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OVERREACHING/OVERTRAINING DE RATOS WISTAR: RESPOSTA
INFLAMATORIA, MICROBIOTA INTESTINAL E COMPARACAO DA ABUNDANCIA
RELATIVA COM EQUINOS

RESUMO

E conhecido que o exercicio pode induzir respostas inflamatérias com relativa
repercussdo sobre multiplos o6rgdos e evidéncias cientificas indicam que o
mutualismo entre a microbiota intestinal (MI) e o hospedeiro pode ser modificado por
programas de treinamento. Quando o equilibrio delicado entre sessdes de exercicios
de alta carga e adequado periodos de recuperacao € interrompido, o treinamento
excessivo, conhecido como overtraining, pode levar ao declinio transitério
(overreaching funcional - FOR) ou persistente (overreaching nao funcional/sindrome
overtraining - NFOR/SOT) do desempenho. Aqui foi caracterizado a dindmica de
citocinas intestinais, bem como a resposta da microbiota cecal, explorando
mudangas na composi¢cdo e estrutura microbiana de ratos Wistar machos sob
condicdes FOR e NFOR submetidos a teste de esforgo maximo na esteira. Para
caracterizagao das condi¢gdes FOR e NFOR dois grupos foram utilizados. O primeiro
foi utilizado como referéncia, semi-sedentario (SSED), que realizou programa de
condicionamento leve e, outro, treinado (TR), que executou programa de treino
intenso, constituido por doze semanas e cinco fases. A fase final foi prescrita com
periodos de recuperacao reduzidos. FOR e NFOR/SOT foram determinadas por meio
de avaliagao longitudinal pelo método que considera o trabalho mecénico (W)
efetuado durante teste de esforco maximo. Obteve-se DNA metagenémico para
sequenciamento da regido V4-V5 do gene 16S rRNA pelo lllumina. NFOR/SOT
apresentou reducao de TNF-a, IL-1B, IFN-y e IL-10 no ileo e ndo houve alteragao
nas interleucinas colbnicas, sendo evidenciado que a “hipotese de Smith das citocinas
para condicdo de overtraining” parece nao ocorrer no intestino ja que ileo de citocinas
tanto anti como pro-inflamatoria. NFOR/SOT apresentou valores menores nos indices
correspondentes a diversidade a, tais como “observed”, ACE, Chao1, Fisher e
phylogenetic diversity (PD). Detectou-se reducao do filo Profeobacteria na condi¢cao
NFOR. A presenca destacada do género Lactobacillus, em ambas as condig¢des,
pode significar resposta adaptativa protetora do intestino para atletas sob
treinamento intensificado. As modificagdes obtidas aqui podem ter implicagdes na
patogénese de algumas enfermidades, assim como na protegao intestinal.

Palavras-chave: Inflamacdo, Taxons bacterianos, Disbiose, Gene rRNA 16S,
Microbioma, Desempenho



Xvil

OVERREACHING/OVERTRAINING OF WISTAR RATS: INFLAMMATORY
RESPONSE, INTESTINAL MICROBIOTA AND COMPARISON RELATIVE
ABUNDANCE WITH HORSES

ABSTRACT

Regular excessive exercise is known to induce an increase in the production and release
of proinflammatory cytokines with relative repercussions on multiple organ systems, and
scientific evidence has indicated that training programs may impact the mutualism
between the gut bacterial communities and the host. When the tenuous balance between
high-external training load and adequate recovery periods becomes inadequate, we can
characterize excessive training by a short-term (functional overreaching - FOR) or
extreme (non-functional overreaching/overtraining syndrome - NFOR) performance
reduction. Herein, we presented the concentration of ileal and colonic mucosa cytokines
and characterized the cecal microbiota's response, exploring changes in the gut bacterial
microbiota composition and structure of Wistar rats under FOR and NFOR conditions
undergoing a maximum treadmill exercise test. We used a semi-sedentary (SSED) rats
group as a reference, which we submitted to a light conditioning program, and another
trained (TR) group, which was submitted to an endurance training-overtraining, consisting
of twelve weeks and five phases. We prescribed the final phase with reduced recovery
periods. FOR and NFOR/SOT were determined employing longitudinal evaluation using
the method that considers the mechanical work (W) performed during the maximum
exercise test. Metagenomic DNA was obtained to sequence the V4-V5 region of the 16S
rRNA gene by lllumina. FOR displayed a significant performance enhancement while the
NFOR showed a relevant performance decline. FOR/SOT showed a reduction in TNF-q,
IL-18, IFN-y, and IL-10 in the ileum mucosa concentrations, and there was no change in
colonic cytokines, evidencing that the Smith's cytokine theory for overtraining can not be
applied to the gut because the proinflammatory cytokine is not elevated. FOR/SOT
demonstrated the lowest alpha diversity indexes, such as "observed," ACE, Chaof1,
Fisher, and phylogenetic diversity. We detected a reduction in the Proteobacteria phylum
in the NFOR condition. The prominent presence of the Lactobacillus genus, in both
circumstances, can mean a gut adaptive protective response for athletes under intensified
training. Our results found herein may have implications for some intestinal diseases'
pathophysiology and numerous benefits for athletes. They may also provide insight into
how gut microbes and hosts interact to promote health.

Keywords: Inflammation, Bacterial taxa, Dysbiosis, 16S rRNA Gene, Microbiome,
Performance



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1. Introducgao

A microbiota intestinal (MI) contém trilhbes de microrganismos que formam
milhares de espécies diferentes. Quantidade consideravel de achados cientificos
sustenta funcdes primarias e diversificadas do microbioma gastrintestinal (Gl) dos
vertebrados que pode influenciar a saude do hospedeiro. Estudos recentes com atletas
da espécie humana (Zeppa et al., 2019), bem como em modelos experimentais com
ratos, camundongos e equinos relataram que o exercicio fisico pode alterar a microbiota
intestinal (MI). Esta interagcdo complexa dos microrganismos, principalmente bactérias,
pode auxiliar no controle da homeostase do hospedeiro.

O desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de nova geragdo é
considerado uma revolugdo para a descoberta de novos organismos e para um melhor
entendimento das interagcdes entre bactérias e, delas, com o meio em que vivem. Por
meio do sequenciamento do gene 16S rRNA, determinou-se que a maior parte dos
organismos que constituem a microbiota intestinal trata-se de bactérias ndo cultivaveis
em meios de cultura tradicionais e que a maior parte delas estavam até entao
desconhecidas (Eckburg et al., 2005). Existem 10 vezes mais bactérias do que células
humanas em nosso corpo, 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”.

Diversos estudos revelaram que a MI exerce papel fundamental na regulagéo
metabdlica e imunoldgica 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). Diversos fatores podem levar a mudangas na composi¢cao da



microbiota intestinal, como por exemplo, a dieta e a utilizagcado de diversos medicamentos
como antibioticos e suplementos (Preids et al., 2009). Numa vis&o holistica, é nitido o
interesse da comunidade cientifica e mercado especializado, para prospeccao de
bactérias e genes com potencial de aplicagéo biotecnolégica que auxilie na confecgao de
prebioticos (Respondek et al., 2008), probidticos (Gu e Liu, 2013) e até de

biocombustiveis (Li et al., 2012).

Neste contexto, existe interesse a respeito de estudos que tenham foco na triade
treinamento intenso-aptidao aerdbia-microbiota intestinal. Desta maneira, incrementos na
intensidade e volume de treinamento produzem resposta estressante crbnica, sendo
costumeiramente prescritos por treinadores, na tentativa de melhorar a aptiddo aerdbia
dos atletas. Quando o equilibrio entre a prescricdo de sobrecarga do treinamento e o
periodo suficiente para recuperacdo € interrompido, pode ocorrer, no curto prazo,
condicdo conhecida como overreaching funcional (FOR) (Aubry et al., 2015). Esta
condigdo pode ser incluida na periodizacdo e planejamento de programas de
treinamento, sendo considerada estratégia de condicionamento de atletas de alto
rendimento atlético. Assim, a condicado FOR pode promover reducao intensa e reversivel
da aptiddo fisica (Rietjens et al., 2005), notadamente, quando s&o subsequentemente
prescritos periodos de recuperacdo, em dias ou semanas. Este efeito € conhecido como
supercompensacao (Meeusen et al., 2013), ou seja, passado o periodo de recuperagao,
prescrito corretamente, ocorre aumento da aptidao fisica do atleta, quando comparado

aos niveis de condicionamento anteriores.

Quando ocorre a intensificacdo continua da carga do treinamento associada a
prescri¢ao incorreta da recuperacao, os atletas podem evoluir para um estado extremo
de FOR ou overreaching ndo funcional (NFOR) (Myrick et al., 2015). Isto promove
estagnacédo ou redugdo no desempenho, condigdo que pode perdurar semanas ou
meses, mesmo associado a periodos de recuperagcao (Meeusen et al., 2013). Esta
condigao também é conhecida como sindrome do overtraining (SOT), estado que possui
etiologia multifatorial, podendo provocar ou n&o, sinais clinicos, fisioloégicos e

comportamentais, promovendo reducao da capacidade fisica de atletas de alto nivel, que



estdo no “limite fisioldgico e psiquico” (Carfagno et al., 2014). Tendo em vista o conflito
de conceito e nomenclatura existente na vasta literatura sobre a SOT, no presente estudo
seguimos o posicionamento da Joint Consensus Statement of the European College of
Sport Science and the American College of Sports Medicine (Meeusen et al., 2013). Isto
posto, nossa hipotese é que a indugao das condi¢ées FOR/NFOR ou SOT pode provocar
modificagdes na biodiversidade da MI de ratos Wistar. Interleucinas do ileo e do cdlon
também foram estudadas. Na presente Tese foram empregadas as abreviaturas “FOR”
para overreaching funcional e “NFOR/SOT” para a condigdo overreaching nao funcional,
tendo em vista que nesta ultima abreviagdo pode ocorrer interdependéncia entre as

condi¢gdes NFOR e a sindrome overtraining propriamente dita.

2. Revisao de literatura
2.1 Sindrome do overtraining (SOT)

Em humanos, sindrome do overtraining € manifestada por meio de sinais clinicos
e comportamentais como redugédo do desempenho, fadiga crénica, depressao, redugao
do apetite, irritabilidade e ansiedade, entre outros (Macgowan e Whitworth, 2008). Outros
animais utilizados em modalidades esportivas, como atletas da espécie equina, também
demonstraram mudancgas comportamentais relacionadas a auséncia de equilibrio na
relacao treinamento:recuperacédo, associado ao aumento do numero de competicdes,
concomitante a periodos longos de transporte e mudangas ambientais (Graaf-Roelfsema
et al., 2007).

Algumas alteragdes fisioldgicas sdo descritas na SOT tais como mudangas nas
concentracbes plasmaticas de lactato apos esforco maximo e elevagao das
concentragbes do cortisol sérico (Urhausen et al., 2002). Contudo, nenhuma dessas
alteracdes foi considerada confiavel, quando avaliada isoladamente, para o diagndstico
da SOT (Petibois et al., 2002; Graaf-Roelfsema et al., 2007).



SOT pode ser estudada em modelos experimentais com roedores, pois estes
permitem mais facilmente analises de amostras biolégicas, bem como da Ml que podem
contribuir na elucidagdo de mecanismos envolvidos na manutencédo da biodiversidade
bacteriana fecal (Hold et al., 2014). A comunidade cientifica possui interesse na descricao
de mecanismos etiopatogénicos envolvidos na SOT. Atualmente, métodos especificos e
sensiveis para o diagnostico da SOT s&o escassos. Neste sentido, a utilizagdo de
protocolos experimentais de inducdo da FOR/SOT em roedores, assim como o
diagndstico das possiveis modificagdes na diversidade e composi¢ao da Ml relacionadas

a esta sindrome, ainda sdo escassos.

Numa temporada de treinamento periodizado ocorre prescricido de intensidades
progressivas com a finalidade de produzir alteragdes fisiolégicas e comportamentais
benéficas para aumentar o condicionamento fisico dos atletas. Neste processo, os atletas
podem ser submetidos a varias fases dentro de uma temporada competitiva com periodos
de inadaptagdes, especialmente nos periodos de intensificagdo do treino que sé&o
costumeiramente utilizados na tentativa de incrementar a aptiddo aerdobia. Como
resultado, atletas podem apresentar sinais clinicos e comportamentais de fadiga aguda,
a partir de unica sesséo ou periodo de treino (fadigas sucessivas), intercalados por
periodos curtos ou inadequados de recuperagdo. Esta estratégia é chamada
overreaching funcional (FOR) podendo induzir supercompensagao que promove

aumento de performance (Meeusen et al. 2013).

Segundo Meeusen et al. (2006), overtraining € provocado pelo processo continuo
de treinamento intensificado com possiveis resultados de overreaching' funcional (FOR)?,
overreaching nao-funcional (NFOR)? ou sindrome de sobretreinamento (SOT). O FOR
ocorre quando o treino € intensificado, resultando numa redugdo momentédnea no
desempenho que é revertida com prescrigcdo de periodos de recuperacdo adequados.

Isto provoca uma supercompensagédo que promove o condicionamento (Gandra et al.,

UIr além de; exceder; ultrapassar.
2 Treino intensificado com periodos adequados de recuperagio e resultados positivos para o atleta.
3 Treino intensifica sem periodos adequados de recuperagio e resultados nio desejaveis para o atleta.



2012). Ja o estado NFOR ocorre quando se intensifica, de maneira cronica, as
intensidades de esforco sem a devida atencdo ao ciclo treino-recuperagdo. Como
consequéncia, ocorrera uma reducao do desempenho com o tempo de recuperagao de
varias semanas ou meses, podendo apresentar sintomas como fadiga e alteragdes
enddcrinas, bioquimicas, imunologicas e fisiologicas (Meeusen et al., 2006). O estado
NFOR pode evoluir para SOT, que possui recuperag¢ao ainda mais prolongada, ocorrendo
‘inadaptacao prolongada” do atleta (Meeusen et al., 2013). Na presente tese adotamos,
de acordo com as defini¢des para a SOT, as seguintes denominagdes para composi¢ao
dos grupos experimentais: ratos que treinaram (TR) e, posteriormente, evoluiram para
condicdes FOR ou NFOR.

