UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

EFEITOS DO EXERCICIO INTENSO E DO
CONDICIONAMENTO AEROBIO ASSOCIADO A
SUPLEMENTACAO COM CROMO OU CARNITINA SOBRE A
MICROBIOTA FECAL DE POTRAS

Maria Luiza Mendes de Almeida
Tecnéloga em Biocombustiveis

2015



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

EFEITOS DO EXERCICIO INTENSO E DO
CONDICIONAMENTO AEROBIO ASSOCIADO A
SUPLEMENTACAO COM CROMO OU CARNITINA SOBRE A
MICROBIOTA FECAL DE POTRAS

Maria Luiza Mendes de Almeida

Orientadora: Profa. Dra. Eliana G. de Macedo Lemos
Coorientador: Prof. Dr. Marcio C. Costa

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de Jaboticabal,
como parte das exigéncias para a obtengao do titulo de
Mestre em Mirobiologia Agropecuaria.

2015



Ad447e

Almeida, Maria Luiza Mendes

Efeitos do exercicio intenso e do condicionamento aerébio
associado a suplementagdo com cromo ou carnitina sobre a
microbiota fecal de potras / Maria Luiza Mendes de Almeida. — —
Jaboticabal, 2015

viii, 57 p. ;il. ; 28 cm

Dissertacao (mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2015

Orientadora: Eliana Gertrudes de Macedo Lemos

Coorientador: Marcio C. Costa

Banca examinadora: Gustavo Adolfo Sabatini, Janete Apparecida
Desiderio

Bibliografia

1. Equinos. 2. Microbiota fecal. 3. Exercicio. 4.Condicionamento
fisico. 5. Carnitina 6. Cromo. 7. Sequenciamento genético I. Titulo. II.
Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias.

CDU 579.62 : 636.1

Ficha catalografica elaborada pela Segao Técnica de Aquisi¢do e Tratamento da Informagao -
Servigo Técnico de biblioteca e Documentagéo — Unesp, Campus de Jaboticabal.




DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Maria Luiza Mendes de Almeida — Nascida na cidade de Diadema — SP, 04 de julho
de 1974. Tecndloga em Biocombustivel, graduada pela Faculdade de Tecnologia de
Jaboticabal — FATEC JB, na cidade de Jaboticabal - SP, com inicio em fevereiro de
2009 e término em dezembro de 2011. Durante a graduacdo, realizou iniciagcao
cientifica com bolsa da FAPESP, no Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e
Plantas na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias do Campus de Jaboticabal —
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, no periodo de 2010 a 2011
sob orientacdo da Profa. Dra. Lucia Carareto Alves. Recebeu certificado de mengao
honrosa pelo trabalho de graduacao intitulado: “Diversidade Bacteriana de um
Consoércio Degradador de Celulose”. Em 05 de agosto de 2013, ingressou no curso de
Po6s-Graduagdo em Microbiologia Agropecuaria na Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias do Campus de Jaboticabal, sob orientacdo da Profa. Dra. Eliana Gertrudes



de Macedo Lemos e co-orientacdo do Prof. Dr. Marcio Costa da Universidade de
Ghelph, Canada, como bolsista FAPESP.



v

Dedico,

A minha familia mais que sonhada!

Ao meu marido e grande companheiro, Guilherme, sem vocé muitos sonhos nao
seriam possiveis, como esse que se concretiza agora! Te amo muuuito!

Aos meus filhos, Vitor e Maria, pelo apoio, compreensao e amor cotidiano!

A minha norinha, Victéria, grande exemplo de mulher e mae!

A minha netinha, Manuela, que ensinou a todos nés, que nosso “planejamento de vida”
pode ser mudado, e a habilidade de sermos felizes diante de mudangas, é essencial!.

Por vocés todos, amor incondicional, respeito e orgulho Eterno!



Dedico,
A minha grande amiga, Eliana, que nos ajudou a ter fé, confianca e superaco!

Nosso muito obrigada de coragéao!
Aos meus novos amigos, Pedro e Sonia Verardino, por me mostrarem um caminho de
vida tdo 6bvio, mas que estava tao distante de mim, o qual me fortalece diariamente.

Nunca esquecerei 0 carinho de vocés, meu muito obrigada eternamente!



vi

AGRADECIMENTOS

Aos meu pais, Zahiro e Lidia, vocés sao grandes exemplos de vida! Amo vocés!

A minha irma mais linda desse mundo, Bi Santinha, amor e amizade para uma vida

inteira!

Aos meus sobrinhos mais amados, Luiza e Chico, por terem curiosidade de alguém

estudar coco!!ll Chicdo a tia ama fazer dedinhos com vocé!l!

A Familia Busca Pé Jaboticabal, Sergio, Vanessa, Talissa, v6 Yaeko (Ya), pelo carinho,

apoio por toda minha familia!
A toda Grande Familia e agregados: vd, tios, primos...em especial minha vé Laurinda,
meu Tio Toninho, Tia Marlene, Tio Hernandez e Tia Ninha, sei que tenho vocés sempre

para contar!

As minhas comadres Paré e Didi, agradeco o amor de vocés e o cuidado com meus

filhos, melhores madrinhas do mundo!!!!

A dona Nilde, por todos os potinhos de vidro guardados durante o experimento!!!

A Gitika, pelo carinho e ajuda de sempre. Obrigada por todo o apoio!

Aos meus amigos de casa: Lu, Bata, Manuzinha, Fernando, Cinthia, Kenia, nossa

familia de Jaboticabal com churrascos e risadas garantidas!

Ao meu amigo Walter, insuportavel, mas vocé me ajudou e ajuda muito nessa vida

Jaboticabalense!!! Vamos que vamos...



vil

A querida “filhota” Henriete, pela sabedoria da humildade e reconhecimento, menina
especial de grande valor. Obrigada por tudo que vocé ajudou e ajuda quietinha no
LAFEQ!

A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal — UNESP,
principalmente ao Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas, o
Laboratério de Farmacologia e Fisiologia do Exercicio Equino e o setor de

Equinocultura.

A minha orientadora Profa. Dra. Eliana Gertrudes de Macedo Lemos, pela confianga,

respeito e dedicagao nesse meu aprendizado.

Ao meu coorientador Prof. Dr. Marcio Costa, pela extrema dedicagdo e paciéncia em
me ensinar e orientar a distancia, sem vocé esse trabalho nao teria sido possivel,

obrigada sempre por tudo!

Aos colegas do LBMP, em especial o Jodo Carlos, que fazem o nosso laboratério pulsar
vida, seja com experimentos, risadas, fofocas...tudo de bom de uma familia cientista

maluca!

Ao amigo Déco, por sua paciéncia e sabedoria de lidar com os animais. Aprendi muita

coisa com vocé, obrigadaaa!!!!

Ao conselho de pds—graduacdao em Microbiologia Agropecuaria, Prof.Dr. Roberto,
Profa.Dra Maria Inés, Prof.Dr. Jackson e Prof.Dr. Hélio, pela dedicacdo a todos os
alunos do programa e por me ensinarem muito da vida académica em nossas reunioes

do conselho, muito obrigada!

A todos os professores da FCAV, muito obrigadal!



viil

A Equipe Peso Pesado, formamos um grupo de peso para tocar essa empreitada com

dedicacao e bom humor, missao dificil, mas conseguimos todos juntos!

As minhas amigas, Mayara e Jessica, que juntas formamos o “Trio das Poderosas”, s6

os fortes sobrevivem! Obrigada sempre!!!!

A Profa. Dra. Adalgiza por todos os animais, financiamento captado e ponta pé inicial.

Ao Dr. Tiago de Resende Garcia, por acreditar e confiar em nossa pesquisa nos

ajudando na captacéo de recursos, obrigada pelo seu apoio!

Ao Haras da Esperanga e ao Haras Grande Sertdo pelas potras cedidas gentilmente

para a realizacao dessa pesquisa.

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo — FAPESP, pelo

financiamento da minha bolsa de pesquisa.

Ao CNPq por parte do financiamento do projeto.

A Tortuga Companhia Zootécnica Agraria pelo financiamento dos suplementos e parte

das analises.

A Associagao Brasileira dos Criadores do Cavalo Mangalarga Marchador pelo recursos

utilizados na execugao dessa pesquisa.



SUMARIO
LISTA DE FIGURAS . ..o e ee e et e e et e e e et e e e e e e e eaeeeeeeeeaeaeeens X
LISTA DE TABELA. ....ooeoeeee oot ee e ee e e et e e e e e e e e e e e e e eeeer e e eeeeen e Xi
RESUMO . ..o eee et e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eee e e e ee e e e ereen s aeenns 1
SUMMARY ... oot ee et et et e e e e e e e e e e e e eeeee e e e e eeeeeeeee e e eee e e eneeeeenes eeeenanns 2
CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS.......coteeeeeet oot eeeeeteeeee et eeeeee e eeee e 3
INTRODUGAO. ...t ettt et ettt e et et e e et e et e e e e e e e e ee e 3
REVISAO DE LITERAURA . ...t ee e 5
OBUETIVOS GERAIS. ...t e e 10
REFERENCIAS . ..ot aa e, 11

CAPiTULO 2 — EFEITOS DO EXERCICIO INTENSO E DO CONDICIONAMENTO
AEROBIO ASSOCIADO A SUPLEMETACAO COM CROMO OU L-CARNITINA
SOBRE A MICROBIOTA FECAL DE POTRAS

INTRODUGAO.........oiiitiiietiee ettt ettt ettt es et ss s s s 18
MATERIAL E METODOS.......coiuiiieeeeeieieteeee ettt en s, 20
RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e e e 30
DISCUSSAOD.......ceieeeeeeeeeeeeee ettt s es e se st ete s aene s 35
AGRADECIMENTOS ...ttt 41

REFERENCIAS . ... oot 42

X



LISTA DE FIGURAS

CAPiTULO 2- EFEITOS DO EXERCiCLO INTENSO E DO CONDICIONAMENTO
AEROBIO ASSOCIADO A SUPLEMETACAO COM CROMO OU CARNITINA SOBRE A
MICROBIOTA FECAL DE POTRAS

Figura 1. Curva de rarefacdo comparando o numero de sequencias com o numero de
espécies encontradas em DNA de fezes de potras. Os grupos, C: grupo controle, ET:
todos os animais que realizaram exercicio agudo e condicionamento aerobio. Para 1-0:
imediatamente antes do primeiro teste incremental (TEI-1), 1-48: 48hs apds o TEI-1, 2-
0: imediatamente antes do segundo teste incremental (TEI-2), 2-48: 48hs apos o TEI-2.
Para C1-0: azul, C1-48: vermelho, C2-0: roxo, C2-48: verde, E1-0: marron, E1-48: pink,
E2-0: verde claro, E2-48: Preto.......ooveeeieiieeeee e 51

Figura 2. Em A, principais filos que apresentaram abundancia relativa igual ou maior
que 1%. Amostras coletadas nos respectivos grupos, E: realizou exercicio, Car:
realizou exercicio e foi suplementado com L-carnitina, Cr: realizou exercicio e foi
suplementado com cromo. Para 1-0: imediatamente antes do primeiro teste
incremental, 1-48: 48hs apos o primeiro teste incremental, 2-0: imediatamente antes do
segundo teste incremental, 2-48: 48hs apdés o segundo teste incremental. Em B,
principais géneros que apresentaram abundancia relativa igual ou maior que 1%.
Amostras coletadas nos respectivos grupos, E: realizou exercicio, Car: realizou
exercicio e foi suplementado com L-carnitina, Cr: realizou exercicio e foi suplementado
com cromo. Para 1-0: imediatamente antes do primeiro teste incremental, 1-48: 48hs
apés o primeiro teste incremental, 2-0: imediatamente antes do segundo teste
incremental, 2-48: 48hs apds o0 segundo teste incremental................cccoeeeeiiiiiiie 52

