionados por 5 semanas e suplementados com LC. Dessa forma, a
hipertrofia das fibras do tipo | dos grupos Cr e LC encontrada no presente estudo corroboram
os resultados da maioria dos trabalhos citados que avaliaram as alteracbes musculares
ocasionadas por condicionamento predominantemente aerébio. Apesar da tendéncia de

hipotrofia das fibras do tipo | do grupo Controle ap6s o condicionamento, ndao houve
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diferenga entre os grupos de suplementacdo no desempenho fisico dos animais durante 0s
testes de marcha em esteira ergométrica. Todos os trés grupos apresentaram menores valores
de frequéncia cardiaca e lactatemia apds 21 dias de condicionamento aerdbio, o que indicou
efeito positivo do protocolo utilizado.

Considerando as fibras musculares tipo | (Tabela 14), houve interagédo entre
suplementacdo e condicionamento (P=0,0448). Ap6s o periodo de condicionamento, 0s
grupos suplementados com LC (4.142,6um?) ou com Cr (4.220,4 um?) apresentaram AMST
semelhantes entre si, mas maiores que a AMST do grupo controle (2.805,3 pm?). Em relagéo
ao grupo controle, a AMST do grupo Cr foi 50,5% maior e a AMST do grupo LC foi 47,7%
maior. Segundo Philips et al. (1997), a hipertrofia das fibras musculares parece ser resultado
do aumento da taxa de sintese proteica, o que contribui para o aumento da quantidade
absoluta dos elementos contrateis (Campos et al., 2002) e aumento da forca e poténcia
musculares (Hisaeda et al., 1996). Provavelmente os suplementos fornecidos no presente
estudo combinados aos estimulos do condicionamento fisico aumentaram a taxa de sintese
proteica das fibras musculares, pois ha relatos de que o cromo quelatado aumentou o
anabolismo, diminuiu o catabolismo de proteinas e provocou deposicdo de proteinas nas
células musculares esqueléticas de ratos in vitro (Peng et al., 2010). Ja a LC foi relacionada a
hipertrofia de células musculares do tipo | em humanos (Spagnoli et al., 1990) e em cdes
(Dubelaar et al., 1994), embora tenha ocorrido hipotrofia das células tipo | de equinos da raca
Standardbred suplementados com LC e submetidos a treinamento (Rivero et al., 2002).

Houve interacdo entre suplementacdo e condicionamento (P=0,0449) na AMST das
fibras tipo 1lA. Apenas ap6s o condicionamento, os grupos controle (3.066,15 um?) e
suplementado com Cr (2.750,9 um?) apresentaram areas médias de seccdo transversal das
fibras tipo IIA semelhantes entre si e menores 18% e 26,6%, respectivamente, que a AMST
do grupo suplementado com LC (3.746,7 pmz). Apenas o grupo suplementado com Cr
apresentou reducéo de 19,6% da AMST das fibras tipo IIA do inicio (3.420,1 um?) para o
final do condicionamento (2.750,9 pm?). Dessa forma, a suplementacdo de Cr combinada ao
condicionamento aerdbio por seis semanas resultou em hipotrofia das fibras do tipo Il1A das
potras da raca MM.

Segundo Rivero (1997), a forca gerada por uma determinada célula muscular é
diretamente proporcional ao seu diametro. A maior propor¢do e maior diametro das fibras tipo
I1A foram particularmente associada a alteragbes biomecénicas do trote de equinos (Persson
et al., 1991; Rivero e Clayton, 1996; Rivero et al., 2001). No estudo de Persson et al. (1991),

a maior porcentagem de fibras tipo 1A foi positivamente associada ao comprimento da
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passada ao trote. Rivero e Clayton (1996) relataram que o numero e o didmetro das fibras tipo
I1A foram correlacionados negativamente com o tempo de apoio do trote, ja o diametro das
fibras teve correlacdo positiva com a frequéncia das passadas de equinos jovens da raca
Andaluz. Rivero et al. (2001) relataram que, ap0s oito meses de treinamento aerobio, houve
aumento do namero (A25%, P<0,01) e do diametro menor (A10%, P<0,05) de fibras tipo IIA,
aumento da frequéncia da passada (A6%, P<0,05), redugcdo do tempo de passada (A6%,
P<0,05) e reducdo do tempo de apoio (A10%, P<0,05) durante o trote. As alteracdes da
dindmica de movimentacdo dos equinos de trote relatadas pelos trabalhos anteriores devem
ser investigadas nos equinos da raca Mangalarga Marchador, pois a marcha é avaliada
qualitativamente durante os Concursos de marcha. Dessa forma, a maior area das fibras do
tipo 1A dos animais suplementados com LC em relacdo aos outros grupos obtida ao final do
periodo de condicionamento ou a hipotrofia desse tipo de fibra ocasionada pela
suplementacédo de Cr apds o condicionamento podem ter atuacOes distintas e significativas no
padrdo de movimentacdo da marcha e influenciarem a qualidade do andamento.