2.2 Exercicio, inflamagao e Teoria de Smith

Embora a pratica de exercicio fisico possa ser considerada intervengao preventiva
ou terapéutica ndo farmacoldgica (Jonas e Phillips, 2012) & conhecido na literatura o
paradoxo do atleta de elite (Gleeson et al., 2011). A pratica de exercicio intenso pode
promover ndo somente microlesdes ou até mesmo lesdo muscular esquelética (Cheng et
al., 2020), mas induzir uma série de efeitos pro-inflamatérios sobre tecidos e 6rgaos

diversos, tais como figado, coragao e sistema nervoso central (Rocha et al., 2019).

Do ponto de vista da mediacdo da resposta inflamatdria, citocinas podem ser
secretadas por quase todas as células nucleadas, sendo que atuam como mediadores
autocrinos, enddcrinos e paracrinos, estimulando ou inibindo sua sintese e controlando a
producdo de outras citocinas e seus receptores (Kamkin e Kiseleva, 2011; Rocha et al.,
2019). Em relagao ao exercicio fisico, a dindmica das citocinas entre o local de produgéo
e sua distribui¢cdo, via corrente circulatéria, é utilizada para explicar algumas condi¢des
fisiopatol6gicas em outros 6rgaos, sendo tradicionalmente conhecida a teoria de Smith.
Conceitualmente, a hipétese da citocina de Smith (Smith, 2000; Smith, 2004) considera
que treinamento com carga externa e interna alta, associado a recuperacgao insuficiente,
pode induzir alguns microtraumas sobre a musculatura esquelética. O musculo produz e

libera IL-1 beta (IL-1PB), IL-6 e TNF-alfa (TNF-a). Concentra¢des plasmaticas elevadas de



citocinas pro-inflamatoérias podem interagir com diferentes érgéos, iniciando a maioria dos
sinais e sintomas associados a redugao marcante do desempenho induzida pelo excesso
de treinamento. Exemplifiando, respostas pro-inflamatorias sistémicas provocadas por
cargas execessivas de treino podem contribuir com hipertrofia cardiaca patogénica
(Bernardo et al., 2010). Também esta resposta pode ser observada no sistema nervoso
central. Altas concentragbes hipotalamicas induzidas por estimulos inflamatorios
periféricos de IL-1p3, IL-6 e TNF-a est&o relacionados a redugéo da ingestao de alimentos
e ganho de massa corporea, situagdes fisiopatogénicas que induzem catabolismo (Rocha
et al., 2019). Na presente tese nos verificamos se estas respostas supremencionadas
ocorrem no trato gastrintestinal (TGI), especificamente no ileo e colon de ratos Wistar,
apos exercicio intenso em esteira e sob condigdes FOR ou NFOR. Ademais,

complementamos esta visdo caracterizando a composi¢ao da Ml cecal destes animais.
2.3 Exercicio e microbiota intestinal (Ml)

O exercicio fisico € estimulo estressante mais fisiolégico que existe, pois propicia
alteracdes transitorias em diversas variaveis homeostaticas, sendo que estas mudancas
podem ser quantificadas por meio de ferramentas laboratoriais. Dependendo do tipo de
esfor¢co, que é diferenciado tanto pela frequencia e duragdo (volume) como pela
intensidade (velocidade) de uma sesséo de exercicio, tais modificagbes sao observadas
em variaveis que indicam respostas, cardiacas e hematologicas (Ferraz et al., 2009),
estado acido-base (Ferraz et al., 2010a), enddcrinas (Ferraz et al., 2010b), bem como o
grau de desidratagao (Lindinger e Ecker, 2013), entre outras. Exemplificando, num teste
de esforco maximo na esteira € classica a resposta sistémica, porém reversivel, de
inducdo de acidose metabdlica provocada pelo incremento da taxa glicolitica da fibra
muscular esquelética (Robergs et al., 2004), que gera quantidade significativa de ions
hidrogénio (H*). Quais seréo as possiveis repercussdes desta resposta sistémica sobre
a homeostase da microbiota intestinal de ratos e equinos?

No corpo humano existem 10 vezes mais bactérias do que células humanas, sendo
gque a maioria esta presente no GIl, 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” (Grice e
Segre, 2012).

Os microrganismos estdo presentes em todos os ambientes da biosfera.
Entretanto, devido a dificuldade de se reproduzir em laboratério as mesmas condigdes
naturais do meio que habitam, a maioria desses microrganismos nao foi estudado.
Métodos tradicionais de cultura permitem somente avaliagdo superficial dos
componentes do microbioma, sendo limitacdo importante devido a provavel presencga de
microrganismos incultivaveis (Eckburg et al., 2005). Dessa forma, o desenvolvimento das
técnicas biomoleculares, como o sequenciamento de nova geragédo do gene 16S rRNA é
considerado revolugdo para a descoberta de novos organismos e para melhor
entendimento das interagdes entre as bactérias e destas com o meio que interagem. Por
meio desta tecnologia, estabeleceu-se que a maior parte dos microbios que constituem
a Ml era formada por bactérias até entdo desconhecidas (Slatiko et al., 2018).

Desta maneira, o interesse académico em caracterizar a diversidade e a estrutura
populacional de bactérias intestinais dos equinos e roedores, assim como investigar
possiveis fatores responsaveis que modifiquem sua homeostase, vem ao encontro com
a fisiologia digestiva destas espécies, no que diz respeito as suas nuances relacionadas
com o processo de evolugido e domesticacdo. 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 imperfeigcbes
caracterizadas frequentemente por transtornos digestivos como a sindrome do abdomen
agudo (colicas). Desta maneira, modificagdes 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 alteragdes digestivas e
metabdlicas que podem reduzir o condicionamento fisico ao exercicio. Ademais, € nitido
o interesse pela comunidade cientifica e pelo mercado especializado, pela prospeccgao
de bactérias e genes com potencial de aplicagao biotecnolégica que auxilie na confec¢ao
de prebidticos (Respondek et al., 2008) e probidticos (Weese, 2002; Gu e Liu, 2013) e
até produgéo de biocombustiveis (Li et al., 2012).



Com enfoque no exercicio fisico, alguns estudos contemporaneos, que
empregaram técnicas de sequenciamento genético relataram o efeito do exercicio sobre
a Ml em animais. Os achados destas pesquisas indicaram que o exercicio agudo ou
cronico modificou a estrutura e diversidade da Ml de camundongos (Allen et al., 2015) e
equinos (Almeida et al., 2016). Outros estudos identificaram que a variagdo de esforgo
produziu alteragdes na microbiota cecal ou fecal de camundongos normais e diabéticos
ou de ratos obesos ou hipertensos (Petriz et al., 2014; Lambert et al., 2015).

Como a influéncia do exercicio sobre a Ml é relativamente 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 sistémica, inclusive sobre o compartimento intestinal.
Um estudo sobre o impacto do exercicio associado ao consumo de dieta variada
identificou elevacéo da diversidade da MlI, que revelou correlacéo positiva com a atividade
da enzima creatina cinase (CK) em atletas de rugby de elite (Clarke et al., 2014).

A Ml faz parte de complexa e densa interagdo de microrganismos, principalmente
bactérias, que auxiliam na manutencdo da homeostase do hospedeiro (Gubert et al.,
2020). Na espécie humana e equina, o equilibrio da MI pode ser modificado por algumas
condi¢cdes extrinsecas, tais como afecgbes gastrintestinais (Costa et al., 2012),
mudancgas na dieta (Clarke et a., 2014) e administragcdes de antibidticos (Harlow et al.,
2013). Atualmente, o foco das pesquisas esta relacionado aos possiveis impactos sobre
a diversidade da MI provocados pelo exercicio fisico. Outro aspecto a ser considerado &
que os resultados apresentados na literatura foram obtidos a partir de estudos com
variagdes consideraveis no tipo de dieta (Hold et al., 2014). Nesse contexto, dados da
literatura relataram que a pratica de exercicio fisico € a maneira mais efetiva para
provocar balango energético negativo e melhorar as fungdes fisioldgicas (Queipo-Ortufio
et al., 2013). Contudo, s&o raras as informagdes na literatura, inclusive com atletas, que
relacionaram a pratica de exercicio intenso e com programas de condicionamento fisico
que podem induzir overtraining, com possiveis alteragdes na estrutura e composicao.

Estas duas ultimas caracteristicas contribuem para determinagao da diversidade da MI.



Nesta pesquisa nosso grupo de pesquisa almejou verificar se ocorrem alteragbes
agudas, promovidas por teste de esforgo na esteira, na composicéo e diversidade da
microbiota cecal de ratos submetidos a programa de treino gerador das condigdes FOR
NFOR/SOT. Estudo com jogadores de Rugby revelou correlagdo positiva entre alguns
indices de riqueza, a diversidade (Catchall e inverso de Simpson) com a atividade sérica
da enzima CK sugerindo que o exercicio pode ser considerado fator que, sinalizag&o
muscular, modifica a diversidade no intestino (Clarke et a., 2014). Nosso grupo de
pesquisa encontrou apos suplementacdo crénica com cromo ou L-Carnitina, associada
ao exercicio intenso e programa de condicionamento fisico moderado, modificagbes na
composi¢ao da comunidade da Ml de potras da raga Mangalarga Marchador em estagio
incipiente de condicionamento fisico. Este foi o primeiro estudo que utilizou modelo
experimental de prescricdo controlada da carga de esforgo para avaliar alteragbes na
populacdo bacteriana de potras. A contribuigdo deste estudo foi mostrar o possivel
potencial tanto do exercicio agudo como crénico, da mesma forma que suplementagdes

ergogénicas, em modificar a microbiota intestinal (Almeida et al., 2016).

Diversos aspectos da vida moderna e do manejo dos animais que foram
domesticados podem interferir na composicdo da MI, sendo que esta comunidade
microbiana se tornou o foco de diversas disciplinas biolégicas, notadamente, devido a
sua possivel contribuicdo para a manutencédo da saude ao longo da vida do organismo
hospedeiro. Como citado anteriormente, as mudangas na composi¢cao da microbiota
estdo relacionadas com alteracbes comportamentais, obesidade e enfermidades
cronicas. Alguns estudos recentes, publicados em peridédicos de impacto cientifico
relativamente significante, que envolveu a espécie humana ou animais de laboratério
forneceram evidéncias que a atividade fisica pode interferir na comunidade microbiana
intestinal (Clarke et al., 2014; Evans et al., 2014; Allen et al., 2015).

Neste contexto € praticamente inexistente na literatura, informagdes que
relacionaram tanto a pratica aguda de exercicio intenso como a realizagdo crbnica de
esforgo fisico (condicionamento fisico) com possiveis alteragdes no microbioma intestinal

de equinos e cecal de ratos. O exercicio induziu modificagbes na Ml de ratos Wistar
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normais, obesos e hipertensos que foram submetidos a um protocolo de condicionamento
aerobio 5 vezes por semana por 4 semanas (Petriz et al., 2014). Outro estudo encontrou
que o exercicio modificou a microbiota de camundongos diabéticos provocando
abundancia relativa maior da espécie Firmicutes e redu¢cao de Bacteroides/Prevotella
spp. Neste mesmo estudo foi encontrada propor¢cao maior de Bifidobacterium spp nos
camundongos normais em relagao aos diabéticos, sendo que os autores concluiram que
estudos futuros sdo necessarios para elucidar como a atividade fisica pode interferir na
MI (Lambert et al., 2015).

Com relacdo ao esporte de alto rendimento os resultados de alguns estudos
produziram evidéncias que alguns sinalizadores musculares como a enzima CK poderiam
interferir na MI por meio sistémico. Um estudo recente sobre o impacto do exercicio
associado a ingestao 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 alteragdes
adaptativas sobre a microbiota intestinal de equinos submetidos ao exercicio intenso na
esteira bem como em ratos submetidos a um programa de condicionamento fisico para
inducdo das condicbes FOR NFOR/SOT. Existem na literatura diversas definicbes para
treinamento, sendo que especificamente o treinamento fisico promove a melhora ou a
manutencdo do desempenho maximo e das habilidades especificas, bem como a
procrastinacdo da fadiga minimizando a incidéncia de lesdes, garantindo a manutengao
e a disposicdo do entusiasmo para realizagdo de exercicio. O significado do termo
condicionamento € mais restrito, representando a melhoria da condigao atlética por meio
de alteracbes adaptativas corpéreas 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 de atletas é estimular adaptagées metabdlicas e fisiologicas que
proporcionem aumento da aptidao atlética. Para tanto, sessdes de exercicio intercaladas
com periodos de descanso devem ser prescritas com planejamento (Marlin e Nankervis,
2013; Ferraz et al. 2010b). A imposi¢cédo de exercicios com intensidade progressiva em
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periodos regulares promove alteragdes benéficas estruturais e funcionais no organismo
atleta, proporcionando o incremento da capacidade competitiva (Evans, 2000).

No presente estudo ndés utilizamos sequenciamento genético de nova geragao
para estudar possiveis modificagdes agudas na microbiota cecal de ratos submetidos a
sessbes de exercicio (testes de esforgo incrementais maximo) e por um protocolo
experimental de treino para indugdo das condicdbes FOR e NFOR/SOT. Os
procedimentos experimentais realizados foram avaliados e aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA — FCAV) de acordo com o protocolo n® 23593/15.