Figura 3. Dendrograma obtido a partir da analise da microbiota fecal de potras
submetidas a teste de esforco incremental em esteira rolante e condicionamento
aerobio . Em A, andlise de Yue & Clayton (vermelho: antes do periodo de
condicionamento; azul: apds periodo de condicionamento, verde: controle). Em B,
dendrograma obtido a partir do indice Jaccard (vermelho: antes do periodo de
condicionamento, azul: apods periodo de condicionamento, verde: controle).................. 53

Figura 4. Analise de componentes principais (PCoA) considerando a microbiota fecal de
potras submetidas a teste de esforco incremental, em esteira, e a condicionamento
aerobio. Em A, PCoA obtido a partir da analise de Yue & Clayton. Em B, PCoA obtido
a partir da analise de indice Jaccard. Para A e B, amostras Before TO: antes do teste de
esforgo incremental 1 (TEI-1), After TO: 48hs apds ao TEI-1; Before T1: antes do teste
incremental 2 (TEI-2), After T1: 48hs apds @ao TEI-2............oooiiiiiiiiiii 54



X1

Figura 5. Em A, energia digestivel do concentrado; em B, quantidade de concentrado;
em C, peso corporeo médio das potras submetidas a teste de esforgo incremental
(TEI1 e TEI2) e a um programa de condicionamento aerdbio por 42 dias. *indica
reducdo na energia digestivel e na quantidade do concentrado do controle em relagao
aos outros grupos experimentais. # indica redugdo a partir do 32° dia de
condicionamento em relagc&o ao grupo controle. Nao houve alteragao do peso corpéreo
medio de todos 0S grupos eXpPeriMentaiS..........covveuuuiirieiieiiiee e 55

Figura 6. pH fecal de potras submetidas a um teste de exercicio incremental (TEI1 e
TEI2) e a um programa de condicionamento aerdbio associado a suplementagao oral
com L-carnitina (Car, n=3, linha vermelha) ou cromo (Cr, n=3, linha verde). O grupo
controle (C, n=3, linha tracejada) ndo realizou exercicio. A linha azul indica o pH médio
geral das potras que fizeram os testes de exercicio incremental e o periodo de
condicionamento, desconsiderando o fator suplementagao do grupo exercicio total (ET,
n=9). TEI 1-0, TEI 1-48, TEI 2-0 e TEI 2-48, imediatamente antes e 48 horas apés o
primeiro e o segundo TEI, respectivamente. O pH do grupo ET sofreu redugédo em
relacdo ao grupo C a partir do dia 21. Nao houve diferenga entre os grupos E, Car e

Figura 7. Atividade sérica das enzimas creatina quinase (CK) e aspartato
aminotransferase (AST) apds os dois exercicios testes de exercicio incrementais (TEI1
e TEI2). A: CK no TEIM. B: CK no TEI2. C: AST no TEI1. D: AST no TEI2. *indica
aumento em relagao @0 EXEIrCICIO. ... ...uuvuuuiei e 57



xii

LISTA DE TABELAS

CAPiTULO 2- EFEITOS DO EXERCiCLO INTENSO E DO CONDICIONAMENTO
AEROBIO ASSOCIADO A SUPLEMETACAO COM CROMO OU CARNITINA SOBRE A
MICROBIOTA FECAL DE POTRAS

Tabela 1. Percentual em base de matéria seca (MS) de proteina bruta (PB), fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), matéria mineral (MM), calcio
(Ca), fosforo (P), energia digestivel (ED), nutrientes digestiveis totais (NDT) e em
Mcal/Kg dos alimentos fornecidos durante o periodo experimental.....................coooee. 48

Tabela 2. Valores de P referentes a parsiménia e AMOVA dos grupos de potras da raga
Mangalarga Marchador submetidas a condicionamento aerdbio e suplementadas pela
via oral com Carnitin@ OU CrOMO..........uuiiiiiiiiiiiee e e e e et e e e e e e e e e e e eaaanans 49

Tabela 3. Valores de P referentes a parsiménia e AMOVA de potras da raca Mangalarga
Marchador submetidas a teste de esforgo incremental (TEI) e a um programa de
condicioNamMENTO AEIODIO...........ooiiiiii e 50



EFEITOS DO EXERCICIO INTENSO E DO
CONDICIONAMENTO AEROBIO ASSOCIADO A
SUPLEMENTAGCAO COM CROMO OU CARNITINA SOBRE A
MICROBIOTA FECAL DE POTRAS

RESUMO

Estudos recentes em individuos da espécie humana e camundongos relataram que o
exercicio fisico pode alterar a microbiota intestinal. Evidéncias indicaram que essa
comunidade microbiana esta envolvida na homeostase do metabolismo do hospedeiro.
Ademais, estudos com substéncias ergogénicas sado escassos na literatura sobre a
microbiota intestinal. Objetivou-se avaliar o impacto do exercicio fisico agudo e do
condicionamento aerdbio associado a suplementacdo com cromo ou L-carnitina na
microbiota intestinal de potras. Nosso modelo experimental utilizou potras da raga
Mangalarga Machador em estagio de condicionamento fisico incipiente, distribuidas em
4 grupos: Controle (sem exercicio), Exercicio, L-carnitina e Cromo. As potras foram
submetidas a dois testes de esfor¢co incremental e condicionadas em esteira por 42 dias
na intensidade de 70-80% do limiar de lactato. Amostras fecais foram obtidas antes e
48 horas apods do exercicio agudo e do programa de condicionamento. As populagdes
bacterianas foram caracterizadas pelo sequenciamento da regido V4 do gene 16S rRNA
por meio da plataforma Illumina MiSeq e um total de 5.224.389 de sequéncias foi obtido
de 48 amostras. Para o total de sequéncias, os trés filos mais abundantes foram
Firmicutes (50,22%), Verrucomicrobia (15,13%), seguido por 13,80% de bactérias que
nao foram classificadas no nivel filo. Os géneros com maior abundancia relativa foram:
Clostridiales nao classificados (17,06%), “5 genus incertae sedis” (12,98%) e bactérias
nao classificadas (12,95%). Nossos resultados indicaram que a atividade fisica intensa
e o0 condicionamento aerébio podem alterar a composicao e a estrutura da populagao
bacteriana intestinal de potras. O cromo ou a L-carnitina na comparacgao intra grupos
provocaram alteragdes moderadas na diversidade da microbiota fecal de potras.
Entretanto, os resultados dos grupos suplementados ndo apresentaram alteracédo em
relagao as potras que fizeram somente exercicio.

Palavras-chave: Equinos, Bactéria intestinal, Gene rRNA 16S, Microbioma, Lactato



EFFECTS OF EXERCISE AND CHROMIUM OR CARNITINE
SUPPLEMENTATION ON THE FECAL MICROBIOTA OF
FILLIES

SUMMARY

Recent studies performed in humans and rats reported that exercise could alter the
intestinal microbiota. Evidence indicated that this microbial community is involved in the
metabolic homeostasis of the host. Moreover, studies about ergogenic substances are
scarce in the literature on intestinal microbiota. This study aimed to assess the impact of
acute exercise and aerobic conditioning, associated either with chromium or L-carnitine
supplementation, on the intestinal microbiota of fillies. Twelve “Mangalarga Marchador”
fillies in incipient fithess stage were distribuided into four groups: control (no exercise),
exercise, L-carnitine and chromium. The fillies underwent two incremental exercise
tests, before and after training on a treadmill for 42 days at 70-80% of the lactate
threshold intensity. Fecal samples were obtained before and 48 hours after the acute
exercise (incremental exercise test). Bacterial populations were characterized by
sequencing the V4 region of the 16S rRNA gene using the MiSeq lllumina platform, and
5,224,389 sequences were obtained from 48 samples. The results showed that the three
most abundant phyla were Firmicutes (50.22%), Verrucomicrobia (15.13%), followed by
bacteria that were not classified at the phylum level (13.80%). The genera with the
highest relative abundance were unclassified Clostridiales (17.06%), "5 genus incertae
sedis" (12.98%) and unclassified bacteria (12.95%). Our results indicated that intense
physical activity and aerobic conditioning might change the composition and structure of
the intestinal bacterial population in fillies. The intra-group comparison showed that
chromium or L-carnitine caused moderate changes in the fecal microbiota of fillies.
However, the results of the supplemented groups were not different from the exercise-
only group. Thus, further studies using a larger sampling are needed to further
investigate these changes.

Keywords: Equine, Intestinal bacteria, 16S rRNA Gene, Microbiome, Lactate



CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

INTRODUGAO

O Brasil € reconhecido como poténcia mundial no agronegdécio e o Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento classificou a equideocultura brasileira como parte
integrante da atividade pecuaria, em virtude de sua importancia econémica e social.

Esse destaque da cadeia produtiva equestre nacional foi comprovado num
estudo elaborado por LIMA et al. (2006), a pedido da Confederagdo Nacional de
Agricultura (CNA), que demonstrou a movimentagao, em média, de R$ 7,3 bilhdes por
ano com empregabilidade direta de aproximadamente 640 mil pessoas. Ja se passaram
9 anos, desde que este estudo foi publicado pelo Centro de Estudos Avancados em
Economia (CEPEA-ESALQ/USP), sendo a unica fonte de consulta para a justificativa da
relevancia dos estudos cientificos com a espécie equina no Brasil e obtencdo de
recursos financeiros junto aos 6rgaos de fomento (CNPq e FAPESP, entre outros). Uma
estimativa recente publicada no ano de 2015 por pesquisadores da UFMG indicou que
o Brasil possui aproximadamente 5.496.817 equinos (VIEIRA et al., 2015). A
complexidade da cadeia produtiva levou os pesquisadores a nomear este segmento
econdmico de Complexo Agronegdcio do Cavalo (CAC). Trata-se de um segmento nao
linear, diferentemente da cadeia produtiva dos bovinos. O CAC necessita de inovagao e
tecnificagdo produzida por uma abordagem multidisciplinar, com auxilio das
universidades e institutos de pesquisa, com o objetivo de profissionalizar este segmento
econdmico que tem papel revelante no agronegaocio brasileiro.

Corroborando essa visdo multidisciplinar, a matéria vinculada pela revista Nature
(ADAMS, 2013) demonstrou que o crescimento qualitativo da ciéncia e,
consequentemente, de grupos de pesquisa com foco em inovagao, esta relacionado
com o estabelecimento de parcerias nacionais e internacionais. Neste contexto, um
aspecto importante que contribuiu para a viabilidade da realizagado do presente trabalho
foi a conjuncao de grupos de pesquisadores, no que tange a cooperagao nacional e

internacional, envolvendo quatro grupos de pesquisa. As potras utilizadas neste



experimento e parte do financiamento foram obtidos pela UFMG por meio do apoio do
CNPq. O manejo geral, os testes de esforgo incrementais na esteira, bem como a
prescricao da intensidade e a avaliagdo do condicionamento fisico foram realizados no
Laboratério de Farmacologia e Fisiologia do Exercicio Equino (LAFEQ). A extragdo de
DNA e interpretagcdo dos dados de bioinformatica foi realizada no Laboratorio de
Bioquimica de Microorganismos e Plantas (LBMP) o qual também financiou o
sequenciamento das amostras de DNA. Ambos estdo localizados na Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho (Unesp), Campus de Jaboticabal/SP. O Advanced Analysis Centre,
localizado na Universidade de Ghelph (Canada), foi responsavel pelo sequenciamento
das amostras de DNA. Os procedimentos experimentais realizados foram avaliados e
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA — FCAV) de acordo com
o protocolo n°® 016842/13.