No presente estudo, apesar de maior AMST da fibra do tipo I1A observada no grupo
suplementado com LC em comparacdo aos demais grupos (Tabela 14), ndo foi evidenciado
efeito da suplementacéo de LC em nenhuma das variaveis avaliadas nos testes de marcha em
esteira ergométrica. Entretanto, a intensidade do protocolo do teste de marcha utilizado pode
ter sido insuficiente para demonstrar os efeitos de melhor desempenho dos animais
suplementados com LC. Comportamento semelhante em relacdo a atuacdo da suplementacao
de LC nas fibras musculares e no desempenho de equinos foi relatado por (Rivero et al.,
2002) e Niemeyer et al. (2005). A suplementacdo oral de 10 g de LC para equinos da raga
Standardbred durante cinco semanas de condicionamento proporcionou aumento da
porcentagem de fibras musculares do tipo 1A (A35%, P<0,05), atrofia das fibras tipo |
(A24%, P<0,01), aumento da relagéo capilar por fibra (A40%, P<0,01), aumento da densidade
capilar (A35%, P<0,01) e aumento do estoque de glicogénio intracelular (A11%, P<0,05)
(Rivero et al., 2002). Entretanto, as altera¢cdes musculares provocadas pela suplementacao de
LC n&o resultaram em melhora do desempenho dos animais quando Niemeyer et al. (2005)
avaliaram a frequéncia cardiaca e lactato sanguineo durante o exercicio submaximo e na
recuperacdo dos mesmos equinos jovens da raga Standardbred utilizados no experimento de
Rivero et al. (2002). Os autores sugeriram que a producdo endodgena de LC supriu as
exigéncias durante e ap0s o exercicio, 0 que também pode ter acontecido no presente estudo

durante os testes de marcha em esteira ergométrica.
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No presente estudo, as fibras do tipo 11X ndo apresentaram alteracGes significativas da
AMST ocasionadas pela suplementagdo (P=0,3399) ou pelo condicionamento fisico
(P=0,1987) e também nao foi encontrada interacdo entre condicionamento e suplementacao
(P=0,3972) (Tabela 14). Esses resultados corroboram os achados de Serrano et al. (2000),
Rivero et al. (2001) e Rivero et al. (2002), os quais relataram auséncia de alteracdo na area
das fibras do tipo 11X apds o periodo de condicionamento fisico aerébio. Conforme ilustrado
no quadro 4, apenas D’Angelis et al. (2005) relataram aumento de 50% da area das fibras do
tipo 11X apods 12 semanas de condicionamento fisico de equinos da raca arabe. A diferenca
dos resultados de hipertrofia das fibras do tipo IIX de D’Angelis et al. (2005) em relacéo a
auséncia de alterac6es do presente estudo e dos demais trabalhos citados (Serrano et al., 2000,
Rivero et al., 2001 e Rivero et al., 2002) pode estar relacionada aos exercicios do tipo
intervalado (Speed play ou Farlek) realizados pelos equinos de D’Angelis et al. (2005) nas
ultimas 4 semanas do periodo de condicionamento fisico. Segundo Rivero (2007), as unidades
motoras dos diferentes tipos de fibras sdo recrutadas de forma progressiva conforme ocorre
aumento da intensidade e da duracdo do exercicio seguindo a ordem I—>IIA—I1IX. Dessa
forma, os exercicio de aceleragdo realizados pelos animais de D’Angelis et al. (2005) foram
suficientes para recrutarem as fibras do tipo 11X. Ja os protocolos de exercicios dos demais
trabalhos (Serrano et al., 2000, Rivero et al., 2001 e Rivero et al., 2002) e do presente estudo
provavelmente tiveram intensidade insuficiente para recrutar as fibras do tipo 11X e para