3. Objetivo

Neste trabalho, o objetivo central foi avaliar, de maneira aguda, citocinas intestinais
e a composicdo da microbiota cecal de ratos sob condigdes FOR ou NFOR/SOT. O
protocolo de indugao para as condigdes FOR e NFOR foi adaptado a partir de estudo
prévio (HOHL et al., 2009), método prescrito, nas suas fases finais, a partir da
combinagdo persistente de sobrecarga excessiva com periodos de recuperagao
inadequados objetivando produzir declinio no desempenho.
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CAPITULO 2 — AVALIAGAO DAS INTERLEUCINAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS
DE RATOS WISTAR SOB CONDIGAO DE OVERTRAINING

1. Resumo

A sindrome do overtraining (SOT) promove redugdo ou estagnagdo do desempenho
atlético, sendo causada por desequilibrio entre sessdes de treino e a duragdo da
recuperacdo. Esta sindrome pode estar associada com alteracbes nas citocinas,
especialmente produzidas pela musculatura esquelética. Pouco se sabe sobre a
producédo de citocinas no trato gastrintestinal em individuos com SOT. Objetivou-se
quantificar, nas mucosas ileal e coldnica, citocinas pro-inflamatorias TNFa, IL-6, IL-1B e
IFN-¥ e anti-inflamatdria, I1L-10, de ratos Wistar submetidos a modelo experimental de
inducdo das condi¢gdes overreaching funcional (FOR) ou nado funcional (NFOR).
Utilizaram-se quatro grupos, controle negativo (SED, n&o realizou nenhuma atividade
fisica) ou positivo (SSED) e treinados (TR). Dezesseis ratos compuseram o grupo SSED
e realizaram programa de condicionamento leve (1 sessao / dia / 2x / sem./12 m.min"").
Os outros ratos (TR, n=33), foram submetidos ao programa de treino para indugao das
condi¢cdes FOR e NFOR, com duracao de 12 sem., prescrito para produzir desequilibrio
entre sessdes de exercicio e periodo de recuperacdo. Em 8 sem. foram realizadas
sessdes de treino diarias, por 5 d consecutivos seguidas por 2 d de recuperacao. Nas 4
sem. subsequentes, houve aumento da frequéncia de treino (2, 3, 4 e 4 x/d) e redugéo
do tempo de recuperagéo entre as sessdes (4, 3, 2 e 2 h). Para avaliagdo da aptidao
aerobia, os ratos foram submetidos a testes de esfor¢co maximo, sendo que o primeiro
teste foi realizado antes (TMP-1) e na 4° (TMP-2), 8°(TMP-3), 9° (TMP-4), 10° (TMP-5),
11° (TMP-6) e 12° semana (TMP-7). Dois grupos foram identificados pela diferenga da
inclinag&o (o) obtida a partir da regresséo linear dos desempenhos individuais nos TMP-
4,5, 6 e 7. Ratos NFOR tiveram o= < -0.98. Logo ap0és a realizagdo do TMP-7 foram
coletados o ileo e célon, para analise do epitélio intestinal e quantificacdo de citocinas
por meio de ELISA. FOR e NFOR tiveram aumento de desempenho a partir do TMP-2
(303.8 £ 13.8; 294.3 + 18.9 e 190.2 £ 12.2 kg.m, respectivamente). O grupo NFOR teve
o desempenho reduzido no TMP-7 (292.2 + 36.4 kg.m). Com relagé&o ao ileo, houve
reducdo de TNF-q, IL-1B3, IFN-y e IL-10 para o grupo NFOR quando comparado ao grupo
sedentario. IL-10 foi menor para o grupo FOR quando comparado ao grupo SED. Nao
houve alteragdo nas interleucinas col6nicas. Os achados evidenciaram reducdo de
citocinas tanto anti como pro-inflamatéria no ileo de ratos sob condigbes FOR e NFOR.

Palavras chaves: Exercicio, interleucinas, alto rendimento, teoria de Smith.
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2. Introducao

No meio esportivo, aumentos na intensidade e no volume do treinamento s&o
comumente utilizados com intuito de melhorar a aptiddo fisica de atletas de alto
rendimento (Aubry et al.,, 2015). O excesso de treinamento pode ser considerado
saudavel quando se obtém adaptacdo caracterizada pela elevacdo do desempenho. O
principio da supercompensacao, que inclui treinamento seguido de repouso, € bem
conhecido por treinadores e atletas (Kentta e Hassmén, 1998), condigdo conhecida como
overreaching funcional (FOR). A FOR é caracterizada pela redu¢cdo momentanea da
aptidao fisica, podendo ocorrer incremento da capacidade aerébia com periodos
adequados de recuperagao (Meeusen et al., 2013).

Porém, pode ocorrer excesso de treinamento que pode provocar respostas
musculares negativas no atleta (Cheng et al., 2020), tendo como consequéncia ma
adaptacdo e queda ou estagnacédo do desempenho (Kenttd e Hassmén, 1998). Este
mecanismo pode ser resultado do desequilibrio relacionado ao ciclo treino:recuperacgao,
criando uma condigdo chamada de overreaching nao funcional (NFOR) (Aubry et al.
2015). A causa de lesbes nos esportes € multifatorial e envolve fatores de risco
extrinsecos e intrinsecos, mas é evidenciado que o gerenciamento de carga € um
importante fator de risco (Soligard et al., 2016).

O processo cronico de NFOR, pode desencadear a sindrome do overtraining
(SOT), sendo que a diferenga entre as condigdes NFOR e SOT é ténue, sendo
relacionada ao tempo de recuperacgao, que é mais prolongado na sindrome (Meeusen et
al.,, 2006). A SOT pode apresentar sinais clinicos fisiolégicos e comportamentais
(Carfagno e Hendrix, 2014), bem como alteragbes metabdlicas, enddcrinas, bioquimicas
e imunolodgicas (Meeusen et al., 2006). Pode também afetar diversos 6rgédos causando
uma reducao no desempenho do exercicio por diferentes mecanismos, que inclui perda
muscular, comprometimento da coordenag¢ao motora, menor forga muscular (isotdnica e
isométrica), diminui¢ao da absor¢gdo maxima de oxigénio e da resisténcia e alteragdes na
atividade enzimatica muscular (Schwellnus et al., 2016). Em humanos, foi relatado queda
de desempenho fisico, fadiga cronica, depressao, hiporexia, irritabilidade e ansiedade
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(Macgowan e Whitworth, 2008). Os sintomas devem ser considerados isoladamente e
juntos para que a sindrome seja melhor compreendida (Kentta e Hassmeén, 1998).

Alteracbes nas concentragdes plasmaticas de lactato apds esforgco maximo,
elevacao das concentracdes do cortisol sérico, alteragcdes no metabolismo, em respostas
hormonais e imunoldgicas também s&o descritas na SOT. Entretanto, nenhuma das
alteragdes citadas anteriormente foram consideradas confiaveis, quando avaliados
isoladamente, para o diagndstico da SOT (Petibois et al., 2002; Urhausen e Kindermann,
2002; Graaf-Roelfsema et al., 2007).

Sabe-se que tanto na SOT como no NFOR, condi¢bes ainda pouco
compreendidas, o equilibrio homeostatico envolvendo fatores hormonais, metabdlicos e
imunoldgicos é alterado (Ogonovszky et al., 2005). Diferentes tipos de exercicio podem
ter diversos efeitos sobre as variaveis imunoldgicas, com base na intensidade e tempo
de duracao das sessdes (Gholamnezhad et al., 2014). Os 6rgéos afetados pela sindrome
em atletas mostram um padrado, indicando que cerca de 50% dos atletas durante
competicdes e torneios tem o trato respiratério afetado. Outros sistemas comumente
afetados s&o o sistema digestodtio, genitourinario, pele e os tecidos subcutaneos.
(Schwellnus et al., 2016).

Do ponto de vista imune, a primeira resposta do organismo ao estimulo
imunologico é inata, ndo especifica, precedendo uma reagédo imune especifica. Nesta
situagao, citocinas pro-inflamatérias, principalmente a interleucina (IL)-6, sdo liberadas
sendo que o sistema vascular e células inflamatorias séo ativados. A esse processo, pode
existir contribuicdo significativa dos eixos simpatico-adrenal e hipotalamo-pituitaria-
adrenal (Murata, 2007) que ativam a produgédo de citocinas adicionais que, quando
liberadas, ativam receptores em diferentes células-alvo produzindo reagao sistémica que
resulta na ativagéo de diversas alteragdes orgénicas, sendo que a mais relacionada ao
exercicio & o catabolismo muscular (Gruys et al. 2005).

O estimulo estressante crénico pode ocasionar overtraining, podendo provocar
reagdes neuro-imune-enddcrinas pelo eixo enceéfalo-intestino (Mulak e Bonaz, 2004),
resultando em liberacdo de horménios, citocinas inflamatérias e moléculas microbianas

(Clark e Mach, 2016) causando diversos efeitos tais como, a desidratacdo, a diminuigéo
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do fluxo sanguineo intestinal (Luger et al., 1988), o estresse mecanico (Peters et al.,
1995), a mudanca do peristaltismo intestinal (Butcher, 1993; Berg et al., 1999). Hoje em
dia é evidente o interesse da comunidade cientifica em estabelecer analogia entre as
alteragdes imunoldgicas produzidas pelo exercicio agudo (Giori et al., 2011; Gondin et
al., 2013) com a resposta de fase aguda (RFA), que ocorre de forma rapida, refinada e
inespecifica. Esta resposta pode ser semelhante a inumeras doengas que causam varios
graus de danos aos tecidos, como infec¢do, inflamagdo, trauma ou disturbios
imunolégicos (Nazifi et al. 2010).

Neste contexto, a SOT pode ser estudada tendo como modelos experimentais
roedores, pois permitem analises de amostras biologicas para esclarecer a patogenia
envolvida nesta sindrome (Pereira et al., 2012). O intestino possui mecanismos de defesa
contra agentes adversos como antigenos, macromoléculas mal digeridas e
microrganismos, funcédo executada pelo epitélio intestinal (Turner, 2009) e pela resposta
inflamatoria através das citocinas (Mainous et al., 1995). A integridade do epitélio
intestinal se deve aos desmossomos, aos tight junctions (TJs) e as jun¢des aderentes
(Turner, 2009). A fungéo primordial do epitélio intestinal é a formagado de uma barreira
protetora, que impeca substancias nocivas do lumen intestinal de alcangarem a
circulagao sistémica, promovendo a protegdo do organismo (Turner, 2009).

Diversas enfermidades sdo associadas ao aumento da permeabilidade intestinal,
por mecanismos que modificam as TJs, permitindo a invas&o de antigenos aos tecidos e
ativagado da resposta inflamatoria local e sistémica (Deitch, 1990). O estresse do calor e
do dano oxidativo no exercicio pode causar abertura das Tight Junctions tendo aumento
da permeabilidade intestinal a endotoxinas, que se movem para a corrente sanguinea,
levando a uma resposta imune sistémica. A integridade das tight junctions e jungdes
aderentes € alterada pela fosforilagdo das proteinas ocludina e claudinas, que pode ser
alterada pelo tipo de exercicio. O exercicio prolongado e o exercicio de alta intensidade
levam a um aumento nas enzimas de fosforilagdo que causam disfung¢des das jungdes
(Zuhl et al., 2012).

A resposta inflamatéria no intestino pode ser desencadeada por antigenos

existentes na circulagdo sanguinea e antigenos liberados por bactérias na mucosa
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(Konigsrainer et al., 2011). Recentes evidéncias em roedores mostram que ha uma alta
relacao entre “stress” fisico e emocional durante o exercicio e mudangas na composicao
da microbiota gastrointestinal (Clark e Mach, 2016). Pode existir equilibrio dindmico entre
as citocinas proé e anti-inflamatérias (Gholamnezhad et al., 2014) e nessas condigdes, 0
sistema imune e os enterdcitos sintetizam muitos mediadores inflamatérios, dentre elas
interleucinas (IL), fator de necrose tumoral (TNF), interferon (IFN), rompendo esse
equilibrio (Villa et al., 1995; Ogle et al., 1997). Tais mediadores sdo essenciais para
desenvolvimento da resposta imune inata. As citocinas estdo envolvidas no aumento
exagerado da resposta inflamatoria sistémica e podem afetar a integridade da barreira
epitelial intestinal (Mainous et al., 1995) e parecem comprometer as TJs ao modificar a
expressado de suas proteinas e sua estrutura (Boivin et al., 2009). As citocinas pro-
inflamataorias (IFN-y, IL-18, IL-6 e TNF-a) intensificam o desarranjo das TJs e aumenta a
apoptose do epitélio intestinal (Bruewer et al., 2003). A IL-10, citocina anti-inflamatoria,
regula a resposta inflamatéria, protegendo também contra a disfungdo das TJs na
inflamacgé&o (Van Der Poll et al.,1995). Estudos mostram que o exercicio intenso durante
periodos prolongados pode aumentar a permeabilidade intestinal e causar uma
imunossupresséao e que glicocorticoides liberados demonstram diminuir a capacidade de
produzir citocinas anti-inflamatorias (Clark e Mach, 2016). Na presente pesquisa, foram
avaliadas as concentragdes plasmaticas das citocinas pré-inflamatoérias TNFa, IL-6, IL-
1B e IFN-¥ e anti-inflamatdria IL-10 e os efeitos dessas citocinas sobre o epitélio intestinal
em ratos sedentarios, FOR e NFOR. Obejetivou-se investigar efeitos da inducado das
condicdes de overreaching funcional ou n&o funcional sobre as citocinas intestinais proé e

anti-inflamatérias.
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2. Material e Métodos

2.1 Animais

Inicialmente utilizaram-se 100 ratos da linhagem Wistar, machos, jovens, pesando
entre 150 e 2509, procedentes do Biotério Central da UNESP — Botucatu e mantidos no
Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, UNESP - Jaboticabal. Os
ratos foram mantidos em caixas plasticas com cama de maravalha em um ambiente com
ciclo de claro:escuro ivertido (18h-6h luzes ligadas) e temperatura controlada (22°C), com
agua e racgao para roedores (Agromix Nutricdo Animal - Jaboticabal/SP- Brasil) ad libitum.
Todos os protocolos experimentais utilizando animais foram previamente aprovados pelo

Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias, UNESP-Jaboticabal.