Os microrganismos estdo presentes em todos os ambientes da biosfera.
Entretanto, devido a dificuldade de se reproduzir em laboratorio as mesmas condicoes
naturais do meio que habitam, a maioria desses microrganismos nao foi estudada
(SIMON e DANIEL, 2011; HANDELSMAN, 1998). Os métodos tradicionais de cultura
permitem somente uma avaliacdo superficial dos componentes do microbioma, sendo
uma limitagdo importante devido a provavel presenga de microrganismos incultivaveis
(ECKBURG et al., 2005). Dessa forma, o desenvolvimento de técnicas moleculares,
como o0 sequenciamento de nova geracao do gene 16S rRNA, é considerado uma
revolugao para a descoberta de novos organismos e para um melhor entendimento das
interagdes entre as bactérias e delas com o meio que interagem. Por meio desta
tecnologia, estabeleceu-se que a maior parte dos organismos que constituem a
microbiota intestinal era formada por bactérias até entdo desconhecidas.

Diversos estudos demonstraram que a microbiota intestinal exerce papel
fundamental na regulacdo metabdlica e imunoldogica e que diferentes populagdes

bacterianas estao relacionadas a obesidade (TURNBAUGH et al., 2009), sindrome do



intestino irritavel (FRANK et al., 2007), diabetes tipo | (WEN et al., 2008) e até mesmo

em certos aspectos comportamentais (NEUFELD et al., 2011).
REVISAO DE LITERATURA

No corpo humano existem 10 vezes mais bactérias do que células humanas,
sendo que a maioria esta presente no trato gastrintestinal que contém até 1000
diferentes espécies e aproximadamente 10" bactérias/grama de fezes (SUAU et al.,
1999). Devido a sua complexidade e ao imenso material genético pertencente a suas
bactérias, o sistema digestorio tem sido classificado costumeiramente como o “segundo
genoma”.

Com foco na espécie animal utilizada na presente pesquisa, o intestino grosso
dos equinos é uma camara fermentativa anaerdbia onde bactérias fibroliticas produzem
acidos graxos de cadeia curta, principal substrato para produgdo de energia nesta
espécie (ARGENZIO et al., 1974). O funcionamento adequado do sistema digestério e
da sua microbiota é fundamental para a manutencéo da higidez do equino. A partir de
uma abordagem comparativa, uma importante caracteristica que faz dos equinos uma
espécie unica, quando comparada a outras espécies domésticas, € a alta taxa de
digestdo da fibra dietética observada tanto no ceco como no cdélon (LORENZO-
FIGUERAS e MERRITT, 2008).

A homeostase do microbiota intestinal dos equinos pode ser modificada por
diversos fatores extrinsecos como enfermidades gastrintestinais (COSTA et al., 2012),
modificacdes na dieta (BERG et al., 2012), uso de suplementos nutricionais
(TURNBAUGH et al., 2009), aplicacbes de antibiéticos (De LA COCHETIERE et al.,
2008; COSTA et al., 2013) e anestésicos gerais (GRONVOLD et al.,, 2010). Estes
fatores extrinsecos podem produzir por vezes consequéncias sistémicas importantes
prejudicando a saude da espécie. No entanto, tais informag¢des ainda séo escassas na
espécie equina (COSTA e WEESE, 2012).

A maioria dos estudos de caracterizacdo da microbiota intestinal de equinos

utilizou de maneira exclusiva, métodos tradicionais de cultura bacteriana de fezes ou do



conteudo intestinal, o que demonstra que as pesquisas com abordagens moleculares
inovadoras sa&o0 necessarias para a determinagcdo da diversidade populacional
bacteriana em amostras fecais na espécie equina.

Desta maneira, o interesse académico em caracterizar a diversidade e a
estrutura populacional de bactérias intestinais dos equinos e investigar possiveis fatores
responsaveis que modifiquem sua homeostase, vem ao encontro com a fisiologia
digestiva desta espécie, no que diz respeito as suas nuances relacionadas com o
processo de evolugdo e domesticagdo. Com o passar do tempo a espécie equina
conseguiu se moldar e desempenhar seu papel como animais de esporte, lazer, criagdo
e lida com o gado preservando a sua vida, apesar de todas as imperfei¢cdes
caracterizadas frequentemente por transtornos digestivos como a sindrome do
abdomen agudo (cdlicas). Desta maneira, modificagcbes na sua microbiota intestinal
podem trazer prejuizos a sua saude. O manejo intensificado de atletas da espécie
equina pode modificar a microbiota fecal estando, por vezes, associado com alteracdes
digestivas e metabdlicas que podem reduzir o condicionamento fisico ao exercicio.
Ademais, é nitido o interesse pela comunidade cientifica e pelo mercado especializado,
pela prospeccao de bactérias e genes com potencial de aplicagdo biotecnoldgica que
auxilie na confecgéo de prebidticos (RESPONDEK et al., 2008) e probioticos (WEESE,
2002; GU e LIU, 2013) e até produgao de biocombustiveis (LI et al., 2012).

Neste contexto é praticamente inexistente na literatura, informagdes que
relacionaram tanto a pratica aguda de exercicio intenso como a realizagao crénica de
esforgo fisico (condicionamento fisico) com possiveis alteragdes no microbioma
intestinal de equinos.

O exercicio fisico € o estimulo estressante mais fisiolégico que existe, pois
promove alteracdes reversiveis em diversas variaveis homeostaticas, sendo que estas
mudangas podem ser determinadas por meio de ferramentas laboratoriais. Dependendo
do tipo de esforco, que é diferenciado tanto pela duragcdo como pela intensidade
(velocidade) de uma sessdo de exercicio, tais modificagbes sao observadas em
variaveis que indicam respostas cardiacas e hematologicas (FERRAZ et al., 2009), o
estado acido-base (FERRAZ et al., 2010a), o grau de desidratacédo (LINDINGER e



ECKER, 2013), entre outras. Exemplificando, num teste de exercicio do tipo incremental
€ classica a resposta sistémica, porém reversivel, de inducao de acidose metabdlica
provocada pelo aumento da taxa glicolitica da fibra muscular esquelética. Qual seréo as
possiveis repercussdes desta resposta sistémica sobre a homeostase da microbiota
intestinal em equinos?

Diversos aspectos da vida moderna e do manejo dos animais que foram
domesticados podem interferir na composicdo da MI, sendo que esta comunidade
microbiana tornou-se o foco de diversas disciplinas biolégicas, notadamente, devido a
sua possivel contribuigcdo para a manutencédo da saude ao longo da vida do organismo
hospedeiro. Como citado anteriormente, as mudangas na composicdo da microbiota
estdo relacionadas com alteragcbes comportamentais, obesidade e enfermidades
cronicas.

Alguns estudos recentes publicados em periddicos de alto impacto cientifico
envolveu a espécie humana ou animais de laboratério e forneceram evidéncias que a
atividade fisica pode interferir na comunidade microbiana intestinal (CLARKE et al.,
2014; EVANS et al., 2014; ALLEN et al., 2015).

O exercicio induziu modificagdes na M| de ratos Wistar normais, obesos e
hipertensos que foram submetidos a um protocolo de condicionamento aerébio 5 vezes
por semana por 4 semanas (PETRIZ et al.,, 2014). Outro estudo encontrou que o
exercicio modificou a microbiota de camundongos diabéticos provocando uma maior
abundancia relativa da espécie Firmicutes e uma reducdo de Bacteroides/Prevotella
spp. Neste mesmo estudo foi encontrado uma maior proporcao de Bifidobacterium spp
nos camundongos normais em relagao aos diabéticos, sendo que os autores concluiram
que estudos futuros sdao necessarios para elucidar como a atividade fisica pode
interferir na MI (LAMBERT et al., 2015).

Com relacado ao esporte de alto rendimento os resultados de alguns estudos
produziram evidéncias que alguns sinalizadores musculares como a enzima creatina
cinase (CK) poderiam interferir na M| por meio sistémico. Um estudo recente sobre o
impacto do exercicio associado a ingestdo de dieta variada identificou aumento da



diversidade da MI, que teve correlagdo positiva com a atividade da CK em atletas de
alto rendimento de rugby (O’'SULLIVAN et al., 2015; CLARKE et al., 2014).

A presente pesquisa também pretendeu verificar se existem alteracbes
adaptativas sobre a microbiota intestinal de equinos submetidos a um programa de
condicionamento fisico aerdbio. Existem na literatura diversas definicbes para
treinamento, sendo que especificamente o treinamento fisico promove a melhora ou a
manutengdo do desempenho maximo e das habilidades especificas, bem como a
procrastinacado da fadiga minimizando a incidéncia de lesdes, garantindo a manutengao
e a disposicdo do entusiasmo para realizagdo de exercicio. O significado do termo
condicionamento é mais restrito, representando a melhoria da condigao atlética por
meio de alteragbes adaptativas corporeas que podem ser avaliadas por ferramentas
basicas, porém norteadas pela metodologia cientifica, como a lactatemia (LINDNER,
2010) e pH plasmatico (FERRAZ et al., 2010a). O objetivo central de qualquer programa
de condicionamento em equinos atletas é estimular adaptagdes metabdlicas e
fisiolégicas que proporcionem aumento da aptiddao atlética. Para tanto, sessbes de
exercicio intercaladas com periodos de descanso devem ser prescritas com
planejamento (MARLIN e NANKERVIS, 2002; DAVIE, 2006; RIVEIRO, 2007; FERRAZ
et al. 2010b). A imposicdo de exercicios com intensidade progressiva em periodos
regulares promovem alteragcbes benéficas estruturais e funcionais no organismo atleta,
proporcionando o incremento da capacidade competitiva (EVANS, 2000).

Tendo em vista as modificacbes e adaptacdes sistémicas e locais provocadas
tanto pelo exercicio agudo como crénico, qual sera o efeito de uma unica sessao de
exercicio ou do condicionamento fisico sobre a microbiota intestinal de equinos? De
maneira geral esta € uma das perguntas que os resultados desta dissertacdo de
mestrado tentaram responder.

No presente estudo nds utilizamos pela primeira vez o sequenciamento genético
de nova geracao para estudar possiveis modificagdes na microbiota fecal de potras,
submetidos a sessbes de exercicio (testes de esforgo incrementais) ou ao
condicionamento fisico aerdbio, associado a suplementacdo com carnitina ou cromo.

Existem artigos cientificos publicados a respeito da suplementagdo com carnitina ou



cromo, que utilizaram indicadores fisiolégicos de aptiddo fisica como a glicemia, a
lactatemia, triglicerol, pH entre outros (FONSECA et al., 2015).

A carnitina € uma amina e um cofator essencial para transporte dos acidos
graxos de cadeia longa através da membrana mitocondrial interna e sua baixa
disponibilidade pode ser um fator limitante ao uso de lipidios durante o exercicio
(HARRIS e HARRIS, 2005). A carnitina, apos ser esterificada, da origem a acilcarnitina,
que sofre B-oxidagao para producao de energia, conforme equacgdes descritas abaixo:

Citoplasma: Acido graxo + ATP + CoA « acil-CoA + PPi + AMP
(acil-CoA sintetase)
Carnitina + acil-CoA < acilcarnitina + CoA
(carnitina palmitoil transferase [)
!
Mitocdndria
Mitocdndria: Acilcarnitina + CoA — acil-CoA + carnitina
(carnitina palmitoil transferase Il)

l

Matriz mitocondrial
!
B-oxidacao — Ciclo de Krebs

Dessa forma, o maior aporte de carnitina na dieta pode aumentar a capacidade
de transporte de acidos graxos para a mitocondria e incrementar sua oxidacdo (GEOR,
2006), poupando glicogénio (BACURAU et al., 2003). Esta potencializagdo da oxidagao
lipidica pode ser benéfica durante exercicios prolongados como provas de enduro e
competi¢cdes de marcha. Sera que a suplementagao crbnica e oral com carnitina pode
interferir com a diversidade e induzir mudangas na microbiota intestinal dos equinos?