proporcionar estimulo de hipertrofia dessas fibras em resposta ao condicionamento fisico.
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Tabela 14. Area média de seccéo transversal (AMST) em um? de fibras musculares dos tipos I, IIA e 11X de potras da raca Mangalarga
Marchador no inicio e ao final de 42 dias de condicionamento aerdbio, suplementadas com L-Carnitina ou Cromo ou sem suplementacéo
(Controle)

| HA 11X
INICIO FINAL INICIO FINAL INICIO FINAL
Controle (n=5) 3.117,5+1.018,3  2.805,3+668,6°  3.291,2+302,1 3.066,15+537,2°  5.218+869,6  5.217,9+1.354,5
L-Carnitina (n=4) 2.852,7+889°  4.142,6+1.262,6"* 3.273,3+596,7 3.746,7+1.062,7° 5.812,8+1.576,7 5.543,2+1.611,0
Cromo (n=4) 2.813,17+509,7% 4.220,4+1.965,7°% 3.420,1+438,7" 2.750,9+682.6%° 5.583,2+1.0151 4.364,3+1.669,0
Média 2.942,4+829°  3.652,2+1.468,5" 3.3254+436,7 3.178,5%846,7 5513,4+1.149,8 5.055,4+1.551,4
Significancia (P)
Suplementacéo 0,2491 0,1446 0,3399
Condicionamento 0,0153* 0,4307 0,1987
Condicionamento X
0,0448* 0,0449* 0,3972

Suplementacéo

Dados apresentados como média + desvio padrdo da média; médias e desvios padrbes seguidos por letras maidsculas na linha diferem
entre si pelo efeito do condicionamento (P<0,05); medias e desvios padrdes seguidos por letras minusculas na coluna diferem entre os
tratamentos (P<0,05); * = significativo (P<0,05)
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4.2.3. Area total relativa

A érea total relativa € o produto entre a propor¢do do nimero de fibras musculares de
cada tipo e a sua &rea média de seccdo transversal, ou seja, %ATR = %N x AMST. No
presente estudo, houve efeito da suplementacdo (P=0,0219) na area total relativa (%ATR) das
fibras do tipo 1A (Tabela 15). O grupo suplementado com Cr apresentou a menor %ATR
(27,5%) e o grupo Controle apresentou a maior %ATR de fibras tipo 1A (34,3%). Entretanto,
0 grupo suplementado com LC apresentou %ATR intermediaria (32,3%) e ndo diferiu dos
demais grupos (Cr e Controle). Nao houve efeito da suplementacdo na area total relativa das
fibras do tipo I (P=0,3356) e do tipo 11X (P=0,4056).

A tendéncia de menor propor¢do do nimero (%N) de fibras do tipo 1A do grupo Cr
em comparagdo ao grupo controle discutida anteriormente ficou mais bem evidenciada na
avaliacdo da %ATR, a qual é o produto entre a AMST e a %N. A hipotrofia das fibras do tipo
I1A do grupo Cr ap6s o condicionamento fisico também contribuiu para a menor %ATR.
Dessa forma, a reducdo da area relativa de seccdo transversal das fibras do tipo A
ocasionada pela suplementacédo do Cr pode implicar em perda da velocidade de contragédo
muscular e da capacidade mista glicolitica e oxidativa proporcionadas por esse tipo de fibra.
Entretanto, ndo houve diferenca entre os grupos de suplementacdo no desempenho fisico dos
animais durante os testes de marcha em esteira ergométrica realizados no presente estudo.
Novos estudos devem ser realizados com maior nimero de animais € com maior tempo de
suplementacdo de Cr para confirmar a possivel atua¢do negativa no tamanho e na %ATR das
fibras do tipo I1A.

As fibras musculares do tipo | apresentaram aumento (P=0,0158) da area total relativa
(A31,36%) ap6s o periodo de condicionamento (Tabela 15). Isso foi ocasionado pela
hipertrofia demonstrada pelo aumento (P=0,0153) da AMST (A24,1%) dessas fibras (Tabela
14) sem, no entanto, ocorrer aumento significativo da propor¢do do nimero de fibras do tipo |
(Tabela 13). Ja a %ATR das fibras do tipo 1A (P=0,1289) e do tipo 11X (P=0,1028) nao
foram alteradas pelo condicionamento. Esses resultados indicam que o protocolo de
condicionamento utilizado promoveu aumento da capacidade metabdlica oxidativa da
musculatura dos animais e, consequentemente, beneficiou o condicionamento fisico das

potras. Apesar da baixa intensidade dos testes de marcha em esteira do presente estudo, 0s
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dados de frequéncia cardiaca e lactato obtidos nos trés testes sugerem efeito positivo do
condicionamento e corroboram os achados de morfometria muscular.