2.2. Protocolo de treino para indugao das condi¢cées FOR e NFOR

No presente planejamento de treino foi adicionado periodo de adaptagdo mais
elevado, trés semanas e, inserido uma semana adicional com finalidade de intensificar o
treino, garantindo a manifestagdo das condigdes FOR ou NFOR/SOT. Os ratos foram
adaptados a esteira (Fig 1) pelo periodo de trés semanas, fase utilizada para avaliar e
separar 0s animais que correram voluntariamente. Apds o periodo de adaptagao foram
excluidos 25 ratos que se recusaram a correr voluntariamente e seguido a este
procedimento deu-se inicio ao protocolo de treinamento para indu¢ao de overtraining. O
planejamento de treino foi baseado num programa continuo de treinamento com
desequilibrio entre o estimulo do exercicio e periodos de recuperagéo (Hohl et al., 2009).
Tal protocolo foi constituido de 12 sem de treinamento distribuidas em 5 fases (F1 a F5).
Realizaram-se 2 fases iniciais (Fase 1 e 2) até a oitava semana de treinamento. Ato
continuo, 3 fases foram realizadas (3, 4 e 5), em que foi elevada a intensidade de treino
e reduzido o tempo de recuperacdo entre as sessodes, com intuito de causar um

desequilibrio no ciclo treino: recuperacéo (Tabela 1).



Figura 1. Estira motorizada para roedores. Fase de adaptacéo.

Tabela 1. Protocolo de overtraining (HOHL et al., 2009).
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Velocidade Time Frequéncia Recuperagao

Etapas Semana Horario (m min")  (min) diaria (h)
E 13:00-14:00 0 10 1x 24
Habituacdo 22 13:00-14:00 0 10 1x 24
32 13:00-14:00 0 10 1x 24
E 13:00-17:00 12 10 1x 24
Adaptacio 22 13:00-17:00 12 10 1x 24
32 13:00-17:00 12 10 1x 24
E 13:00-17:00 15 20 1x 24
Fase 1 (P1) 2 13:00-17:00 20 30 1x 24
32 13:00-17:00 23 45 1x 24
42 13:00-17:00 25 60 1x 24
58 13:00-17:00 25 60 1x 24
6° 13:00-17:00 25 60 1x 24
Fase2(P2)  7a 13:00-17:00 25 60 1x 24
ga 13:00-17:00 25 60 1x 24
Fase 3 (P3) 92 6:00-18:00 25 60 2x 4
Fase 4 (P4) 10° 6:00-18:00 25 60 3x 3
112 6:00-18:00 25 60 4x 2
Fase 5(PS)  4oa 6:00-18:00 25 60 4x 2
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2.3. Teste maximo de performance (TMP)

Para a avaliacdo da aptidao fisica dos ratos durante o protocolo foram realizados
sete testes de desempenho maximos (TMP) nos grupos SSED e TR, os quais ocorreram
sempre 60 h apds a ultima sessao de treino semanal. Os TMPs se iniciaram numa
velocidade de 12 m/min que foi incrementada em 1 m/min a cada 2 min, até que o rato
atingisse a velocidade de 20 m/min. Apdés este momento, a cada 3 min foi dado
incremento de 2 m/min na velocidade até que o animal apresentasse sinal de exaustao.
Todos os ratos foram pesados antes de cada TMP, para posterior quantificacdo do
desempenho individual. O primeiro teste (TMP-1) foi realizado apds a adaptagéo na
esteira, sendo que os ratos que obtiverem desempenho adequado foram selecionados
para iniciar o protocolo de overtraining (HOHL et al., 2009). O TMP-2 foi realizado apos
a F1, o TMP-3 apés a F2, o TMP-4 apo6s a F3, o TMP-5 apos a F4 e, o TMP-6 apds a
primeira semana da F5 e o TMP-7 apds a segunda semana da F5 (Tabela 1).

2.4. Quantificagcao do desempenho
Para avaliar o desempenho dos ratos foi utilizado um modelo massa-dependente

(HOHL et al. 2009). Para tanto é utilizado a seguinte equacgao:

D=2Di=2Zm.Vi.Ti = Zmdti = m dt

Onde, D representa o desempenho do rato; Pri € o desempenho do rato em cada fase,
m € a massa corporeo; Vi é a velocidade da fase; Ti € o tempo de corrida da fase; Di € a
distancia da fase; e D é a distancia total percorrida pelo rato durante o teste. Pr é

expressa em quilogramas-metros (kg.m).
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2.5. Delineamento Experimental

Para melhor entendimento do delineamento experimental foi elaborado o
fluxograma do experimento que pode ser visualizado na Fig 2. Cabe mencionar que
ocorreu exclusao de vinte e seis ratos, sendo que dezesseis destes foram aleatoriamente
selecionados para formarem o grupo controle negativo sedentario (SED, n=16), que néo
realizou nenhum exercicio fisico forgcado na esteira. Apés o TMP-1, 49 ratos foram
selecionados (ratos corredores com D entre 70 e 230 kg.m) e distribuidos em dois grupos:
semi-sedentario (SSED, n=16) e treinado (TR, n=33). O grupo SSED foi utilizado para a
distingédo, por meio de modelo matematico, dos grupos FOR e NFOR (item 3.6). Desta
maneira, este grupo realizou condicionamento leve (uma sessdo de treino, duas vezes
por semana a 12 m/min por 10 minutos). O grupo TR realizou o protocolo descrito na
Tabela 1. Finalmente, ap6s o TMP-7, os ratos do grupo TR foram distribuidos em
overreaching funcional (FOR) e ndo funcional (NFOR), de acordo com a avaliagado do
TMP-7 em relacédo aos TMP-2, 3,4, 5 e 6.
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Ratosiniciais  PosAdaptacio - Corredores ~ TMP-1 70 <Pr>230kg.m TMP-1=
(n=100) n=15) (n=49)
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Figura 2. Fluxograma do experimento. Seta: selegdo antes do treinamento;
Linhas com circulo: selecdo apds TMP-1; Linha tracejada: final do
protocolo; Linha pontilhada: ratos submetidos a eutanasia para coleta da
mucosa do ileo e célon. SED, grupo sedentario; SSED, grupo semi-
sedentario; TR, grupo treinado; FOR, overreaching funcional; NFOR,
overreaching nao funcional; P, desempenho (kg.m).
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Testes de Desempenho

Testes de Desempenho

Figura 3. Exemplo do estabelecimento dos grupos FOR e NFOR. A:

representacdo do SSED; B: representagdo do FOR; C: representagdo do

NFOR.
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2.6. Estabelecimento das condicoes overreaching funcional (FOR) e nao funcional
(NFOR)

O declinio do desempenho foi verificado objetivando separar os ratos em FOR e
NFOR. Para tanto, quantificou-se a inclinagéo (a) de uma fungao linear obtida a partir de
regressdo dos quadrados minimos (y=ax + b) dos desempenhos (D) nos testes TMP-2,
3, 4, 5 e 6. O valor da inclinagao critica para a separagao dos grupos foi baseado nos
resultados obtidos para o grupo SSED (Fig 3). Este valor critico para separar os grupos
FOR e NFOR foi o valor da média a do grupo SSED menos 1 DP (desvio-padréo)
(adaptado de HOHL et al., 2009), sendo que o a critico foi - 0,98 kg.m (14,38 + 15,36
kg.m para o grupo SSED). A Fig 4 revela o histograma da distribuicdo dos grupos FOR
e NFOR. Posteriormente, 8 ratos de cada grupo experimental (SED, SSED, FOR e
NFOR) foram anestesiados e submetidos a eutanasia 30 min apés o TMP-7, apos a
obtencdo de amostras sanguineas. O restante dos ratos foi utilizado para realizagao de

outros estudos do nosso grupo de pesquisa.
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Figura 4. Histograma de distribuicdo dos grupos; Overreaching
nao funcional (NFOR, n=14) e Overreaching funcional (FOR,
n=19). Seta: Indica o a critico de -0,98 kg.m utilizado para

classificagado dos grupos experimentais.

2.7. Coleta do ileo e colon

Apos o TMP-7, os ratos foram submetidos a eutanasia por meio de uma
associagao anestésica contendo cetamina (Centamin® 10%, Syntec, Barueri, SP, Brasil)
cloridrato de xilazina (Xilazin® 2%, Syntec, Barueri, SP, Brasil) e acepromazina
(Apromazin® 1%, Syntec, Barueri, SP, Brasil) nas doses de 5,56, 0,55 e 0,11 mg/kg,
respecivamente para a coleta de sangue e dos tecidos. Para tanto, o abdémen foi aberto
por laparotomia mediana. O ileo foi definido como o segmento de 10-15 cm proximal a
valvula ileo-cecal, enquanto o colon, o segmento entre os 3-5 cm posteriores a valvula
(Markov et al.,, 2010). Esses segmentos intestinais foram isolados, seccionados,
coletados, lavados em tampé&o fosfato salino (PBS; pH 7,2) gelado para a remogao do
muco e do conteudo fecal, e abertos longitudinalmente em placa de petri sob gelo. A
mucosa de cada orgao foi removida pela raspagem da superficie com auxilio de lamina

de microscopia (Han et al., 2004). As amostras foram imediatamente congeladas em gelo
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seco e armazenadas a -70°C. Neste momento foram coletados o ileo e o colon dos ratos
de todos os grupos (SED, SSED, FOR e NFOR) para posterior analises histologicas e
quantificacao de citocinas.

2.8. Quantificagao de citocinas

A técnica utilizada para as dosagens de citocinas no homogenato da mucosa do
ileo e do colon foi de ensaio imunoenzimatico (ELISA). As placas de 96 pogos (Maxisorp,
NUNC) foram sensibilizadas com 50 pyL/po¢o de anticorpo de captura especifico para
cada citocina [anti-IFN-y (2 pg/mL), anti-TNF-a (4 pg/mL), anti-IL-10 (4 pg/mL), anti-IL-18
(0,8 pg/mL), anti-IL-6 (4 pg/mL)], (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), diluidos em
PBS e incubadas a 4°C por 18-22 h. As foram lavadas com PBS/ Tween-20 (0,05%) e as
ligagdes inespecificas foram bloqueadas com 100 uL/pogo de PBS contendo 1% de soro
albumina bovina (Sigma) por 2 h a temperatura ambiente. As amostras e a curva padréo
da proteina recombinante de cada citocina (50 yL) foram adicionadas a placa e incubadas
por 16-24 h a 4°C. Apss este periodo, as placas foram lavadas novamente, 50 pyL do
anticorpo biotinilado (nas concentragdes de IFN-y = 150 ng/mL, TNF-a = 225 ng/mL, IL-
10 = 300 ng/mL, IL-1B8 = 350 ng/mL, IL-6 = 400 ng/mL,) foram adicionados e incubados
por 1-2 h a temperatura ambiente. O excesso de anticorpo nao-ligado foi removido por
nova lavagem e, posteriormente, o conjugado avidina-peroxidase (1:5000) acrescido a
cada pogo por 30 min. As placas foram lavadas e, a seguir, 50 yL do substrato TMB
(tetrametilbenzidina; BD) misturado em partes iguais com solugdo de peroxido de
hidrogénio, adicionado a cada pogo. A reacgao foi interrompida pela adi¢do de 50 uL de
acido sulfurico (H2S04) 2N e a absorbéancia determinada em comprimento de onda de
450 nm (ELISA Plate Scanner; Molecular Devices Corporation). Os resultados foram

expressos em pg (de cada citocina)/mL.
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2.9. Analise Histologica

Amostras do ileo e do colon foram fixados em paraformaldeido 4%. Em seguida
foram submetidos a série de sessbes de desidratacdo crescentes e posteriormente
emblocados em parafina. Apds este procedimento as amostras foram seccionadas. Os
cortes histolégicos foram corados por hematoxilina-eosina. A histologia da mucosa
intestinal foi avaliada conforme scores determinados em estudos anteriores (Lobo et al.,
2003; Costantini et al., 2010).

2.10. Analises Estatisticas

A analise estatistica foi realizada no programa Sigma Plot 12.0. Para comparagéao
dos desempenhos (P) dos animais intragrupo utilizamos ANOVA para medidas repetidas
no tempo. Valores de P< 0,05 foram considerados significativos. Os resultados foram
apresentados como médias * erro padrao da média (EPM). A comparagdo de apenas
uma variavel de trés ou mais grupos foi analisada pelo teste de analise de varidncia de

via unica (one-way ANOVA) e as diferencgas obtidas pelo pos-teste de Tukey.

3. Resultados

A partir das trés semanas adaptativas, noés obtivemos percentual de ratos
corredores de 75%. Para a confirmacgao das condicbes FOR e NFOR em ratos, utilizamos
o desempenho (D), obtido a partir de TMPs, sendo que a Tabela 2 revela a comparagéo
intra e entre grupos SSED, FOR e NFOR. Houve aumento de desempenho para o grupo
SSED a partir do TMP-5 (P <0.001). Os grupos FOR e NFOR aumentaram a sua aptidao
fisica a partir do TMP-2 (P < 0.001). NFOR teve reduc¢ao de desempenho no TMP-7 (P =
0.001). De maneira geral, apds a selegéo dos oitos ratos de cada grupo, para o presente
estudo, houve a mesma tendéncia. Nos aplicamos a fungéo quadraticay = ax? + bx + ¢ -
(onde y = desempenho, kg m e x = TMPs) para verificar o padrdo matematico da curva
de desempenho vs TMPs (Fig 5).



Tabela 2. Desempenhos dos grupos experimentais.