O cromo trivalente, ao fazer parte da cromodulina, potencializa os efeitos da
insulina e pode aumentar a tolerdncia a glicose, alterando o metabolismo de
carboidratos, lipidios e aminoacidos (NRC, 2007). O cromo pode aumentar a
concentracao de triacilglicerol e reduzir o pico de insulina, a relagao insulina:glicose, as

concentragdes sanguineas de lactato e de cortisol (PAGAN et al., 1995) e a frequéncia
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cardiaca de equinos durante o exercicio (PRATES et al., 2009; JORDAO et al., 2011).
PRATES et al. (2009) e JORDAO et al. (2011) observaram retorno mais rapido da
frequéncia cardiaca de repouso em equinos suplementados com cromo trivalente apds
0 exercicio, sugerindo que este micromineral pode retardar o aparecimento da fadiga
em provas de marcha.

Tanto exercicios de alta intensidade quanto exercicios de longa duragéo
aumentam a absorgdo do cromo trivalente intestinal, mas a perda urinaria ainda é
prioritaria, resultando em um balango negativo de cromo trivalente, deplegdo e
redistribuicdo dos estoques corporais apds o exercicio. Por isso, especula-se que o0s
atletas apresentem deficiéncia de cromo trivalente com mais facilidade que individuos
sedentarios ou moderadamente ativos (RUBIN et al., 1998) e que equinos exercitados
intensamente e alimentados com dieta rica em graos eliminem maior quantidade de
cromo trivalente pela urina do que equinos sedentarios (PAGAN, 2000), o que também
justificaria sua suplementacao.

Com relacéo a raga de equinos utilizada neste estudo, a Mangalarga Marchador
teve sua origem no Brasil. Atualmente, do ponto de vista comercial, esta raga contribui
com o complexo agronegocio do cavalo, tendo em vista que € a raga mais numerosa
em nosso pais sendo, o estado de Minas Gerais, 0 que apresenta maior numero de
criadores e animais (LIMA et al.,, 2006). O aumento significativo das exportagcdes de
equinos para outros paises como Bélgica, Holanda, Congo, Austria, Uruguai e Estados
Unidos reflete a relevancia da raga. No inicio de 2014 a Associagao Brasileira dos
Criadores do Cavalo Mangalarga Marchador (ABCCMM), contabilizou 8.239 associados
e 624.337 animais registrados. Dessa forma, essa raga brasileira, € responsavel pela
geracao de 43.000 empregos diretos (SANTIAGO, 2013).

OBJETIVOS GERAIS
Neste trabalho, o objetivo central foi avaliar se o exercicio intenso, representado

por dois testes de esforco incrementais, separados por um periodo de 42 dias de

condicionamento aerébio, foram capazes de alterar a microbiota fecal de potras da raca
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Mangalarga Machador em estagio inicial de aptiddao fisica. O protocolo de
condicionamento foi prescrito com base na velocidade relacionada ao limiar de lactato
das potras. Ademais, existe atualmente no mercado de produtos para cavalos atletas
muitos suplementos orais disponiveis para a comercializagdo, que podem ser
fornecidos com o propdsito de melhorar o desempenho. Entretanto, existe uma
demanda consideravel pela realizacdo de estudos cientificos que possam demonstrar a
eficacia destes suplementos, que costumeiramente sao classificados como ergogénicos

nutricionais.
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CAPITULO 2 - EFEITOS DO EXERCICIO INTENSO E DO CONDICIONAMENTO
AEROBIO ASSOCIADO A SUPLEMENTAGAO COM CROMO OU L-CARNITINA
SOBRE A MICROBIOTA FECAL DE POTRAS

Introducéo

A microbiota intestinal (MI) representa uma complexa e densa interagdo de
microrganismos, principalmente bactérias, que ajudam a manter a homeostase do metabolismo do
hospedeiro. Na espécie equina, o equilibrio da MI pode ser modificado por alguns fatores
extrinsecos como enfermidades gastrintestinais [1], modificagdes na dieta [2] e aplicagdes de
antibioticos [3,4] ou anestésicos gerais [5]. Um estudo recente revelou que mudangas na MI de
¢guas precedem o desenvolvimento de injurias gastrintestinais pds-parto [6]. Atualmente, o foco
das pesquisas esta relacionado aos possiveis impactos sobre a diversidade da MI provocados pela
atividade fisica, sendo que existem poucos estudos com individuos saudéaveis. Outro aspecto a ser
considerado € que os resultados apresentados na literatura foram obtidos a partir de estudos com
variagdes considerdveis no tipo de dieta [7]. Nesse contexto, dados da literatura relataram que a
pratica de exercicio fisico ¢ a maneira mais efetiva para provocar balanco energético negativo e
melhorar as fungdes fisiologicas [8]. Contudo, sdo raras as informagdes na literatura, inclusive
com cavalos atletas, que relacionaram a pratica de exercicio intenso e com programas de
condicionamento fisico, com possiveis alteragdes na estrutura e na diversidade da MI.

Com enfoque no exercicio fisico, alguns estudos recentes que empregaram técnicas de
sequenciamento genético relataram o efeito do exercicio sobre a MI em animais de laboratodrio, o

qual modificou a estrutura e a diversidade da MI de camundongos [9]. Outro estudo identificou
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que a variagao de esfor¢o produziu alteragdes na microbiota cecal de camundongos normais e
diabéticos [10].

Considerando o exercicio como estimulo que modifica a homeostase, uma unica sessao de
esfor¢o pode promover alteracdes reversiveis em diversas variaveis fisioldgicas, sendo que estas
mudancas podem ser confirmadas por meio da quantificacio de variaveis laboratoriais.
Dependendo do tipo de esforco, que ¢ diferenciado, tanto pela duragdo como pela intensidade
(velocidade) de uma sessao de exercicio, tais modificagdes sao observadas em varidveis
fisioldgicas [11]. Exemplificando, num teste intenso de exercicio do tipo incremental € classica a
resposta sistémica, reversivel, do aumento da taxa glicolitica e hidrolise do ATP durante a
contragdo da fibra muscular esquelética com indugdo de acidose metabolica, associada ao
aumento da producao de lactato plasmatico [12]. Além disso, o monitoramento da atividade de
enzimas séricas como a creatina quinase (CK) e aspartato aminotransferase (AST), apds o esforco
agudo ou durante programas de condicionamento, pode refletir alteracdes na permeabilidade do
sarcolema. Estas enzimas sdo consideradas biomarcadores do estado funcional da fibra muscular
[13]. Do ponto de vista cronico, ja ¢ conceito cldssico que um programa de condicionamento
fisico pode levar a adaptacao corporea dos compartimentos cardiaco e muscular.

Como a influéncia do exercicio sobre a MI ¢ pouco estudada, alguns pesquisadores
propuseram que a plasticidade do tecido muscular, induzida pela pratica de atividade fisica, pode
interferir na MI por meio de metabdlitos oriundos da musculatura que, em tese, atuariam de
maneira sist€émica, inclusive sobre o compartimento intestinal. Um estudo recente sobre o
impacto do exercicio associado a ingestdo de dieta variada identificou aumento da diversidade da
MI, que teve correlagdo positiva com a atividade da CK em atletas de alto rendimento de rugby

[14,15].
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Neste contexto, existem muitos suplementos orais disponiveis para a comercializagao no
mercado de produtos para atletas da espécie humana e equina que podem ser fornecidos com o
objetivo de melhorar o desempenho destes animais. Ademais, existe uma demanda consideravel
pela realizagdo de estudos cientificos que possam demonstrar os possiveis efeitos desses
suplementos que costumeiramente sdo classificados como ergogénicos nutricionais. Desta
maneira, o cromo (Cr) ou a L-carnitina (LC) sdo substancias com potencial ergogénico para
atletas, pois podem aumentar a disponibilidade de energia para o exercicio e postergar o inicio da
fadiga [16,17]. Nosso grupo de pesquisa demonstrou que a suplementagdo oral e cronica com Cr
ou LC, durante um programa aerdbio de condicionamento, produziu alteracdes moderadas em
biomarcadores do metabolismo energético de potras [18].

Deste modo, os objetivos do nosso estudo foram: 1) avaliar e descrever os possiveis
impactos do exercicio intenso e de um programa de condicionamento aerébio sobre a composi¢cao
e a diversidade da MI em potras; e 2) investigar se a suplementag¢do cronica com Cr ou LC,
associada ao exercicio intenso € a um programa de condicionamento aerobio, podem modificar a

composi¢ado e a diversidade a M1 de potras.

2. Material e métodos

2.1 Localizacao

A partir da colaboragdo de trés laboratorios o experimento foi realizado. O manejo, testes
de esforco incrementais e prescri¢do da intensidade do condicionamento fisico foram realizados
no Laboratério de Farmacologia e Fisiologia do Exercicio Equino (LAFEQ). A extracao de DNA

foi realizada no Laboratorio de Bioquimica de Microorganismos e Plantas (LBMP), ambos
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localizados na Faculdade de Ciéncias Agrarias ¢ Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho (Unesp), Campus de Jaboticabal/SP. O sequenciamento foi
realizado no Advanced Analysis Centre localizado na University of Guelph’s. Os procedimentos
experimentais realizados foram avaliados e aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais

(CEUA — FCAYV) de acordo com o protocolo n® 016842/13.

2.2 Animais e periodo de adaptacéo

Doze potras da raca Mangalarga Marchador (MM), com 2,5 a 3 anos de idade, com peso
corporal médio de 330 + 30 kg e em estigio incipiente de condicionamento fisico foram
submetidas a um periodo de adaptagdo que durou 34 dias. Esse periodo consistiu na realizagao de
doma e cabresteamento; ambientagdo ao manejo, dieta, instalagdes e aos equipamentos de
exercicio: esteira (Galloper Sahinco ®) e caminhador automatico (Sahinco®). Nos primeiros
cinco dias realizou-se desverminacdo (Equimax® - Virbac Saide Animal), casqueamento e
avaliacdo e tratamento odontoldgico. A manipulagdo ondotologica para a grosagem de pontas
dentérias foi necessaria somente nas potras 1 e 2 do grupo cromo que necessitou previamente de
sedacdo com detomidina na dose de 10 pg/kg e xilazina na dose de 0,5 mg/kg pela via
intravenosa. Nenhum animal recebeu antibidtico ou anti-inflamatério e nao foi relatado doenca
gastrintestinal no periodo anterior hd 6 meses. Todas as potras do experimento ficaram alojadas
em piquete com pasto sendo deslocadas para a sala da esteira ou caminhador somente na hora da

sessdo de treino. Os animais foram alimentados com concentrado em baias individuais.
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2.3 Dieta

A formulagao da dieta fornecida as potras teve como objetivo central impedir que
ocorresse variacao expressiva do peso corporeo durante todo o periodo experimental, sendo que
foi baseada nas exigéncias para a espécie equina, em fase de crescimento [19], com consumo
diario de 2,5% do peso corporeo (PC) com base na matéria seca. Desta maneira, evitou-se que as
potras desenvolvessem emagrecimento ou ganho de peso excessivo. Em valores médios, ao longo
do periodo experimental, o grupo controle consumiu 0,87 = 0,26% de concentrado relativo ao
PC, sendo que nos 14 dias iniciais o consumo médio foi de 1,10 £ 0,01% que foi reduzido para
0,63 + 0,02%. Ja as potras que realizaram o programa de condicionamento consumiram 1,23 +
0,06% de concentrado relativo ao PC. O restante da dieta foi composta de volumoso
(aproximadamente 4 kg de feno de Tifton 85 e pastagem de capim Panicum maximum cv.
Massai). Ademais, as potras foram avaliadas, por meio de escore de 0 a 5 [20] e pesagem em
balanca digital. A dieta (Tabela 1) foi composta por pastejo de Panicum maximum cv. Massai,
feno de Tifton 85 (Cynodon spp.), concentrado (68% de Milho, 12% de Farelo de Soja; 15% de
Farelo de Trigo; 3% de Calcario Calcitico; 1% de Fosfato Bicalcico e 1% de Sal Mineral Coequi
Plus®), 40 mL de 6leo de soja, sal mineral (Coequi Plus - Tortuga Companhia Zootécnica
Agraria) e agua, sendo os dois ultimos fornecidos ad libitum. Trés potras foram suplementadas
com 10 g por dia de L-Carnitina em p6, L-carnitine SweetMix", Sorocaba, Sdo Paulo, Brasil) e
outros trés animais foram suplementados com 10 mg por dia de cromo quelatado em capsula,
(Tortuga Agraria Zootechnical Co., Sao Paulo, Brazil), os quais, foram oferecidos com o

concentrado.
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2.4 Protocolo de condicionamento

Ao final do periodo de adaptacdo, as potras foram submetidas a dois testes de exercicio
incremental (TEI). Realizou-se o primeiro teste (TEI 1) em esteira com o objetivo de estabelecer
o limiar de lactato (LL), a partir da concentragdo plasmatica de lactato para cada potra. A duragao
do periodo de condicionamento aerobio foi de 42 dias. Apos este periodo, as potras realizaram
outro teste de exercicio incremental (TEI 2). O LL foi utilizado como guia para a prescri¢ao da
velocidade (VLL) do exercicio na esteira durante o periodo de condicionamento.