D’Angelis et al. (2005) encontraram resultados semelhantes aos do presente estudo.
Apbs 90 dias de condicionamento aerébio em esteira ergométrica de equinos da raca Arabe,
houve aumento da %ATR das fibras do tipo I, enquanto a %ATR das fibras do tipo IlA e do
tipo 11X permaneceram inalteradas. Assim como no presente estudo, o0 aumento da %ATR das
fibras do tipo | também foi atribuido a hipertrofia desse tipo de fibra ocasionado pelo
condicionamento. Embora no trabalho de D’Angelis et al. (2005) tenha ocorrido hipertrofia
das fibras do tipo 11X, os autores justificaram que ndo houve aumento da %ATR desse tipo de
fibra devido a reducédo de sua frequéncia provocada pelo condicionamento aerébio. Por outro
lado, D’Angelis et al. (2008) determinaram as adaptacdes do musculo Gluteus medius de
cavalos da raca Brasileiro de Hipismo (BH), que participaram de atividades fisicas leves por
10 meses. Os autores relataram aumento da %ATR das fibras do tipo IIA apds o
condicionamento e o atribuiram tanto a hipertrofia quanto ao aumento da proporcdo do

namero de fibras do tipo 11A.



Tabela 15. Area total relativa (ATR) de fibras musculares dos tipos I, 1A e 11X de potras da raca Mangalarga Marchador no inicio e ao final de

42 dias de condicionamento aerdbio, suplementadas com L-Carnitina ou Cromo ou sem suplementacdo (Controle)

| A 11X
INICIO FINAL INICIO FINAL Média INICIO FINAL
Controle (n=5) 234+55 26,3 + 668,6 347+85 339+62  343+73%  419+93 39,8 +9,8
L-Carnitina (n=4) 19,9469 26,4 11,2 33458 31,1807 323+69%  467+76 42,4+68
Cromo (n=4) 22,33+ 6 34,7+178 30,6 3,1 243+94  215+75° 471470 41+11,7
Média 220+60°%  289+1344 33,1+6,5 30,1+8,6 31677 44,9 +872 40,9+9,4
Significancia (P)

Suplementacéo 0,3356 0,0219* 0,4056
Condicionamento 0,0158* 0,1289 0,1028
Condicionamento

0,4033 0,5165 0,8016

X Suplementagéo

Dados apresentados como média + desvio padrdo da média; médias e desvios padrdes seguidos por letras mailsculas na linha diferem entre
si pelo efeito do condicionamento (P<0,05); médias e desvios padrdes seguidos por letras minusculas na coluna diferem entre os

tratamentos (P<0,05); * = significativo (P<0,05)
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5. CONCLUSOES

A suplementacdo diéria de 10 mg de cromo quelatado ou de 10 g de L-carnitina nao
influencia o condicionamento fisico de potras da raca Mangalarga Marchador submetidas a
teste de marcha em esteira ergométrica na velocidade de 3,5 m/s, 3% de inclinacéo e duragédo
de 40 minutos.

O protocolo de condicionamento em esteira ergométrica proposto melhora o
condicionamento fisico de potras da raca Mangalarga Marchador ap6s 21 dias.

O condicionamento aerdbio em esteira ergométrica (maximo de 80% do limiar de
lactato) concomitante ao fornecimento diario de 10 mg de cromo quelatado por seis semanas
ndo provoca remodelacdo dos tipos de fibras musculares, mas resulta em hipertrofia das fibras
musculares do tipo | e hipotrofia das fibras do tipo IIA. O mesmo protocolo de
condicionamento combinado a suplementacéo diaria de 10 g de L-carnitina por seis semanas
também néo atua na remodelacdo dos tipos de fibras musculares, mas provoca hipertrofia das

fibras do tipo I e do tipo 1A de potras da raga Mangalarga Marchador.
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