Desempenho kg.m (D)

TMP SSED (n=16) FOR (n=19) NFOR (n=14)
1 135.5+9.6°2 129.5+56°2 131.5+9542
2 190.2 £ 12.2°b 303.8+13.8™ 294.3 +18.9
3 185.9+11.9°b 391.3+27.37™ 4559 + 32.72
4 193.6 +13.9° 456.6 + 30.1 397.2+35.7°P
5 218.6 +24.3°© 554.8 +42.172 348.3+50.6™®
6 248.1+17.8°° 568.7 + 37.17@ 449.0 +41.0™
7 230.5+16.9 ™ 559.7 + 53.0@ 292.2 +36.4

SSED = grupo controle; FOR = grupo overreaching funcional; NFOR = grupo
Nonfuncional overreaching ndo funcional.

* Indica aumento de desempenho ao longo do periodo experimental (P < 0.05).
« |ndica redugao de desempenho em relagdo ao TMP-6 (P < 0.05).
Letras diferentes nas linhas indicam diferenga entre os grupos (P < 0.05)

D (kg m)

600
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400 -
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200 -

SSED (n=8)
FOR (n=8)
NFOR (n=8)

100
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Testes maximo de performance

Figura 5. Desempenhos dos ratos durante o periodo
experimental. Observar as linhas de tendéncias quadraticas
SSED: Y= -1,194x2 + 22,08x + 130,04 (r>=0,70); FOR: - 26,04x>
+ 237,22x - 44, 985 (r>=0,75); NFOR: Y= -11,17x? + 157,42x -
4,4506 (r’=0,98). SSED = grupo controle; FOR = grupo
Overreaching funcional; NFOR = grupo ndo funcional
overreaching.
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Os resultados das citocinas pré-inflamatérias TNFa, IL-6, IL-1B e IFN-¥ e anti-
inflamatoria IL-10, tanto do ileo como do colon estdo apresentados nas Figs 6 e 7,
respectivamente. Com relacédo ao ileo, houve redugcdo de TNF-a, IL-1B, IFN-y e IL-10
para o grupo NFOR, quando comparado ao grupo sedentario. IL-10 foi menor para o
grupo FOR quando comparado ao grupo sedentario. Nao houve alteragdo nas citocinas

colénicas.
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Figura 6. TNF-q, IL-13, IFN-y e IL-10 ileal de ratos submetidos a indugéo das
condigdes FOR e NFOR * Indica redugéo do grupo NFOR em relagdo ao grupo
sedentario. # Indica redugcédo do grupo FOR em relagdo ao grupo sedentario,
pelo. teste Tukey (P< 0.05).
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A partir da analise das aberturas das Tight Junctions e Jun¢des Aderentes

do ileo e célon através de Microscopia Eletrénica de Transmissao, foi constatado

que nao houve diferencas significativas entre os grupos (Fig 8).
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4. Discussao

Os principais achados da presente pesquisa foram relacionados ao ileo, reducéo
de TNF-q, IL-13, IFN-y e IL-10 para o grupo NFOR e diminui¢ao da IL-10 para o grupo
FOR. A sindrome de overtraining se desenvolve em consequéncia de cargas excessivas
de treinamento somada a prescricdes inapropriadas do periodo de recuperagao,
promovendo estagnag¢ao/redugédo no desempenho e fadiga. O overreaching nao funcional
(NFOR) é estado semelhante relacionado a SOT, que se difere em relagao ao tempo de
permanéncia dos sinais e sintomas bem como na recuperacgéo (Cadegiani e Kater, 2017).
Os ratos Wistar foram submetidos a um protocolo, com avaliagdo do desempenho
longitudinal de ratos, para indugéo de overtraining determinado previamente (Hohl et al.,
2009). Foi avaliado citocinas da mucosa ilea e colénica nas condi¢ées FOR e NFOR.

Vale ressaltar que a fisiopatologia das condigdes FOR e NFOR ainda nao foi
totalmente compreendida, tanto pela sociedade cientifica quanto pelas equipes
multidisciplinares que acompanham os atletas de alto rendimento, o que torna o
diagndstico preciso extremamente complexo (Cadegiani e Kater, 2017). A unica variavel
bem estabelecida na literatura que esta relacionada com as condigdes NFOR/SOT ¢é a
reducdo da aptidao fisica (Meeusen et al., 2013), considerada como “padrao ouro” para
realizagédo de diagnostico.

Com relacéo aos testes de desempenho maximos realizados durante o treino aqui
aplicado, a dinamica dos desempenhos obtidos para FOR e NFOR indicou, que numa
populacéo de roedores, alguns individuos responderam satisfatoriamente ao incremento
de intensidade, frequéncia e volume do treinamento, enquanto outros sofreram reducao

da aptidao aerdbia. A reducao persistente da performance observada na condicdo NFOR
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foi notdria, sendo que os valores de desempenho nao retornaram aos anteriormente
atingidos nos TMP-3, 4, 5 e 6. Este achado corroborou os resultados encontrados em
estudos previamente realizados em ratos e camundongos (Hohl et al., 2009; Pereira et
al. 2012), que revelaram redugéo persistente do desempenho no grupo NFOR.

Estudos prévios propuseram a “hipétese das citocinas para condicdo de
overtraining” (Teoria de Smith), sendo que os autores que elaboraram tal hipotese
afirmaram que volume e intensidade elevados de treinamento com periodos de
recuperacéo insuficientes podem produzir traumas musculares e articulares (Smith, 2004;
Smith, 2000; Rocha et al., 2019). Assim, mondcitos sdo ativados por quantidade
significativa de citocinas pro-inflamatoérias tais como IL-1B, IL-6, TNF-a, induzindo
condigao inflamatdria sistémica ou local (Rocha et al., 2018). Interessante, a presente
investigac&o evidenciou reducdo no ileo de citocinas tanto anti como pro-inflamatéria nos

grupos FOR e NFOR.

5. Conclusao
Como conclusao, no caso especifico da mucosa do ileo e colon dos ratos utilizados

aqui, os achados n&o suportaram a teoria proposta por “Smith”.
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CAPITULO 3 -MICROBIOTA CECAL DIFERENCIOU RATOS WISTAR APOS TESTE
DE EXERCICIO MAXIMO E SUBMETIDOS A TREINAMENTO PARA INDUGAO DE
OVERREACHING/OVERTRAINING

Introducgao

O TGI dos mamiferos € colonizado por trilhdes de bactérias numa relacéo coletiva
complexa, comumente referida como microbiota intestinal (Ml), sendo que diversos
fatores relacionados ao hospedeiro ou associados ao meio externo podem afetar a
composig¢ao desta comunidade. Trata-se de ecossistema dinamico que possui relagéo
simbidtica, também classificada como eubiose, com a homeostase do hospedeiro. Ao
contrario, desequilibrios na composicdo da comunidade bacteriana intestinal, condigao
geralmente referida como disbiose, estdo associados com respostas desfavoraveis do
hospedeiro como estados patologicos relevantes. Exemplificando, disbiose da Ml em
individuos da espécie humana esta associada ao amplo conjunto de enfermidades,
incluindo diarreia’, diabetes?, céncer colorretal®, doenca inflamatoria intestinal* e
obesidade®.

Estudos recentes com animais ou atletas relataram que o exercicio agudo ou
cronico pode modificar esse comensalismo, modificando a composigao e a fungao da Mi,
sendo que alguns resultados mostraram evidéncias cientificas sobre existéncia de
interagéo reciproca entre a musculatura esquelética e a comunidade microbiana®. Além
disso, revisao da literatura recente mencionou que a populacao bacteriana intestinal pode

ser modulada pelo estimulo estressante induzido pelo exercicio, mediado pelo eixo MI-
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intestino-encéfalo. O tronco encefalico pode receber sinalizacdes a partir de alteracdes
homeostaticas da Ml induzidas pelo exercicio ou treinamento que podem modular o eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal, bem como o tdbnus simpatico e parassimpatico do sistema
nervoso autdbnomo’.

A literatura recente sobre o tema mostra que essa relacédo tem se tornado foco de
interesse convergente entre diversas areas multidisciplinares da medicina esportiva. Na
espécie equina, uma Uunica sessdo de exercicio maximo, realizado proximo da
intensidade de esforgo relacionada a frequéncia cardiaca maxima, em esteira, assim
como o condicionamento aerdbio com 42 dias de duragao, cuja intensidade foi prescrita
com base no limiar de lactato, foram suficientes para modificar a comunidade microbiana
intestinal de potras em estagio incipiente de treinamento?.

Ademais, estudo com jogadores profissionais de rugby, altamente condicionados,
detectou que o nivel de condicionamento fisico & fator importante na regulagcédo da M,
sendo que atletas de elite desta modalidade apresentaram diversidade da MI mais
elevada, quando comparado a individuos saudaveis com nivel de atividade fisica entre
moderada, ou até mesmo relativamente sedentarios®.

Ainda sobre este tema, importante ressaltar que a a e [ diversidades sao
importantes para manutengdo da estabilidade da MI, bem como utilizadas como
biomarcador de salude do hospedeiro®. Em ratos, higidos, obesos ou hipertensos, o
treinamento em esteira, numa intensidade correspondente a maxima fase estavel de
lactato, 5 vezes por semana, durante 4 semanas, induziu alteracdes na composi¢cao € na
diversidade da MI. A atividade fisica elevou a abundancia relativa no nivel género,

especialmente de Lactobacillus'®. Recentemente, estudo prospectivo demonstrou que
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atletas da espécie humana higidos que praticaram corrida de remo transatlantica,
caracterizando exercicio de ultra-resisténcia, demonstraram elevacédo da a diversidade
da MI™.

Outros microrganismos foram proeminentes na M| de animais de laboratorio
submetidos a sessdes de exercicio. Exemplificando, ratos Wistar submetidos a exercicio
voluntario na roda de atividade, durante 5 semanas, apresentaram alteragao benéfica na
composig¢ao da microbiota cecal provocada pela elevagao de bactérias produtoras de n-
butirato do género Lactobacillus, acido graxo de cadeia curta, que pode atuar, mais
distalmente, por meio da sua atividade anti-inflamatdéria, bem como por ser considerado
substrato energético preferencial para células epiteliais da mucosa do célon'2. Este ultimo
estudo também detectou presenga no conteudo cecal de ratos de outros microrganismos
tais como, Ruminococcus hydrogenotroplicus e Clostridium sp. Ademais, o exercicio
voluntario atenuou efeitos deletérios na Ml cecal de camundongos, previamente
submetidos a administragdo de bifenilos policlorados (da sigla em inglés, PCBs), agente
toxicante que prejudica a funcdo intestinal. Quando comparado ao grupo sedentario, que
também recebeu dose de PCBs, os ratos exercitados apresentaram diversidade
microbiana maior, especialmente pela maior abundéncia relativa de bactérias da ordem
Lactobacillales, micoorganismos benéficos para manutengao da higidez e fungdo imune
da mucosa col6nica®s.

Pesquisadores propuseram que a diversidade da MI pode ser empregada como
indicador de saude do hospedeiro, notadamente no que diz respeito a elevagéo de
indices de a e B diversidade, tais como o indice de Shannon, Chao 1 e Simpson’:%'4,

Recentemente, camundongos livres de germes (Germfree) foram transplantados com
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fezes de individuos da espécie humana com baixo ou elevado indice de massa corporal
(IMC). A despeito da auséncia de diferenca estatistica na maioria dos indices
relacionados tanto com alfa como beta diversidade entre os grupos experimentais, o
género Prevotella foi encontrado numa maior proporgao, tanto nos individuos doadores
com menor IMC como nos camundongos que receberam conteudo fecal destes
individuos. Interessante, estes mesmos camundongos revelaram incremento da forca
muscular medido por meio do teste de forga de preensao®.

A partir do cenario anteriormente mencionado, ndo ha duvida que existe interesse
académico sobre a triade treinamento-aptidao fisica-MI. Na tentativa de melhorar a
aptidao fisica dos atletas, incrementos na intensidade e volume de treino s&o
costumeiramente prescritos por treinadores. Assim, quando ocorre intensificagao
continua do treinamento associada a prescricao incorreta da recuperacao, os atletas
podem evoluir para um estado extremo de overreaching ndo funcional (NFOR), também
conhecido como a classica condigdo, sindrome do overtraining (SOT)'S. Esta condigdo
clinica promove estagnacdo ou redugao no desempenho, estado que pode perdurar
semanas ou meses, mesmo associado a periodos de recuperacgao’®. Esta manifestagao
clinica pode possuir etiologia multifatorial, podendo provocar alteragbes enddcrinas,
fisiolégicas e comportamentais, especialmente redu¢cdo do desempenho de atletas de
alto nivel, que estdo no “limite fisioldgico e psiquico”"’. Tendo em vista o conflito de
conceito e nomenclatura observados na vasta literatura sobre a SOT, para realizagdo do
presente estudo seguimos posicionamento da Joint Consensus Statement of the

European College of Sport Science and the American College of Sports Medicine'®.
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Alternativamente, quando o equilibrio entre a elevagao da intensidade do treino e
o periodo de recuperagao for insuficiente, pode ocorrer, no curto prazo, condigédo
conhecida como overreaching funcional (FOR)'™. Interessante, esta condigdo pode ser
incluida no planejamento do programa de treinamento, sendo considerada estratégia de
condicionamento, pois promove redugdo, que pode ser reversivel, da aptidao fisica,
notadamente quando sio prescritos subsequentemente periodos de recuperacdo, em
dias ou semanas. Este efeito é conhecido como supercompensacgio’®, ou seja, passado
o periodo de recuperagao ocorre aumento da aptidao fisica do atleta, quando comparado
aos niveis anteriores.