O protocolo do teste consistiu em 10 min de aquecimento (5 mina 1,7 ms” e 5mina 3,5
m s, sem inclinagdo da esteira) [19]. Apds o aquecimento, a esteira foi elevada 4 inclinacdo 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 minutos. O teste foi mantido até que os animais atingissem a
fadiga, que foi identificada pela incapacidade das potras de acompanhar a velocidade da esteira
mesmo sob estimulos para continuar. O desaquecimento teve duracdo de 10 min (S mina 3,5 m s’
"¢ 5mina 1,7 ms™). Por meio de sistema de cateter (BD Insyte™ 14 G) e tubo extensor (60 cm
— Embramed®) inserido na veia jugular externa, coletaram-se amostras sanguineas nos 30
segundos finais de cada etapa. Os dados da concentragdo de lactato plasmatico vs as etapas de

velocidade estabeleceram o limiar de lactato.

A velocidade relacionada ao limiar de lactato (VLL) foi utilizada para a elaboragdo do
protocolo de condicionamento fisico, seis dias por semana, com descanso as segundas-feiras,
utilizando esteira e caminhador automatico em dias alternados. O exercicio em esteira consistiu
em 5 min de aquecimento ao passo (1,7 m s™) e sem inclinacio da esteira, seguido por 30 min de

exercicio com 3% de inclinacao da esteira em velocidade de 70% da VLL nas primeiras duas
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semanas e 75 % da VLL na terceira e na quarta semana. A recuperacao foi realizada em 5 min ao
passo (1,7 m s™) sem inclinacdo da esteira. Na quinta e na sexta semana, o protocolo consistiu em
5 min de aquecimento ao passo (1,7 m s™) e sem inclinacdo da esteira, seguido por etapa de
exercicio intervalado com 3% de inclinagdo com duragao de 20 min, dos quais 4 min foram
realizados em velocidade de 70% da VLL, 4 min em velocidade de 75 % da VLL, 4 min em 80%
da VLL, 4 minutos em 75% da VLL e 4 minutos em 70% da VLL. A recuperacdo foi realizada
em 5 min ao passo (1,7 m s”) sem inclinacdo. Cabe ressaltar que nas duas Gltimas semanas, o
planejado seria que as potras se exercitassem somente a 80% VLL, com 3% de inclinagdo.
Contudo, no final da quarta semana de condicionamento, as potras apresentaram relutincia para
entrar na sala da esteira. Desta maneira, para tentar mitigar esta alteracdo comportamental, o
tempo total de atividade na esteira foi reduzido com a alternancia entre as intensidades de
exercicio. O treino em caminhador automatico foi realizado em dias alternados ao exercicio na
esteira ergométrica e consistiu em 60 min de passo na velocidade de 2 m s™, invertendo o sentido

de rotacdo a cada 10 min [18].

2.5 Grupos experimentais e momentos de coleta de fezes

Ao final do periodo de adaptagdo, para composicao do grupo controle (sem exercicio), as
12 potras foram inicialmente distribuidas aleatoriamente. As potras que compuseram o grupo
controle nao realizaram teste de esforgo.

Com o objetivo de equilibrar os grupos em relagdo ao grau de condicionamento as potras
foram distribuidas conforme as velocidades relacionadas ao VLL, obtidas individualmente, no

primeiro teste de esfor¢co incremental (TEI 1). Desta maneira, para a distribuicdo dos grupos
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experimentais (Exrecicio, Carnitina ¢ Cromo), procedeu-se um sorteio prévio das potras para a
composi¢ao dos grupos com base nas VLL individuais. Portanto, as potras foram classificadas em
baixa (4 potras entre 4,23 a 4,83 m s), moderada (2 potras entre 5,00 a 5,83 m s) ¢ alta (3
potras entre 6,67 a 7,00 m s) velocidade. A partir deste procedimento as potras foram
distribuidas de maneira aleatdria nos grupos experimentais.

Desta maneira, o presente estudo teve quatro grupos experimentais: controle (C, sem
exercicio nem suplementagdo, n=3), exercicio (E, exercitadas sem suplementagdo, n=3), L-
carnitina (Car, exercitadas e suplementadas com L-Carnitina n=3) e cromo (Cr, exercitadas e
suplementadas com cromo, n=3). Importante informar que para avaliar somente o efeito do
exercicio agudo quanto do condicionamento aerdbio, e aumentar o n amostral foi desconsiderado
o fator suplementacdo. Para isso, formou-se o grupo exercicio total (ET, todos os animais que
realizaram exercicio agudo e condicionamento aerébio, n=9).

Para avaliagdo do efeito do exercicio agudo, as amostras de fezes foram coletadas
imediatamente antes do TEI-1, sendo que os grupos foram nomeados: C1-0, E1-0, Car1-0 e Cr1-0
e 48hs apos ao TEI-1: CI1-48, E1-48, Carl-48 e Crl-48. Para as amostras coletadas
imediatamente antes do TEI-2, os grupos foram nomeados: C2-0, E2-0, Car2-0 e Cr2-0 e 48hs
ap6s ao TEI-2: C2-48, E2-48, Car2-48 e Cr2-48. O mesmo padriao foi seguido para o grupo
exercicio total (ET); ETI1-0, ET1-48, ET2-0 e ET2-48. Para a avaliacdo dos efeitos do
condicionamento aerébio e da suplementagdo, as amostras foram comparadas no inicio do
periodo de condicionamento (dia 0, imediatamente apds os 34 dias de adaptacdo) e nomeadas em
CO0, EO, Car0 e Cr0; as amostras colhidas apds o periodo de condicionamento foram C42, E42,

Car42 e Cr42.
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2.6 Coleta de fezes e mensuracéo do pH fecal

As amostras de fezes foram coletadas numa quantidade de aproximadamente 200 g,
diretamente da ampola retal. Imediatamente apds a obtencao das amostras, determinou-se o pH
fecal, por meio de pHmetro industrial calibrado (Digimed — DM 22), com 30 g de fezes diluidas
em 30 mL de dgua deionizada. Ato continuo, outras aliquotas de fezes (aproximadamente 10 g)
foram armazenadas e congeladas em freezer -80°C até a extracdo de DNA. Amostras fecais

foram coletadas imediatamente antes e 48 h apds TEI-1 e TEI-2 (4 momentos).

2.7 Momentos de coleta e determinacdo dos biomarcadores plasmaticos e séricos da
atividade muscular e peso corpdéreo

Para determinagdo eletro-enzimatica da concentracdo plasmatica de lactato (YSI 2300
Analyzer; YSI Inc., Yellow Springs, Ohio, USA) as amostras sanguineas foram obtidas
imediatamente antes dos testes de esforco e logo apos a fadiga, sendo transferidas para tubos de
coleta contendo fluoreto de so6dio. O pH venoso foi determinado por meio de um analisador
quimico portatil (i-STAT, EC8+ cartridges; Heska Corporation, Fort Collins, Colorado). Para
avaliacdo da atividade enzimatica CK, 10 mL de sangue foram coletados em tubos sem
anticoagulante imediatamente antes e 6 h, 12 h, 24 h apds os TEIs. A atividade enzimatica da
AST, dez mililitros de sangue foram coletadas em tubos anticoagulante imediatamente antes e 12
h, 24 h, 48 h apds os TEIs. As atividades enzimaticas da CK e AST foram analisadas por meio de

espectofotometria (Quick Lab Chemistry Analyser, Hameln, Germany).
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O peso corporeo foi determinado por meio de uma balanga digital (MGR-3000 Jr. Toledo
do Brasil Ind. De Balangas Ltd., Sdo Paulo, Brazil) antes do primeiro TEI-1 e nos dias 14, 32 ¢

imediatamente antes do segundo TEI.

2.9 Extracdo do DNA e sequenciamento da regido V4 do gene 16S rRNA

O DNA foi extraido a partir das amostras fecais por meio da utilizagdo do kit FastDNA
SPIN for soil (Mpbio®). A quantificagio e a qualidade do DNA foi avaliada por meio de
espectofotometria (NanoDrop”™, Thermo Fisher Scientific). As concentragdes finais de DNA
foram diluidas para 20 ng/uL. A regido V4 do gene 16SrRNA foi amplificada numa reagdo
contendo: 25 puL de Kapa 2G Fast Hot Start Ready Mix 2X (Kapa Biosystems, USA), 1,3 uL de
Mg CI, (50mM) (Invitrogen, USA), 1,0 uL. de BSA (2 mg/ml) (Bio-Rad), 16,7 pL 4gua livre de
nuclease, 2 pL de DNA e 2 pL dos oligonucleotideos iniciadores (10 pMol/uL): “primer forward”
(S-D-Bact-00564-a-S-15 (5-AYTGGGYDTAAAGNG-3")) e “primer reverse” (S-D-Bact-0785-
b-A-18 (5'-TACNVGGGTATCTAATCC-3")). Os oligonucleotideos utilizados na reagdo de
amplificacao foram desenhados contendo 0s adaptadores (“forward”
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG e “reverse”
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG) e o index de 8 pb (forward
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-index-TCGTCGGCAGCGTC e  reverse
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-index-GTCTCGTGGGCTCGQG) da Illumina para que
as amostras pudessem ser aneladas na lamina de sequenciamento, visto que os oligonucleotideos
iniciadores sdo complementares aos da 1amina de sequenciamento.

As amostras foram amplificadas no termociclador Mastercycler pro S (Eppendorf,

Hamberg,Germany) sob as seguintes condi¢des: 3min a 94°C para a desnaturagao inicial, seguido
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de 25 ciclos de 45 seg a 94°C para desnaturagao, 1 min a 50°C para anelamento ¢ 90 seg a 72°C
para extensdo, seguido de 10 min a 72°C para extensao final da fita e foram mantidas a 4°C.
Como controle positivo utilizou-se o DNA gendémico de uma mistura bacteriana e agua livre de
nuclease foi utilizada como controle negativo.

Ao final da amplificagdo as bibliotecas de amplicons foram purificadas com microesferas
magnéticas Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter Inc, Mississauga, ON), com pequena
modifica¢do no protocolo do fabricante. Foram adicionados 72 pL da solugdo com microesferas
magnéticas em 20 pL das bibliotecas amplificadas, esta mistura foi incubada a temperatura
ambiente por 5 min. Logo ap0s, as amostras foram lavadas duas vezes com etanol 80%, e ao final
foram eluidas em 40 pL de 4gua livre de nucleasse. As amostras purificadas foram quantificadas
em espectrofotometro (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific) e qualificadas em gel de agarose
1%, ap0s este procedimento as amostras foram diluidas a 5 ng/pL.