A SOT pode ser estudada em modelos experimentais com roedores, ja que estes
permitem analises de amostras da Ml que podem contribuir com a elucidagdo de
mecanismos envolvidos na dindmica da biodiversidade bacteriana cecal®. Até onde
nosso conhecimento atinge, parece n&o haver estudos experimentais com roedores que
investigaram o efeito de um protocolo de treino, com potencial para induzir as condi¢des
FOR ou NFOR/SOT, sobre a microbiota cecal. Deste modo, a hipotese desta pesquisa €
que a condicdo NFOR/SOT induz reducédo da diversidade, no que tange a riqueza e
uniformidade, da comunidade bacteriana cecal, além de provocar modificacbes na
taxonomia da microbiota do conteudo cecal de ratos. Assim, o presente estudo objetivou
aplicar em ratos Wistar um protocolo de treino do tipo endurance para provocar as
condigdes NFOR/SOT ou FOR diagnosticada por meio da analise longitudinal do
desempenho e examinar possiveis efeitos agudos destes estados sobre a microbiota

cecal de ratos Wistar.
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2. Material e métodos

2.1 Localizagao

O experimento foi realizado a partir da interacdo académica de dois laboratérios.
O manejo, testes de esforco maximos e prescricdo do protocolo de condicionamento
fisico para inducao das condicbes FOR ou NFOR/SOT foram realizados no Laboratério
de Farmacologia e Fisiologia do Exercicio Equino (LAFEQ). A extragcdo de DNA, o
sequenciamento, da mesma maneira que as analises de bioinformaica foram realizadas
no Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas (LBMP), ambos localizados
na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho (Unesp), Campus de Jaboticabal/SP. Os procedimentos
experimentais realizados foram avaliados e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso

de Animais (CEUA — FCAV) de acordo com o protocolo n® 23593/15.

2.2 Animais e periodo de adaptagcao

Inicialmente utilizaram-se 100 ratos (Rattus norvegicus Sprague-Dawley, linhagem
Wistar) machos, jovens, massa corporea (MC) entre 150 e 200 g, obtidos do Biotério
Central da UNESP - Botucatu e mantidos no Biotério do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal, UNESP - Jaboticabal. Somente a equipe de pesquisadores manipulou
0s animais sob condi¢des controladas laboratoriais, que estava equipado com ventilagao
adequada. Os ratos foram mantidos numa temperatura ambiente média de 23°C, num

biotério de manutengao com ciclo de claro-escuro invertido 12:12 h (luz das 18:00 - 6:00
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h). Ragdo comercial (Labina Presence Ratos e Camundongos®), para roedores e agua

foram fornecidos "ad libitum".

2.3 Treinamento de resisténcia para indugao do overtraining

A Tabela 1 e a Fig. 1 revelam as etapas do protocolo de indugéo de overtraining,
sendo que este foi adaptado de estudo previamente publicado?' Cabe informar que para
o presente estudo algumas etapas adicionais foram incluidas, tais como periodo de
habituacdo durante 3 semanas nas quais os ratos foram expostos a esteira desligada
(AVS - Sao Carlos/SP - Brasil), 1 vez por dia, pelo periodo de 10 min. Ato continuo foi
realizado periodo adaptativo, com a esteira ligada, por 3 semanas numa velocidade
média de 12 m.min"' durante 10 min. Ademais, houve adi¢do de 1 semana no protocolo
de indugdo de overtraining. Ao final desta etapa foram excluidos 25 ratos que nao
andaram voluntariamente na esteira. Apos o periodo adaptativo, os ratos foram
submetidos ao protocolo de indugéo do overtraining por 12 semanas, distribuidas em 5
fases (F1-F5). A prescricéo de treino foi de 5 dias consecutivos de sessdes de exercicio,
com 2 dias subsequentes de repouso para recuperagao. As sessdes de treino ocorreram
no ciclo escuro, correspondente ao periodo de atividade dos ratos. A F1 foi composta por
4 semanas, onde realizou-se incremento tanto na velocidade como na duracio de cada
sessdo, com objetivo de aumentar a adaptagao a esteira e a aptidao fisica dos ratos. Na
F2, a velocidade e a duracdo alcancadas ao final da F1 foram mantidas por mais 4
semanas. Nas 4 ultimas semanas subsequentes (F3, F4 e F5), a frequéncia de sessbdes

diarias foi aumentada para 2, 3 e 4 vezes e o periodo de recuperacdo entre estas foi
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restringido a 4, 3 e 2 horas. O propdsito destas fases foi promover desequilibrio no ciclo

treino-recuperacao.

Tabela. 1. Protocolo de treino para indugédo do overtraining.

Etapas

Semana

Horario

Velocidade Time Frequéncia Recuperagao

(mmin') (min) diaria (h)

13 13:00-14:00 0 10 1x 24

Habituagio 2 13:00-14:00 0 10 1x 24
32 13:00-14:00 0 10 1x 24

E 13:00-17:00 12 10 1x 24

Adaptacio 22 13:00-17:00 12 10 1x 24
32 13:00-17:00 12 10 1x 24

E 13:00-17:00 15 20 1x 24

Fase 1 (P1) 2 13:00-17:00 20 30 1x 24
32 13:00-17:00 23 45 1x 24

42 13:00-17:00 25 60 1x 24

52 13:00-17:00 25 60 1x 24

6° 13:00-17:00 25 60 1x 24

Fase2(P2)  7a 13:00-17:00 25 60 1x 24
82 13:00-17:00 25 60 1x 24

Fase 3 (P3) 92 6:00-18:00 25 60 2x 4
Fase 4 (P4) 107 6:00-18:00 25 60 3x 3
112 6:00-18:00 25 60 4x 2

Fase5(PS)  45a 6:00-18:00 25 60 4x 2
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2.4 Teste maximo de performance (TMP)

Para avaliagédo da aptidao fisica dos ratos ao longo do protocolo de indugao foram
aplicados sete TMPs (Hohl et al., 2009). Os testes foram realizados 60 h apds a ultima
sessdo de treino semanal, sendo que os ratos retornaram as suas atividades apoés
guarenta e oito horas de repouso. Os TMPs iniciaram sempre numa velocidade de 12 m
min-', a qual foi aumentada 1 m min-' a cada 2 min, até que a velocidade de 20 m min-"
fosse atingida. Ato continuo, incrementou-se a velocidade para 2 m min' a cada 3 min®.
Este acréscimo foi mantido até que os ratos atingissem a exaustéo, caracterizada quando
tocassem a porcéao traseira da esteira cinco vezes no periodo de 1 min. Os TPs foram
realizados no inicio do experimento (TMP-1) e apés a 4° (TMP-2), 8° (TMP-3), 9° (TMP-
4),10° (TMP- 703 5), 11° (TMP-6) e 12 ° (TMP-7) semana de treinamento. Todos os
ratos foram pesados imediatamente antes aos TMPs, sendo que a massas corporeas

foram utilizadas para o calculo do desempenho.

2.5 Determinacao do desempenho

O desempenho de cada rato foi utilizado para posterior classificagcdo destes em
FOR ou NFOR. Assim, para quantificacdo do desempenho de cada individuo aplicou-se
modelo massa-dependente?! Tal procedimento considera todas as forgas relativas a
massa corporea e velocidades proporcionais a intensidade de esforgo (velocidade de
corrida), atingida pelo rato em cada etapa do TMP. Desta maneira, a poténcia mecanica
torna-se proporcional a massa do rato vs. velocidade percorrida em cada etapa?' O
desempenho foi expresso em quilogramas-metros (kg.m), como exemplificado na

seguinte equacao:
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D=2Di=2Zm.Vi.Ti= Zmdti = m dt

Onde: D= desempenho do rato; Di= desempenho do rato em cada etapa do teste
de desempenho; m= massa corporea; Vi= velocidade da fase; Ti= duragao de corrida da
fase; dti= distancia percorrida na fase; dt= distancia total percorrida pelo rato durante o
teste.

Também foi quantificada a velocidade maxima (Vmax) atingida nos TMP, variavel

qgue representa adaptagcao metabdlica anaerdbia em resposta ao condicionamento fisico.

2.6 Grupos experimentais

Os ratos que obtiveram desempenho ente 70 e 230 kg m (n=49) no TMP-1
foram selecionados para o experimento. Eles foram mantidos numa densidade
populacional de 4 a 5 ratos/caixa (414 x 344 x 174 mm) de polipropileno para
manutengido de roedores (Bonther growing®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Destes
animais, dezesseis foram aleatoriamente selecionados para compor o grupo semi-
sedentario (SSED, n=16), que realizou condicionamento moderado, composto por
uma sessao por dia, duas vezes por semana numa intensidade de 12 m.min'. O
restante dos ratos compds o grupo treinado (TR, n=33), sendo submetidos ao
treinamento de resisténcia para inducao do overtraining. Os valores obtidos no TMP-
7 (Fig. 2) foram utilizados para distingao do grupo TR em ratos FOR ou NFOR/SOT.
Para tanto, quantificou-se o grau de inclinagéo (a) obtido por meio de fungdo linear

(y = ax + b), elaborada a partir dos resultados dos desempenhos obtidos nos testes
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TMP-2, TMP-3, TMP-4, TMP-5, TMP-6 e TMP-7. O valor para separagdo em FOR
ou NFOR/SOT foi baseado nos valores de a obtidos no grupo SSED (14,38 + 15,36
kg m). Portanto, o a critico para distingdo foi estabelecido a partir do valor médio dos
individuos do grupo SSED menos 1 DP?', onde obteve-se a critico de - 0,98 kg m. Como
observado na Figura 2, os ratos com a < -0,98 kg m foram classificados como
NFOR/SOT (n=14) e os ratos com a > -0,98 kg m como FOR (n=19).

Ato continuo, os ratos de cada grupo foram submetidos a eutanasia logo apo6s o
TMP-7, para obtengdo das amostras do conteudo cecal de cada animal. A seguir, as
amostras foram acondicionadas em criotubos e armazenadas em frezeer - 80°C. Para
tanto, aproximadamente duas horas ap6és o TMP-7, os ratos foram anestesiados via
intraperitoneal, com associagdo anestésica que continha cetamina (Centamin® 10%,
Syntec, Barueri, SP, Brasil), xilazina (Xilazin® 2%, Syntec, Barueri, SP, Brasil) e
acepromazina (Apromazin® 1%, Syntec, Barueri, SP, Brasil) nas doses de 5.56, 0.55 e
0.11mg kg™, respectivamente??. Importante informar que, para o presente estudo, foram
utilizados apenas oito ratos de cada condicdo experimental, sendo que o restante foi

utilizado para compor outros estudos do nosso grupo de pesquisa.
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2.7. Extracao do DNA e sequenciamento da regiao V4-V5 do gene 16S rRNA pelo
lllumina

O conteudo cecal foi obtido 60 min apds o TMP-7, sendo que o DNA microbiano
foi extraido por meio da utilizagdo do kit FastDNA SPIN for soil (Mpbio®). A
quantificacdo e a qualidade do DNA foram determinadas por meio de espectofotometria
(NanoDrop®, Thermo Fisher Scientific). Por conseguinte, a integridade do material
genético foi definida em gel de agarose 1%, sendo uma aliquota de 5uL da solugéo de
DNA metagenémico, com 3uL de tampdo de carregamento (0,025% de azul de
bromofenol [p:v] e 50% de glicerol [v:v]) submetida a eletroforese horizontal com tamp&o
TBE 1X (Tris 89 mM, acido borico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3) corado por sybr gold
(0,5 pg/mL) (Invitrogen®), em torno de 2 h, numa voltagem constante de 80 V. As
concentragdes finais de DNA foram diluidas para 20 ng/uL. A qualidade do material
genético extraido foi avaliada em espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo 800
Scientific) nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm, sendo a relagdo 260/280
utilizada para estimar a pureza do DNA. E a concentracdo de DNA desse material foi feita
no aparelho Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies) com o kit Qubit™ DNA BR Assay
Kit (Invitrogen®), seguindo-se as recomendagdes do fabricante.

A amplificacdo das regides V4-V5 do gene 16S rRNA foi realizada apds o
processo de extragcdo, por meio da reagcdo em cadeia de polimerase (PCR) a 95°C por
trés minutos, seguido por 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 90 segundos e
72°C por 45 segundos, e extensdo final a 72°C por cinco minutos, utilizando

os oligonucleotideos iniciadores: 515F (5-GTGCCAGCMGCCGGCCTAA-3’') e 926R (5'-
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GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3)?. As reagoes de PCR e a integridade dos
fragmentos amplificados foram feitas de acordo com Fernandes et al. (2018)%*.

Os produtos de PCR foram purificados com o kit Zymoclean™ Gel DNA
Recovery w/ Zymo-Spin™ IC Columns (Zymo Research, Irvine, CA) de acordo com as
especificagbes do fabricante. Em seguida, foi realizada a quantificacdo das
amostras/bibliotecas utilizando o KAPA Library Quantification Kit lllumina® por PCR
quantitativa seguindo as recomendagdes do fabricante. As bibliotecas purificadas e
quantificadas foram misturadas de maneira equimolar e sequenciadas (2x250pb) com o
MiSeq® Reagent Kit v2 (500 ciclos) de acordo com as especificagbes do fabricante,
utilizando-se a plataforma lllumina. As sequéncias foram analisadas utilizando o
programa Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME) versdo 1.9.1%3, sendo que
sequéncias com tamanho menor que 150-200pb e quimeras detectadas foram
eliminadas. Para alinhamento das sequéncias de alta qualidade e, consequentemente,
obtencdo da designacdo taxonémica e a abundancia relativa dos diferentes grupos
bacterianos, utilizou-se Ribossomal Database Project (RDP-11)?® como banco de dados.
Os alinhamentos resultantes foram utilizados na construcdo da matriz de distancia e

para agrupar as sequéncias em Unidades Taxonémicas Operacionais (OTUs).

2.8. Bioinformatica

Os conjuntos de dados avaliados quanto a qualidade utilizando FastQC e
fastx_info do conjunto de ferramentas do pacote USEARCH (v11.0.667)%. Os primers
foram removidos das sequéncias utilizando a ferramenta fastx_truncate e os parametros

de distribuicdo do tamanho das sequéncias e o erro esperado das leituras por biblioteca
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foram obtidos por meio da ferramenta fastq_eestats2 ambos pertecentes ao pacote de
ferramentas do USEARCH (v11.0.667)%. Para analise do microbioma cecal dos ratos,
utilizamos o pipeline Devisive Amplicon Denoising Algorithm - dada2 (v1.14.1)%
(disponivel em https://github.com/benjjneb/dada2) para inferir e quantificar ASVs
(Amplicon Sequence Variants) no R (v3.6.3)%. As leituras brutas foram truncadas nas
posicdes de 220 pb (forward) e 210 pb (reverse); usando a funcgao filterAndTrim com
parametros padrdo (maxN = 0, truncQ = 2 e maxEE = 2), leituras inferiores a do
parametro de truncagem foram descartadas. A taxa de erro por amostra foi estimado
baseado no modelo de erro realizado pela fungéao learnErros em seguida as reads foram
dereplicadas. Por fim as sequéncias forward e reverse foram fundidas com sobreposi¢cao
em 12 bases e sequéncias quimericas foram removidas. A atribuigdo taxénomica dos
ASVs montados foram realizados pelo classificador Naive Baysian (implementado no
DADAZ2) usando o conjunto de treinanemento do banco de dados SILVA versdo 132%°.
As ASVs que apresentavam abundancia menor que 4 reads e que ndo estavam presentes
em pelo menos 15% das amostras foram descartadas das analises e os dados foram
normalizados usando o pacote DESeq2 (v1.26.0)%. Para manipulagéo geral dos dados
e andlises estatistica, utilizamos os pacotes Phyloseq (v1.30.0)*' e Vegan (v2.5.6)% no
R. A analise de espécie indicadora foi realizada pelo pacote labdsv (v2.0.1) por meio da

funcao indival.
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2.9 Analises estatisticas

A analise estatistica para comparagdo do desempenho (D) e da velocidade
maxima (Vmax) dos grupos foi realizada pelo programa Sigma Plot 12.0. Aplicou-se
analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste post hoc de Holm-Sidak
para comparacao das medias. Os indices de a diversidade foram comparados aplicando-
se o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis. As comparagdes pareadas para os indices
de Alfa-diversidade foram relizadas utilizando o pacote ggpubr (v0.2.5) usando a fungao
'stats_compare_means' aplicando teste Wilcoxon, enquanto que para o indice de beta-
diversidade realizamos a analise de permutagcao multivariada (PERMANOVA) usando a
fungao 'adonis' implementado no pacote de analises do Vegan (v2.5.6)%2. A abundancia
diferencial de taxons foi realizada pelo pacote de DESeq23'. Para todas as analises

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

3. Resultados

3.1 Efeito do treinamento

Apods o periodo de treinamento, especificamente apés o TMP-7, foi evidenciado
que os animais do grupo TR se subdividiram em dois sub-grupos com capacidades
fisicas distintas. Assim, para confirmacao das condigcdes FOR e NFOR/SOT utilizamos
o desempenho (D) no grupo TR, obtido a partir dos TMPs, sendo que a Fig. 3 revela a
comparagao dos grupos SSED, FOR e NFOR/SOT. Houve aumento (P < 0.001) do D
para o grupo FOR (559 £ 52 kg m), quando comparado aos outros grupos. Interessante,

o grupo NFOR/SOT obteve desempenho semelhante ao grupo SSED com
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desempenhos correspondentes a 230 + 16 kg m e 292 £+ 36 kg m, respectivamente.
FOR obteve maior Vmax quando comparado aos grupos SSED e NFOR/SOT. A Fig. 4
revela o box plot que compara a variagdo de massa corporea entre os diferentes grupos
no momento do TMP-7. O sub-grupo NFOR mostrou massa corporea menor que SSED

(P =0,020). FOR revelou massa corporea menor que SSED (P= 0,004).
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Figura 3. Desempenho (D) e velocidade maxima (Vmax) atingida pelos ratos
nos testes maximos de performance 2 (TMP-2) e 7 (TMP-7). *Indica aumento
de D e Vmax para o grupo FOR, quando comparado com os grupos SSED e
NFOR/SOT. # Indica que NFOR/SOT foi maior que SSED. £ Indica aumento
de FOR e NFOR/SOT em relagdao a SSED. § Indica tendéncia de aumento
(P=0,058) do desempenho de SSED (TMP-2 vs TMP-7). SSED=grupo semi-
sedentario; FOR=overreaching funcional; NFOR/SOT=overreaching néo-
funcional/sindrome de overtraining.
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3.2 Composigao da microbiota cecal

3.2.1. Métricas

Para comparar a comunidade microbiana do ceco de ratos SSED, FOR e
NFOR/SOT, foi utilizado sequenciamento de nova geragdo direcionado a regides
hipervariaveis V4 dentro dos genes microbianos de 16S rRNAZ. O sequenciamento
lllumina das bibliotecas de amplicons da regidao 16S rRNA V4/V5 gerados a partir de 8
SSED, 8 NFOR/SOT e 8 FOR gerou 676.152 pares de leituras brutas dos quais 537.070

passaram pelas etapas de controle de qualidade.

3.2.2. Taxonomia e diversidade entre SSED, FOR e NFOR/SOT

Identificaram-se caracteristicas distintivas da microbiota cecal aproximadamente
30 min apés o TMP-7, sendo definidas assinaturas taxondémicas nas diferentes
condigdes. Deste modo, o perfil microbiano das condigbes experimentais (grupos SSED;
sub-grupos FOR e NFOR/SOT) permitiu a identificagdo de dez diferentes filos
bacterianos (Fig. 5A). Na comparagcdo com SSED, ratos NFOR/SOT apresentaram
menores quantidades do filo Proteobacteria (Fig. 6A), ao passo que o grupo FOR revelou
maior AR% de Firmicutes (Fig. 6B). N&o houve alterag&o no filo Bacteroidetes (Fig. 6C).
Encontraram-se 21 géneros (Fig. 5B). Os géneros Alistipes e Allobaculum foram
encontrados somente nos grupos SSED e NFOR/SOT, respectivamente. De uma
maneira geral, houve significante AR% de bactérias do género Anaerobiospirillum, em

todos os grupos experimentais. Comparando os grupos experimentais entre si, os ratos
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que compuseram os grupos FOR e NFOR/SOT apresentaram maior AR% de
Bacteroides, Lactobacillus, Ruminococcaceae e Treponema, em relagéo ao grupo SSED.
O género Christensenellaceae foi encontrado somente nos grupos FOR e NFOR/SOT. A
Fig. 7 revela os indices de a-diversidade da microbiota do conteudo cecal dos ratos
submetidos as condi¢bes SSED, FOR e NFOR/SOT. A analise dos grupos experimentais
indicou que o grupo NFOR/SOT, quando comparado ao grupo SSED, mostrou valores
menores (p < 0,05) nos indices Observed (Fig. 7A), ACE (Fig. 7B), Chao1 (Fig. 7C),
Fisher (Fig. 7G) e PD (Fig. 7H). Em relagédo a analise de B-diversidade (Figs 8A e 8B),
os graficos de analise de coordenadas principais (PCoA) bidimensional (Fig. 8A) e
tridimensional (Fig. 8B), obtidos com base na permutagdo multivariada (PERMANOVA),
revelaram a formagao de dois agrupamentos relacionados aos perfis das comunidades
bacterianas das condigcbes SSED, FOR e NFOR/SOT, sendo que num agrupamento

observamos a presencga de ratos do grupo NFOR/SOT.
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4. Discussao

Este estudo examinou efeitos agudos do exercicio maximo em esteira sobre a
microbiota cecal de ratos Wistar machos que realizaram treino prolongado e intenso,
do tipo endurance. O desemepnho dos ratos foi avaliado longitudinalmente para
cacterizacdo das condicdes FOR e NFOR, sendo que estudos cientificos sobre Ml
de animais de laboratérios estdo aumentando nos ultimos anos, fornecendo
conhecimento interdisciplinar sobre este tema. E importante compreender a
dinamica da Ml dos animais de laboratério, tendo em vista que estes rotineiramente

s3do utilizados nos modelos pré-clinicos para estudos de Ml humana?®3.

Aplicou-se aqui protocolo de treinamento padronizado, composto por periodos
de desequilibrio entre sessdes de exercicio e repouso, que foi reproduzido a partir de
estudo previamente publicado?', que induziu a condigdo de NFOR ou overtraining em
ratos Wistar. Essencialmente, esta condigdo foi diagnosticada pela reducao do
desempenho, sendo este estado imputado na literatura como obrigatoriamente
associado com a NFOR/SOT'. Os ratos classificados como FOR revelaram evidente
elevacdo de desempenho. Ademais, nossosresultadosrevelaram que a composicao
da comunidade microbiana cecal dos ratos foi altamente individualizada, sob
condi¢cdes de aptidao aerdbia distintas, no que diz respeito a presenga, auséncia ou

abundéncia dos microrganismos.

Nos ultimos anos, alguns estudos demonstraram que a atividade fisica pode
modular a diversidade e composigdo da Ml de ratos higidos3*, assim como modificar a
comunidade microbiana de ratos obesos ou hipertensos'. Em contrapartida a estes
estudos prévios, que usaram eletroforese em gel com gradiente de temperatura -
PCR-TGGE?, eletroforese em gel com gradiente desnaturante-PCR-DGGE3
e pirosequenciamento Roche 454-A'°, no presente estudo, foi utilizado sequenciamento
de nova geracao (Next Generation Sequence - NGS), metagenémico de amplicon pela
plataforma lllumina MiSeq utilizando a regido génica 16S rRNA V4/V5.

O conceito que niveis regulares e, até mesmo elevados, de exercicio fisico pode

auxiliar na manutencao e equilibrio da MI ganhou impulso recentemente, sendo que
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a a-diversidade bacteriana elevada € consistentemente associada com a saude do
hospedeiro®®. De modo geral, fisiologistas conhecem ha muito tempo que a atividade
fisica regular pode influenciar positivamente os individuos da espécie humana,
especialmente a musculatura esquelética e o sistema cardiovascular. No que
concerne o TGI, a literatura é relativamente paradoxal®®*3”. Do ponto de vista
epidemiologico, existem evidéncias que o exercicio extenuante e prolongado pode
provocar alteragbes maléficas no TGI%®. Em contrapartida, alguns estudos indicaram
que a pratica de exercicio regular pode reduzir a incidéncia de enfermidades
intestinais?®, sendo comum encontrar indicios que a associagdo entre pratica de

exercicio regular e, até mesmo intenso, pode elevar a a diversidade da MI°3.

Neste contexto, cabe destacar que os ratos do grupo SSED fizeram exercicio
somente duas vezes por semana, huma velocidade relativamente moderada de 12 m
min-' sendo que apresentaram indices de diversidade tais como “Observed”, ACE, Chao
1, Fisher e PD maiores em relacdo ao grupo NFOR/SOT. De certa maneira, este
resultado revelou que individuos sob condicdo NFOR/SOT podem ser mais
susceptiveis a enfermidades do TGI, pois riqueza e uniformidade reduzidas sao
fatores que predispbe as doengas gastrintestinais, como a doencga inflamatéria
intestinal em individuos da espécie humana®. Assim, a quantidade de exercicio
realizada pelo grupo NFOR/SOT foi suficiente para provocar efeitos indesejaveis
sobre a diversidade a da microbiota cecal. Esta situagédo nio foi observada nos ratos
do grupo FOR, a despeito de que ndo foi encontrado diferenga entre as duas

condi¢cdes estudadas aqui.

Complementando este raciocinio acima, os resultados da diversidade B, que
determina a distancia filogenética compartilhada entre as amostras, efetivamente
medindo o numero de comunidades distintas numa determinada regi&do, mostraram
distingdo relativa dos individuos. Claramente, notamos a formag¢&o de agrupamento
formado em sua maioria por individuos do grupo NFOR/SOT. Desta maneira
podemos afirmar que houve diferenca entre a composicdo das comunidades
bacterianas, provavelmente devido a presencga de bactérias raras, tendo em vista que
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analise de diversidade [, circunstancialmente, pode diferenciar comunidades

bacterianas por meio da presencga de linhagens de bactérias incomuns®®.

Ao contrario de estudo prévio¢, que examinou a relagéo entre exercicio realizado
na esteira e a microbiota cecal de camundongos C57BL/6J, o presente estudo
revelou que os grupos FOR e NFOR/SOT tiveram redugao da abundancia do filo de
bactérias gram negativas, o Proteobacteria. Este filo atingiu, inesperademente,
abundancia relativa mais elevada na condicdo SSED. Estes resultados sao
contraditérios, tendo em vista que o incremento destas bactérias esta
frequentemente relacionado diretamente com aumento de massa magra em
individuos que perdem peso ou em camundongos obesos suplementados com
prebidticos a base de oligofrutose, existindo o conceito que tanto roedores como
humanos possuem relagao inversa entre ganho de peso e a proporcao deste filo ou
género*. Os ratos que manifestaram a condigdo SSED tiveram massa corpdrea
maior. Este achado pode sugerir que individuos intensamente treinados, como
nas condicdes FOR e NFOR/SOT perdem peso independente da presencga
abundante do filo Proteobacteria, sendo que este resultado poderia ser
considerado possivel adaptacao microbiana ao treinamento intenso e fornece novas

linhas de pesquisa sobre este tema.

Ampliando a abordagem sobre o filo Proteobacteria, autores de importante
revisdo da literatura mencionaram que atletas sob SOT, em decorréncia de ma
adaptacao fisiolégica com decréscimo inexplicado do desempenho, podem
manifestar sinais clinicos condizentes com respostas inflamatorias, local e
sistémica'’. Dentro desta contextualizagdo, chama atencdo a resposta, algo paradoxal,
relacionada com a menor abundancia de Proteobacteria nos ratos que
apresentaram reducdo da aptiddo fisica (NFOR/SOT). Tal contradicdo esta
relacionada com o potencial que as bactérias deste filo tém para liberarem parede
celular Gram-negativa, endotoxina primaria, os lipopolissacarideos, que pode gerar
resposta inflamatoria e endotoxemia. Assim, o aumento induzido de Proteobacterias

pela atividade fisica reduzida poderia favorecer maior susceptibilidade dos ratos
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semi-sedentarios apresentarem risco de enfermidades inflamatorias crénicas*’.