O sequenciamento foi realizado na University of Guelph’s Advanced Analysis Centre,
utilizando-se plataforma Illumina MiSeq (Illumina RTA v1.17.28; MCS v2.2) com o kit 2 x 250

pb.

2.10 Anélise de bioinformatica e anélise estatistica

A andlise bioinformatica foi realizada utilizando-se o software Mothur (versao 1.31.2)
seguindo protocolo de um estudo [21]. As sequéncias de boa qualidade foram classificadas em
“operational taxonomic units” (OTUs) e agrupadas a 97% de similaridade e subsequentemente
alinhadas com a base de referéncia SILVA [22]. A classifica¢do taxonomica de cada OTU foi
feita com a base de dados Ribosomal Database Project (RDP, marco de 2012) [23]. A detecgao

de quimeras foi realizada utilizando-se o software uchime [24].
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Para diminuir os erros de sequéncias nao uniformes, foi utilizada uma subamostragem
(16.656 sequéncias por amostra). Para garantir a representagao da subamostragem foi calculada a
Good’s coverage e a avaliacao visual da cobertura do numero de espécies presentes em cada
amostra foi feita por meio das curvas de rarefacdo. A diversidade presente em cada amostra foi
estimada pelo inverso do indice de Simpson e a riqueza pelo software Catchall [25]. Graficos de
barras representando a abundancia relativa de filos e géneros presentes em cada grupo nos
diferentes momentos foram gerados e o teste Steel-Dwass comparou a abundancia relativa entre
os grupos controlando para erros de comparagao multipla. Para comparacdo dos indices de alfa
diversidade (Catchall e inverso de Simpson) em cada grupo, foi utilizado o teste estatistico Anova
com valores de P <0.05 considerado significativo.

A similaridade entre as populagdes bacterianas presente em cada amostra foi estimada
utilizando-se uma matriz de distdncia no formato Phylip para o célculo dos coeficientes de Yue &
Clayton, que leva em conta a diversidade bacteriana (estrutura da comunidade), e de Jaccard
classico, que leva em conta a riqueza bacteriana (composicao da comunidade). A representagao
visual desses célculos foi feita através de dendrogramas visualizados com o “software” FigTree

(version 1.4.0, http://tree.bio.ed.ac.uk/). A estrutura e a composi¢do das comunidades encontradas

em cada grupo foram comparadas pelo teste de parsimonia. A andlise de componentes principais
(PCoA) foi usada para visualizar a comparacdo das amostras em 3 dimensdes, o qual foi
confeccionado pelo software “JMP” (SAS Institute Inc.). A diferenca entre os grupos foi avaliada
pela analise de variancia molecular (AMOVA).

Para avaliagdo das diferencas estatisticas ao longo do tempo (pré condicionamento e apos
o condicionamento) da quantidade de energia digestivel de concentrado, quantidade de

concentrado, peso corpéreo e biomarcadores plasmaticos e séricos (lactato, pH, CK e AST) foi
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realizado anélise de variancia para amostras repetidas (ANOVA) seguido de teste de Holm-Sidak.
Para determinagao do impacto do efeito agudo do exercicio (antes e na fadiga dos TEIs) utilizou-
se teste t de student para amostras pareadas. Correlagdes de Pearson foram realizadas entre os
indices de riqueza e diversidade, Catchall e inverso de Simpson, respectivamente, e as atividades
da enzima CK e AST, concentragdo de lactato, pH plasmatico e fecal. Para todas as analises

estabeleceu-se o nivel de significancia em 5% (P<0,05).

3. Resultados
3.1 Métricas

Apos as etapas de controle de qualidade e limpeza das sequéncias, obteve-se um total de
5.224.389 sequéncias que foram utilizadas para as andlises, a partir de 48 amostras (Mediana:
98.661,5; DP: 38.979.5) e que foram atribuidas em unidades taxondmicas operacionais (OTUs).
Uma sub-amostra de 16.656 sequéncias foi utilizada para normalizar o nimero de sequéncias
entre todas as amostras para comparacdes posteriores. Os resultados do “Good’s coverage”
atingidos apoOs a sub-amostragem foram de 95 + 0,9%, indicando uma cobertura adequada. As

curvas de rarefacdo podem ser observadas na Figura 1.

3.2 Abundancia Relativa

O niimero de OTUs na sub-amostragem da populagdo variou entre 1290 a 2296 (média:
1842 + 256). Os filos e géneros com abundancia relativa acima de 1% podem ser observados na
Figura 2A e 2B. As sequéncias obtidas foram classificadas num total de 19 filos, sendo que os
mais abundantes foram Firmicutes (50,22%), Verrucomicrobia (15,13%), seguido por 13,80% de

bactérias que ndo foram classificadas no nivel de filo. Para os 19 filos foram atribuidos 165
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géneros, mas somente 14 apresentaram abundéncia relativa igual ou maior que 1%. O trés
géneros mais abundantes foram o Clostridiales ndo classificados ao nivel do género (17,06%)
seguidos por “5 genus incertae sedis” (12,98%) e bactérias ndo classificadas ao nivel do filo
(12,95%). Houve diminui¢do estatisticamente significativa do filo Chlamydiae (P=0,031) e do
género Mycobacterium ssp. (P=0,038) quando comparadas as abundancias relativas entre os
grupos E2-0 com E2-48 em resposta ao efeito agudo do exercicio, TEI-2. Nao houve mudangas
entre os principais filos e géneros em resposta ao condicionamento e as suplementacdes, cromo

ou L-carnitina, imediatamente antes e 48 hs apos os TEIs.

3.3 Analise de populacdo

O grupo C revelou diferenca na composi¢ao da comunidade, tanto na parsimonia quanto
na AMOVA (CO0 vs C42). Os resultados dos testes de parsimonia e da AMOVA, comparando os
grupos experimentais que realizaram atividade fisica, antes e depois ao periodo de
condicionamento e da suplementacao ergogénica estdo apresentados na Tabela 2. Sendo assim, os
grupos foram avaliados em relagdo a estrutura e a composicdo da populacdo microbiana.
Considerando cada grupo, as potras que fizeram somente exercicio (E0 vs E42) e aquelas que
foram suplementadas com cromo (Cr0 vs Cr42), tiveram mudangas significativas na composi¢ao
da comunidade independentemente do teste estatistico aplicado. A alteracdo na composicao da
comunidade no grupo carnitina (Car0 vs Car42) foi identificado pelo AMOVA. Para ambos os
testes estatisticos aplicados, ndo foi observado diferenca na comparacdo entre os grupos E42 vs
Car42 e E42 vs Cr42 tanto para estrutura da populagdo quanto para composi¢cdo da comunidade.

A partir desta igualdade estatistica, avaliou-se somente o efeito do exercicio agudo e do programa
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de condicionamento fisico, desconsiderando o efeito da suplementacao. Deste modo as potras dos
grupos E, Car e Cr passaram a compor o grupo ET.

Assim, os resultados da avaliagdo do efeito agudo e do condicionamento aerdbio,
descartado o efeito da suplementagdo, na composicao e na estrutura bacteriana sao observados na
Tabela 3. O resultado do teste de AMOVA mostrou que o exercicio agudo modificou tanto a
estrutura da populagdo como a composicao da comunidade (ET1-0 vs ET1-48 ¢ ET2-0 vs ET2-
48). Estas alteracdes, também foram observadas considerando o efeito do condicionamento
quando aplicado o teste de AMOVA nos tempos, ET1-48 vs ET2-48. Para o teste de parsimonia
também foram observadas alteragdes significativas para composicdo e estrutura da comunidade
bacteriana, nos tempos, ET1-0 vs ET2-48. Dessa forma, para ambos os testes aplicados, a agao
aguda do exercicio e o condicionamento alteraram a composicao da comunidade.

Os resultados do teste de parsimonia para Yue & Clayton também podem ser ilustrados na
Figura 3A. A Figura 3B, do ponto de vista da composi¢ao da populagao ¢ condizente com o teste
de parsimonia que apresentou diferenca (P= 0,01) para amostras que foram coletadas
imediatamente antes a ap6s 48 hs do TEI 2 (ET2-0 vs ET2-48) .

Considerando todos os animais que fizeram exercicio, as Figuras 3A e 3B representam os
dendrogramas obtidos por meio das andlises de Yue & Clayton (estrutura da populagao) e Jaccard
Classico (composi¢ao da comunidade).

A representagdo grafica do PCoA ¢ revelada nas Figuras 4A e 4B, para Yue & Clayton e
Jaccard Classico, respectivamente. Pode-se observar que tanto do ponto de vista de estrutura da
populagdo quanto de composicdo da comunidade, houve a formagdo de agrupamentos para
amostras coletadas antes e depois dos testes incrementais. Em ambos os graficos, as amostras

coletadas no inicio do experimento apresentaram maior similaridade com as amostras coletadas
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ao final do periodo de condicionamento e apds o ultimo teste incremental. Dessa forma, os
graficos de PCoA sao condizentes com os resultados do teste de AMOVA apresentados na
Tabela 2.

Nao foram observadas diferencas significativas nos indices de diversidade (inverse

Simpson’s) ou de riqueza (Catchall) em nenhum dos grupos experimentais.

3.4 Dieta e peso corporeo

A quantidade de concentrado e a energia digestivel fornecida e o peso corpdreo estdo
representados na Figura 5. Houve reducdo (P<0,001) do fornecimento de concentrado (kg) e da
energia digerivel (Mcal) para as potras que compuseram o grupo controle a partir do 14° dia de
condicionamento fisico (Figura 5SA e 5B). Nos momentos de avaliagdo, ndo houve alteracao

(P=0,306) do peso corporeo médio (Figura 5C) de nenhum dos grupos experimentais.

3.5 pH fecal

O pH fecal (Figura 6) manteve-se constante (P=0,67) numa faixa média de 7,69 + 0,67
(min-méx 6,41-8,87) no grupo controle ao longo do periodo experimental. Nao houve diferenca
entre os grupos E, Car e Cr. Portanto a comparagao foi realizada com o grupo ET vs controle em
cada um dos momentos. Houve redugdo significativa (P=0,006) do pH fecal, a partir da terceira
semana (dia 21) do periodo experimental nas potras que compuseram o grupo ET em relagdo ao
grupo controle (7,85 £ 0,48 vs 6,90 + 0,38). Esta reducdao também foi observada nos dias 28: 7,73
+ 0,67 vs 6,60 + 0,10 (P=0,018), 35: 7,89 £ 0,68 vs 6,63 + 0,37 (P=0,002) e 42: 8,04 + 0,14 vs

6,75 = 0,44 (P=0,001). Imediatamente antes ao TEI 2 o pH fecal entre o grupo ET e controle ndo
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diferiu: 7,06 + 0,72 vs 7,04 = 0,59 (P=0,191), voltando a reduzir 48h apos TEI 2: 7,37 + 0,41 vs

6,57 = 0,38 (P=0,012).

3.6 Biomarcadores

No TEI-1, nos momentos imediatamente antes e na fadiga, o lactato aumentou
significativamente em todos os grupos: 0,72 + 0,06 para 22,76 + 4 mmol/L (P=0,017) para as
potras que fizeram exercicio, de 0,78 £+ 0,29 para 20,98 + 1,04 mmol/L (P<0,001) para as potras
do grupo cromo e de 0,67 + 0,13 para 22,93 + 6,06 mmol/L (P=0,020) para o grupo carnitina. O
pH plasmatico diminuiu para todos os grupos experimentais sendo de 7,44 + 0,01 para 7,14 +
0,03 (P=0,048) para as potras que fizeram somente atividade fisica, de 7,43 + 0,01 para 7,24 +
0,02 (P=0,009) para aquelas suplementadas com cromo e¢ de 7,49 + 0,01 para 7,18 + 0,02
(P=0,008) para o grupo carnitina. No TEI-2, também o lactato aumentou em todos os grupos
sendo de 1,48 £ 1,06 para 16,7 = 3 mmol/L (P=0,016) para as potras que fizeram exercicio, de
1,42 £ 0,03 para 24,66 = 4 mmol/L (P= 0,014) para as potras do grupo cromo e de 1,38 + 0,1 para
16,60 = 0,6 mmol/L (P= <0,001) para o grupo carnitina. O pH plasmético também diminuiu no
TEI 2 para todos os grupos experimentais sendo de 7,44 + 0,01 para 7,23 + 0,06 (P=0,031) para
as potras que fizeram somente atividade fisica; 7,45 + 0,01 para 7,15 + 0,11 (P=0,037) para
aquelas suplementadas com cromo e de 7,45 + 0,01 para 7,25 £+ 0,03 no grupo carnitina
(P=0,008).

O condicionamento nao promoveu diferenca entre a concentragao de lactato plasmatico no
momento da fadiga (P=0,223) tanto na comparagdo inter-grupos como na intra-grupos. A
atividade sérica das enzimas CK e AST nos dois testes de esforgo estdo reveladas na Figura 7. No

grupo que realizou somente exercicio a CK aumentou (P=0,002) 37% apds 6h do TEI-1 (258 +
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50 para 412 + 97 UI/L) permanecendo elevada até 24 h ap6s o TEI-1 (372 + 85 UI/L). Ja no TEI-
2 nao houve aumento (P=0,078) no grupo que realizou somente exercicio. Para os grupos cromo
ou carnitina ndo houve diferenca estatistica tanto no TEI-1 como no TEI-2. No caso da atividade
da AST ndo houve alteracdo nos grupos experimentais. O condicionamento ndo alterou a

atividade plasmatica tanto da CK como da AST.

3.7 Correlagbes

Para todos os animais exercitados, houve correlacdo significante e positiva (R= 0,67 e
P=0,04) entre Simpson e o pH fecal antes do primeiro teste de esfor¢o (TEI 1). A correlagdo entre
os valores de pH plasmatico (imediatamente antes e fadiga, TEI 1) e o inverso de Simpson

(imediatamente antes e 48h, TEI 1) foi significante e negativa (R=-0,511 e P=0,02)

4. Discussao

Embora a relacdo entre a MI e o metabolismo do hospedeiro seja evidente, o
relacionamento entre a MI e a pratica de atividade fisica estd em fase inicial de exploragdo
cientifica. No presente estudo os principais achados encontrados estdo relacionados com as
alteragdes na composicdo da comunidade (organismos presentes) e estrutura da populacdo
(organismos presentes e suas abundancias relativas) da microbiota fecal de potras que foram
submetidas a atividade fisica aguda, relacionada aos testes de esfor¢o incrementais, € ao
programa de condicionamento. Além disso, as suplementagdes com carnitina e cromo revelaram
potencial para modificar a composi¢ao da MI de potras. Porém, estes resultados, em particular,

devem ser vistos com cautela, pois foram observados somente no indice de Jaccard, notadamente,
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no AMOVA para o grupo suplementado com L-carnitina ¢ no AMOVA e parsimdnia para a
suplementagdo com cromo. Isso pode ter ocorrido devido ao reduzido n amostral dos grupos
suplementados.

Na espécie equina os estudos revelaram abundancia alta do filo Firmicutes em cavalos
sadios [3,6]. Nossos achados estao de acordo com estes estudos, pois foi observado abundancia
relativa alta de Firmicutes. Na espécie humana, a maior presenca do filo Firmicutes pode estar
relacionada a desordens metabolicas como diabetes [26,27]. Contudo, um trabalho produziu
informacdes relevantes sobre a relacao entre exercicio vs MI e detectou em atletas da espécie
humana de alto rendimento, maior abundancia relativa de Firmicutes em relacdo a individuos
com nivel menor de condicionamento [15]. No contexto de protecdo da saude do hospedeiro, um
estudo revelou que o exercicio fisico pode estar associado com altas concentragdes de butirato
[28], produzido por bactérias do filo Firmicutes como Clostridium leptum [29], que podem
exercer efeitos benéficos como agdo anti-inflamatoria. Dessa forma, com o devido cuidado em
promover generalizagdes em relagdo a espécie equina, a abundancia alta de algumas bactérias do
filo Firmicutes pode ser responsavel pela producdo de butirato, promovendo possivel acao
benéfica em cavalos. Como nao foi avaliada a produgdo de metabolitos na presente pesquisa, este
tema deve ser mais bem investigado em estudos futuros, principalmente relacionando cavalos
mais condicionados e protocolos mais intensos de condicionamento fisico com a composicao da
MI.

Ainda sobre a abundancia relativa da MI em relacdo a atividade fisica, nos poucos estudos
disponiveis podemos observar resultados conflitantes a respeito da modulacdo do exercicio sobre
a microbiota intestinal. Um estudo em camundongos verificou que a pratica de exercicio

voluntério ou forgado, ndo alterou os dois principais filos de bactéria, Bacterioidetes e Firmicutes
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[9]. Neste mesmo contexto, estudos avaliaram o efeito do exercicio em ratos normais € o
resultado foi uma abundancia alta de Bacterioidetes e baixa de Firmicutes [8,30].

E conceito classico que a beta diversidade determina o quanto a distincia filogenética é
compartilhada entre as amostras quantificando o numero de comunidades distintas numa
determinada regido [31]. No nosso estudo, as diferengas mais marcantes podem ser visualizadas
nos graficos da PCoA evidenciadas pela formagao de agrupamentos das amostras coletadas antes
e depois dos testes incrementais. Curiosamente, as amostras coletadas no inicio do experimento
apresentaram maior similaridade com as amostras coletadas ao final do periodo de
condicionamento e ap6s o ultimo TEI-2, sugerindo que pode ter havido uma adaptagdo da MI em
relacdo ao condicionamento aerdbio de 42 dias, no que tange a estrutura da populagao.

Nosso estudo também identificou uma abundancia alta do filo Verrucomicrobia. Este
resultado esta em consonancia com outros estudos realizados com a espécie equina utilizando
metodologia semelhante [3,32,33]. O filo Verrucomicrobia apresenta uma subdivisdo classe 5,
para o género “ 5 genus incertae sedis”, que é apresentado em nossos resultados como um dos
géneros mais abundantes. Este género tem sido recentemente classificado e em equinos adultos
saudaveis, tem sido encontrado em altas abundancias em amostras de fezes [32;33], mas sua
fungdo no trato gastrintestinal de equinos permanece por ser investigada.

As alteracdes estatisticas mais significativas foram observadas no indice de Jaccard, que
leva em conta a riqueza bacteriana presente em cada amostra. Dessa forma, nossos resultados
sugerem que o exercicio agudo teve um impacto maior sobre as espécies presentes em baixa
abundancia relativa (espécies raras). Os efeitos fisiologicos destas mudangas sobre a MI podem
ser de fundamental importancia, ja que estas sdo espécies chaves que podem servir como “banco

de sementes” microbianas que favorecem a adaptacao da comunidade bacteriana em mudancas
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em seu habitat e que espécies raras podem estar presentes para dar suporte para as bactérias com
maior abundancia [34,35].

Observou-se um total de 26,75% de sequéncias que ndo puderam ser classificadas pela
base de dados RDP, o que pode estar relacionado com o fato da microbiota fecal de equinos,
provavelmente, ser bem maior que a disponivel nos bancos de dados. Além disso, para nosso
conhecimento, este ¢ o primeiro trabalho a empregar sequenciamento de nova geracao para
avaliar fezes de equinos no Brasil e da raca Mangalarga Marchador, fatores estes que podem
contribuir para a presenca de tais organismos. Porém, ndo se pode descartar a falta de resolucao
para a classificacdo desses organismos ou a ineficiéncia na eliminagdo de erros de
sequenciamento durante o processamento bioinformatico.

O protocolo de condicionamento ndo alterou as concentragcdes de lactato das potras. Isso
pode ser explicado por alguns fatores como o n amostral reduzido e ao possivel fator
comportamental/emocional apresentado por algumas potras. Por exemplo, o nervosismo e a
dificuldade de manipulagdo/manejo, associado com o efeito antecipatdrio do exercicio, podem
elevar a producdo de catecolaminas, que provoca a indugdo de glicolise/glicogenolise hepatica e
muscular que per si tem potencial em elevar a produgédo de lactato [36].

Uma outra abordagem que pode ser realizada ¢ o possivel impacto do programa de
condicionamento fisico, associado a dieta, sobre as possiveis alteragdes na MI. Em atletas da
espécie humana altamente condicionados, que ingeriam uma dieta altamente calorica, rica em
proteina, gordura e carboidratos, as varidveis relacionadas a o diversidade (Simpson, Chao 1,
Shannon) foi maior quando comparados ao grupo controle, composto por individuos
condicionados num nivel menor [15]. As potras que realizaram atividade fisica, independente da

suplementagdo, ndo apresentaram alteracdes significativas dos indices relacionados a o
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diversidade (Simpson e Catchal), provavelmente devido ao fornecimento padronizado da dieta,
que foi prescrita para a manutencao da estabilidade do peso corporeo durante a realizacao do
programa de condicionamento.

Com certeza a menor quantidade de racdo oferecida para as potras, a partir da segunda
semana de experimento, que compuseram o grupo controle pode explicar a diferenga verificada
para o indice de Jaccard. A pratica de exercicio ¢ a maneira mais efetiva para provocar balango
energético negativo com consequente perda de peso, principalmente se a dieta ndo for ajustada.
Estudos prévios descreveram que a redugdo do peso corporeo pode alterar a composicao da MI
em ratos [8, 15]. Em contraste, a avaliacdao de individuos obesos demonstrou que o estilo de vida
moderno, relacionado a um sedentarismo didrio associado a ingestdo alta e constante de
alimentos ricos em energia, também pode alterar a microbiota intestinal, acarretando numa
reducdo da riqueza e da diversidade da populagao microbiana intestinal [37]. Desta maneira, o
protocolo de condicionamento fisico associado ao ajuste da dieta, foi suficiente para controlar o
peso corpéreo das potras tanto do grupo controle como nos animais que realizaram atividade
fisica. Outro aspecto a ser considerado, ¢ que o presente estudo teve a preocupagao de constituir
um grupo controle que foi sedentdrio. Entretanto, no presente delineamento experimental com
avaliacdo do exercicio agudo e principalmente da acdo do condicionamento fisico,
necessariamente, a dieta teve que ser ajustada para que as potras do grupo controle ndo
ganhassem peso ao final do experimento.

Outra questdo recente que esta sendo levantada pelos pesquisadores € a possivel
interferéncia da pratica de atividade fisica sobre a MI. O mesmo estudo com jogadores de rugby
revelou correlagdo positiva entre alguns indices de diversidade com a atividade plasmatica da

enzima CK sugerindo que o exercicio pode ser considerado um indutor da diversidade no
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intestino [15]. Entretanto, ndo houve correlagdo nem da CK nem da AST com os indices de
diversidade e riqueza sendo que entre as varidveis estudadas, somente o pH plasmatico no
primeiro TEI revelou correlagdo negativa com Simpson. Portanto, a necessidade de utilizagdo da
via glicolitica anaerobia para realizacdo de determinada intensidade de esfor¢o pode possuir
potencial para interferir na microbiota intestinal. Este ¢ sem duvida um resultado interessante,
sendo que mais estudos sdo necessarios para o estabelecimento da relagdo causal da triade
exercicio-fadiga-alteragdo da diversidade da microbiota.

O pH fecal e sua relagdo com populagdes microbianas foi estudada em potras da raca PSI,
durante a transi¢cdo alimentar a partir do fornecimento exclusivo de pastagem para o concentrado
[2], sendo detectado relativa estabilidade do pH fecal ao longo do tempo, com o aumento da
populagdo bacteriana de Streptococcus spp and Lactobacillus spp, que foram encontrados por
meio de cultura, conforme incrementou-se a razdo concentrado:forragem (c:f). Contrariamente, as
potras que fizeram exercicio e receberam a mesma propor¢do c:f durante todo o periodo
experimental, revelaram reducao do pH fecal a partir do 14° dia de condicionamento, apesar dos
valores permanecerem na faixa normal para a espécie equina, ndo caracterizando acidose fecal. A
partir das alteragdes minimas na abundancia relativa e da beta diversidade, provavelmente,
mudancas na comunidade bacteriana induzidas pela atividade fisica, podem ter contribuido com
esta tendéncia a acidose subclinica [38].

Este trabalho ¢ o primeiro a investigar um assunto de fundamental importancia para a
equinocultura mundial. No entanto, algumas limitacdes devem ser consideradas, como por
exemplo o nimero reduzido de animais utilizados em cada grupo, diminuindo assim o poder das

comparagdes estatisticas. Além disso, as alteracdes estatisticas observadas na microbiota do
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grupo controle demonstrou que, apesar do periodo de adaptacao, houve mudanga da microbiota
ao longo do periodo experimental. Varios fatores podem ter contribuido para tais mudancas,
como a designagao de potras que possuiam a microbiota alterada no inicio do experimento
(“outliers”) para o grupo controle, além do ajuste da dieta durante o estudo, que logicamente
acabou sendo maior para esse grupo. De qualquer forma, vale ressaltar que a dieta fornecida para
o grupo exercitado foi consistente ao longo do tempo, o que permitiu a avaliagdo do efeito
exclusivo do exercicio sobre a microbiota desses animais.

Concluindo, os achados do presente estudo sugerem que a suplementacdo cronica com
cromo ou L-Carnitina associada ao exercicio intenso e a um programa de condicionamento fisico
podem modificar a composicdo da comunidade da MI de potras em estdgio inicial de
condicionamento fisico. Este ¢ o primeiro estudo que utilizou um modelo experimental de
prescricdo controlada da intensidade de esforgo para avaliar alteracdes na populagdao bacteriana
em potras. A contribuicdo deste estudo foi mostrar o possivel potencial do exercicio e das

suplementagdes ergogénicas em modificar a microbiota intestinal.
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Tabelas

Tabela 1. Percentual em base de matéria seca (MS) de proteina bruta (PB), fibra em detergente
neutro (FDN), fibra em detergente adcido (FDA), matéria mineral (MM), célcio (Ca), fésforo (P),
energia digestivel (ED), nutrientes digestiveis totais (NDT) e em Mcal/Kg dos alimentos

fornecidos durante o periodo experimental.

, MS PBE FDN FDA MM Ca P ED NDT
Alimento

G0 0 e e 0 Mealkg (%)

Capim Panicum 3,4 11,8 80,7 375 745 042 037 - 59,5

maximum cv. Massai
Feno Tifton 85

94,9 9,4 80,7 39,9 10,02 0,48 0,27 2,50 56,0
(Cynodon spp.)

Concentrado 90,2 14,2 13,9 5,4 8,00 1,32 0,55 3,15 -

Sal Mineral’ 100,0 - - - 100,00 17,5 6,0 - -

*Composi¢do por Kg de sal mineral: Calcio 175 g; Fésforo 60 g; Magnésio 13,6 g; Enxofre 12 g;
Sédio 120 g; Zinco 2.200 mg; Cobre 1.200 mg; Maganés 970 mg; Ferro 2.000 mg; Cobalto 21 mg;
Iodo 125 mg; Selénio 10 mg; Fluor (max.) 600 mg.
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Tabela 2. Valores de P referentes a parsimonia ¢ AMOVA dos grupos de potras da raca
Mangalarga Marchador submetidas a condicionamento aerdbio e suplementadas pela via oral com

carnitina ou cromo

Testes
Comparacgdes Yue and Clayton Jaccard
Parsimonia AMOVA Parsimoénia AMOVA

COvs C42 0,926 0,196 0,031 0,04
EO vs E42 0,562 0,522 0,023 0,009
CarO vs Car42 0,151 0,098 0,16 0,047
CrOvs Cr42 0,29 0,147 0,041 0,034
C42 vs E42 0,572 0,301 0,014 0,077
C42 vs Car42 0,168 0,119 0,017 0,003
C42 vs Cr42 0,765 0,097 0,044 0,036
E42 vs Car42 0,572 0,86 0,938 0,771
E42 vs Cr42 0,751 0,745 0,295 0,692

C0= controle antes do condicionamento; C42= controle com 42 dias; EO= somente
condicionamento (antes); E42= somente condicionamento por 42 dias; CarO= antes do
condicionamento e da suplementagdo com carnitina; Car42= condicionados e suplementados com
carnitina por 42 dias; CrO= antes do condicionamento e da suplementacdo com cromo; Cr42=

condicionados e suplementados com cromo por 42 dias.
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Tabela 3. Valores de P referentes a parsimonia e AMOVA de potras da raca Mangalarga
Marchador submetidas a teste de esfor¢o incremental (TEI) e a um programa de condicionamento
aerobio.

Testes
Comparacgdes Yue and Clayton Jaccard
Parsimdnia AMOVA Parsimodnia AMOVA

C1-0vs C1-48 0,615 0,094 0,619 0,196
C2-0vs C2-48 0,602 0,087 0,595 0,225
C1-48 vs ET1-48 1,00 0,043 0,229 0,05
C2-48 vs ET2-48 1,00 0,238 0,199 0,035
ET1-0vs ET1-48 0,690 0,027 0,096 0,022
ET2-0 vs ET2-48 0,219 0,002 0,011 0,001
ET1-48 vs ET2-48 0,082 0,003 0,096 0,005
ET1-0 vs ET2-48 0,043 0,124 0,045 0,017

C1-0 = potras do grupo controle antes do TEII e do periodo de condicionamento; C1-48 = potras
do grupo controle apds 48hs do TEII e antes do periodo de condicionamento; C2-0 = potras do
grupo controle antes do TEI2 e apds periodo de condicionamento; C2-48 = potras do grupo
controle apos 48hs do TEI2 e apo6s o periodo de condicionamento; ET1-0= todos animais em
exercicio antes do TEIIl e do periodo de condicionamento; ET1-48 = todos animais em exercicio
apos 48hs do TEI1 e antes do periodo de condicionamento; ET2-0 = todos animais em exercicio
antes do TEI2 e ap6s ao periodo de condicionamento; ET2-48 = todos animais em exercicio apos
48hs do TEI2 e apds o periodo de condicionamento.
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Figura 1. Curva de rarefagdo comparando o numero de sequencias com o numero de
espécies encontradas em DNA de fezes de potras. Os grupos, C: grupo controle, ET:
todos os animais que realizaram exercicio agudo e condicionamento aerobio. Para 1-0:
imediatamente antes do primeiro teste incremental (TEI-1), 1-48: 48hs ap6s o TEI-1, 2-0:
imediatamente antes do segundo teste incremental (TEI-2), 2-48: 48hs ap6s o TEI-2. Para
C1-0: azul, C1-48: vermelho, C2-0: roxo, C2-48: verde, E1-0: marron, E1-48: pink, E2-0:
verde claro, E2-48: preto.
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Figura 2. Em A, principais filos que apresentaram abundancia relativa igual ou maior que
1%. Amostras coletadas nos respectivos grupos, E: realizou exercicio, Car: realizou
exercicio e foi suplementado com L-carnitina, Cr: realizou exercicio e foi suplementado
com cromo. Para 1-0: imediatamente antes do primeiro teste incremental, 1-48: 48hs apos o
primeiro teste incremental, 2-0: imediatamente antes do segundo teste incremental, 2-48:
48hs apdés o segundo teste incremental. Em B, principais géneros que apresentaram
abundancia relativa igual ou maior que 1%. Amostras coletadas nos respectivos grupos, E:
realizou exercicio, Car: realizou exercicio e foi suplementado com L-carnitina, Cr: realizou
exercicio e foi suplementado com cromo. Para 1-0: imediatamente antes do primeiro teste
incremental, 1-48: 48hs apds o primeiro teste incremental, 2-0: imediatamente antes do
segundo teste incremental, 2-48: 48hs apds o segundo teste incremental.
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Figura 3. Dendrograma obtido a partir da analise da microbiota fecal de potras submetidas a teste de
esfor¢o incremental em esteira rolante e condicionamento aerébio . Em A, analise de Yue & Clayton
(vermelho: antes do periodo de condicionamento; azul: apds periodo de condicionamento, verde:
controle). Em B, dendrograma obtido a partir do indice Jaccard (vermelho: antes do periodo de
condicionamento, azul: apo6s periodo de condicionamento, verde: controle).
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Figura 4. Analise de componentes principais (PCoA)
considerando a microbiota fecal de potras submetidas a teste
de esforgo incremental, em esteira, ¢ a condicionamento
aerobio. Em A, PCoA obtido a partir da andlise de Yue &
Clayton. Em B, PCoA obtido a partir da analise de indice
Jaccard. Para A e B, amostras Before TO: antes do teste de
esfor¢o incremental 1 (TEI-1), After TO: 48hs ap6s ao TEI-1;
Before T1: antes do teste incremental 2 (TEI-2), After T1:
48hs apos ao TEI-2.



i
-

6

Erergia digestvel (Mcal) do concentrado
o

Quantdade de concentraca (ko)
W
n

|
i

¢
¢
]

50 compéreo kg)
8
0

Pa
2
R
A
o

—a Exerciclo
300 —m— Camitina
e Cromo
Controle
Média total

3
t

280 T T T T
TEI 1 14 a2 TEl 2

Momentos de avallacao

Figura 5. Em A, energia digestivel do concentrado; em B, quantidade de
concentrado; em C, peso corpéreo médio das potras submetidas a teste de
esfor¢o incremental (TEI1 e TEI2) e a um programa de condicionamento
aerdbio por 42 dias. *indica redugdo na energia digestivel e na quantidade do
concentrado do controle em relacdo aos outros grupos experimentais. # indica
redugdo a partir do 32° dia de condicionamento em relagdo ao grupo controle.
Nao houve alteragdo do peso corpéoreo médio de todos os grupos
experimentais.
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Figura 6. pH fecal de potras submetidas a um teste de exercicio incremental (TEI1 e TEI2) e a um
programa de condicionamento aerobio associado a suplementacdo oral com L-carnitina (Car, n=3,
linha vermelha) ou cromo (Cr, n=3, linha verde). O grupo controle (C, n=3, linha tracejada) ndo
realizou exercicio. A linha azul indica o pH médio geral das potras que fizeram os testes de
exercicio incremental e o periodo de condicionamento, desconsiderando o fator suplementacdo do
grupo exercicio total (ET, n=9). TEI 1-0, TEI 1-48, TEI 2-0 e TEI 2-48, imediatamente antes e 48
horas apds o primeiro e o segundo TEI, respectivamente. O pH do grupo ET sofreu redugdo em
relacdo ao grupo C a partir do dia 21. Nao houve diferenga entre os grupos E, Car e Cr.
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Figura 7. Atividade sérica das enzimas creatina quinase (CK) e aspartato aminotransferase
(AST) apo6s os dois exercicios testes de exercicio incrementais (TEIl e TEI2). A: CK no
TEIl. B: CK no TEI2. C: AST no TEIl. D: AST no TEI2. *indica aumento em relacdo ao
exercicio.

57