Entretanto, esta condi¢cdo parece nao ter sido apresentada pelos ratos NFOR/SOT.

A abundancia relativa pode ser utilizada para verificar a interacdo entre
microrganismos, bem como encontrar relagdes microbianas essenciais para a
estrutura e estabilidade desta comunidade, deduzindo a influéncia de varias
interacdes com o hospedeiro. Aqui, nés utilizamos a AR% para visualizar o impacto
das condi¢cdes FOR ou NFOR/SOT sobre a interagao da composi¢cdo da comunidade
microbiana presente no ceco de ratos. Esta analise também foi utilizada para estudo
da evolucdo, conforme avanco da idade, da microbiota ruminal de ovelhas que
detectou abundancia de alguns géneros, com destaque para Lactobacillus que
possui papel na redugéo no pH do TGI, impedindo a colonizagédo de bactérias nocivas*?.
Ademais, estudo recente indicou que a suplementacdo por meio de probidticos
constituidos por Lactobacillus pode melhorar o estresse oxidativo e as respostas
inflamatdrias induzidos pelo exercicio prolongado e intenso*. A partir dos achados
obtidos na AR% apresentada aqui, os ratos da condigdo NFOR/SOT quando
comparado aqueles que manifestaram o estado FOR, revelaram abundéncia
levemente maior do género Lactobacillus, sendo que ambos os grupos tiveram maior
abundancia deste género, quando relacionados ao grupo SSED. A presenga deste
género poderia ser considerada resposta adaptativa benéfica de protegcdo da
mucosa cecal, tendo em vista que, recentemente, pesquisadores mencionaram que
a condigao de overtraining pode provocar comprometimento do sistema imunolégico e
da fungéo da barreira intestinal**. A presenca de bactérias do género Lactobacillus no
trato gastrintesinal pode contribuir com a inibicado de patdgenos entéricos por meio da
produgao de acido latico, bacteriocinas e peroxido de hidrogénio®s.

O estudo adundancia relativa revelou outro achado interessante, a presenca
do género Anaerobiospirilum na microbiota cecal dos ratos que treinaram
intensamente, independente da condicdo SSED, FOR ou NFOR/SOT. Trata-se de
bactérias gram-negativas, anaerdbias, descritas em 1976, comumente encontrada

na Ml de caes e gatos higidos e consideradas agente etioldgico envolvido com
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enfermidades gastrintestinais e quadros clinicos de bacteremia, bem como descrito
como causa de infecgdo articular do joelho periprotética num individuo da espécie
humana“®. Cabe ressaltar que, até onde nosso conhecimento atinge, este € o primeiro
estudo que descreve a presenca de Anaerobiospirillum no conteudo cecal de ratos.
Provavelmente, este género foi adquirido pelos animais a partir de aquisigéo
ambiental, condigdo previamente descrita num estudo que verificou a microbiota fecal
ao longo da vida util de ratos de laboratorio saudaveis®®. Recentemente, foi
demosntrado que o género Anaerobiospirillum pode contribuir com o metabolismo de
glicose, assim como auxilando na regulagdo do consumo de energia de

camundongos suplementados com dieta composta por alta concentragdo proteica*’.

5. Conclusao e implicagoes

Em sintese, este estudo fornece a primeira evidéncia que a microbiota cecal
pode ser influenciada pelo treinamento intenso. As condigdes overreaching funcional
(FOR) ou nao funcional (NFOR)/sindrome overtraining podem apresentar diferengas
e semelhangas na composicao e estrutura da Ml apds exercicio intenso. Esta ideia
foi amparada pela diversidade a menor, verificada no grupo NFOR, associada pela
diferenciacdo das condicdes FOR vs NFOR obsevada na diversidade . Estas
modificagdes induzidas pelo exercicio podem ter implicagdes na patogénese de
algumas enfermidades intestinais, bem como na protecdo do TGI. Isto foi
evidenciado pelas diferengas nos taxons bacterianos tal como a menor presenca filo
Proteobacteria na condicdo NFOR. A presencga do género Lactobacillus em ambas as
condigdes pode significar resposta adaptativa protetora do intestino. Importante
ressaltar que ndés temos ciéncia da esséncia descritiva geral e das limitagdes
inerentes deste estudo. Notadamente, esta pesquisa ndo abordou nenhuma
alteragao transcricional ou proteica nas comunidades bacterianas. Ao mesmo tempo,
os resultados apresentados aqui serdo primordiais para desenvolvimento de
hipoteses e futuras interagbes entre a microbiota intestinal de atletas de alto

rendimento.
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CAPITULO - 4 COMPARAGAO DA ABUNDANCIA RELATIVA DA MICROBIOTA
INTESTINAL DE RATOS E EQUINOS SUBMETIDOS A EXERCICIO INTENSO
1. Introdugao

A microbiota intestinal (MI) contém trilhdes de microrganismos compostos por
milhares de espécies diferentes, sendo que um terco da MI é comum a maioria dos
individuos. O restante dos microrganismos € caracteristica individual-especifica, sendo
responsavel pela a variagao genética da Ml entre individuos da mesma espécie (Donati
Zeppa et al., 2019). Ademais esta populagcéo microbiana densa e equilibrada é constituida

essencialmente por bactérias (O'Hara e Shanahan, 2006).

Em geral, a Ml desempenha trés papéis fundamentais no hospedeiro (lkeda-
Ohtsubo et al., 2018): (i) auxilia na digestao da fibra alimentar que, de outra forma, o
hospedeiro ndo seria capaz de digerir e utilizar; (ii) previne a aderéncia de bactérias
patogénicas por meio da competi¢do por nichos ecoldgicos e componentes nutricionais;
(iii) sintetiza alguns compostos tais como como vitaminas, neurotransmissores serotonina

e dopamina, que auxiliam na manutencdo da homeostase.

Em estudos cientificos sobre o trato gastrintestinal (TGI), analise metagenémica
do gene 16S rRNA é amplamente utilizada para obtengdo abrangente e comparativa
acerca da abundancia relativa da MI. Assim, a analise do gene metagenémico 16S rRNA
tem sido usado para estudar a Ml numa significativa variedade de espécies animais
(Kobayashi et al., 2020), mas poucos estudos usaram essa técnica para comparar, de
forma abrangente, a abundancia relativa de bactérias intestinais de diferentes espécies

animais. Por exemplo, estudo recente (O’ Donnell et al., 2017) utilizou o gene 16S rRNA
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por meio de analise de pirosequenciamento de metagenoma para comparar Ml de
animais herbivoros. Recentemente, conduziram comparacao entre a Ml de humanos e
modelos animais, como ratos, camundongos e macacos (Nagpal et al. 2018). Embora os
achados deste ultimo estudo tenham revelado que a composicao da MI foi espécie-
especifica, o estudo n&o incluiu herbivoros, principalmente com ceco funcional,

caracteristica da espécie equina.

Alguns estudos verificaram o efeito de estimulos extrinsecos sobre a MI. A
literatura mostra que o equilibrio dindmico da MI pode ser alterada por enfermidades
gastrintestinais (Costa et al., 2012), modificacdes na dieta e exercicio fisico (Clarke et al.,
2015; Almeida et al.,, 2016). O exercicio é estimulo que altera transitoriamente a
homeostase, tendo em vista que uma unica sessdo de esforco pode promover
modificacdes reversiveis em variaveis fisiolégicas. Estas mudangas podem ser
diagnosticadas por meio da quantificagdo de variaveis laboratoriais. Dependendo do tipo
de esforgo, que é distinguido, tanto pela duragao, frequencia e intensidade do exercicio,
tais modificacbes sao frequentemente detectadas por meio da dindmica de variaveis
fisiologicas (Ferraz et al.,, 2010; Restan et al., 2020). Exemplificando, num teste de
esforgco na esteira, caracterizado pelo aumento progressivo da intensidade de esforgo, é
comum observar aumento da taxa glicolitica e hidrélise do ATP, durante a contragéo da

fibra muscular esquelética, com indugdo de acidose metabolica (Robergs et al., 2001).

Alguns estudos recentes que empregaram técnicas de sequenciamento genético
relataram que o exercicio pode alterar a Ml em animais de laboratorio. Tal fato modifica

a estrutura e a diversidade da Ml de camundongos (Allen et al., 2015). Outro estudo
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identificou que a variacédo de esforgo fisico produziu alteracdes na microbiota cecal de
camundongos normais e diabéticos (Lambert et al., 2015). No presente estudo,
objetivamos acumular conhecimento a respeito da singularidade ou semelhanga da
abundancia relativa (AR%) de bactérias da Ml entre espécies de animais monogastricos

com habito alimentar distinto e submetidos ao exercicio intenso.
2. Material e métodos
2.1 Animais

Equinos

Doze equinos da raga Mangalarga Marchador (MM), com 3 anos de idade, peso
corporal médio de 330 + 30 kg e em estagio incipiente de condicionamento fisico foram
submetidas a um periodo de adaptagado que durou 34 dias. Esse periodo consistiu na
realizagdo de doma e cabresteamento; ambientacdo ao manejo, dieta, instalagdes e aos
equipamentos de exercicio: esteira (Galloper Sahinco®) e caminhador automatico
(Sahinco®). Nos primeiros cinco dias realizou-se desverminagdo (Equimax® - Virbac
Saude Animal), casqueamento e avaliagdo e tratamento odontologico. Nenhum animal
recebeu antibiotico ou anti-inflamatorio e ndo foi relatado doenga gastrintestinal no
periodo anterior ha 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 sessao de treino. Os animais foram alimentados com concentrado em baias

individuais.
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Ratos

Utilizaram-se 100 ratos da linhagem Wistar, machos, jovens, pesando entre 150 e
250g, procedentes do Biotério Central da UNESP — Botucatu e mantidos no Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, UNESP - Jaboticabal. Os ratos foram
mantidos em caixas plasticas com cama de maravalha em um ambiente com ciclo de
claro:escuro ivertido (18h-6h luzes ligadas) e temperatura controlada (22°C), com agua e
ragao para roedores (Agromix Nutricdo Animal - Jaboticabal/SP- Brasil) ad libitum. Todos
os protocolos experimentais utilizando animais foram previamente aprovados pelo

Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP-Jaboticabal.

a. Teste de esforgo
Equinos

O protocolo do teste consistiu em 10 min de aquecimento (5 mina 1,7 ms'e 5
min a 3,5 m s™!, sem inclinagéo da esteira) (Almeida et al., 2016). 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
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 duragdo de 10 minutos (5 min a 3,5 m
s'e5mina 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
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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.
Ratos

Os testes de esforgo iniciaram sempre numa velocidade de 12 m min', a qual foi
aumentada 1 m min' a cada 2 min, até que a velocidade de 20 m min-! fosse atingida.
Ato continuo, incrementou-se a velocidade para 2 m min~' a cada 3 min?3. Este acréscimo
foi mantido até que os ratos atingissem a exaust&o, caracterizada quando tocassem a

porcao traseira da esteira cinco vezes no periodo de 1 min.

2.3 Extracao do DNA e sequenciamento da regidao V4-V5 do gene 16S rRNA pelo
lllumina
Conteudo fecal de equinos

O DNA foi extraido a partir das amostras fecais por meio da utilizacdo do kit
FastDNA SPIN for soil (Mpbio®). A quantificagdo e a qualidade do DNA foram avaliadas
por meio de espectofotometria (NanoDrop®, Thermo Fisher Scientific). As concentragbes
finais de DNA foram diluidas para 20ng/uL. A regido V4 do gene 16SrRNA foi amplificada
numa reagado contendo: 25uL de Kapa 2G Fast Hot Start Ready Mix 2X (Kapa
Biosystems, USA), 1,3uL de Mg Cl> (50mM) (Invitrogen, USA), 1,0uL de BSA (2 mg/ml)
(Bio-Rad), 16,7uL agua livre de nucleasse, 2uL de DNA e 2pL 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 reacdo de
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amplificagéo foram desenhados contendo 0s adaptadores (forward
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG e reverse
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG) e o index de 8pb (forward
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-index-TCGTCGGCAGCGTC e reverse
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-index-GTCTCGTGGGCTCGG) da lllumina para
gque as amostras pudessem ser aneladas na lamina de sequenciamento, visto que os
oligonucleotideos iniciadores sdo complementares aos da lamina de sequenciamento.

As amostras foram amplificadas no termociclador Mastercycler pro S (Eppendorf,
Hamberg,Germany) sob as seguintes condigdes: 3min a 94°C para a desnaturagéo inicial,
seguido de 25 ciclos de 45seg a 94°C para desnaturagéo, 1 min a 50°C para anelamento
e 90 seg a 72°C para extensao, seguido de 10 min a 72°C para extenséo final da fita e
foram mantidas a 4°C. Como controle positivo utilizou-se o DNA gendmico 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 modificagdo no protocolo do fabricante. Foram adicionados 72uL da
solugdo com microesferas magnéticas em 20uL das bibliotecas amplificadas, esta
mistura foi incubada a temperatura ambiente por 5 min. Logo apds, as amostras foram
lavadas duas vezes com etanol 80%, e ao final foram eluidas em 40uL de agua livre de
nucleasse. As amostras purificadas foram quantificadas em espectrofotémetro
(NanoDrop, Thermo Fisher Scientific) e qualificadas em gel de agarose 1%, apds este

procedimento as amostras foram diluidas a 5ng/uL. O sequenciamento foi realizado na
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University of Guelph’s Advanced Analysis Centre, utilizando-se plataforma Illumina MiSeq

(Mumina RTA v1.17.28; MCS v2.2) com o kit 2 x 250pb.

Conteudo cecal de ratos

O DNA microbiano foi extraido por meio da utilizagdo do kit FastDNA SPIN
for soil (Mpbio®). A quantificacdo e a qualidade do DNA foram determinadas por meio
de espectofotometria (NanoDrop®, Thermo Fisher Scientific). Por conseguinte, a
integridade do material genético foi definida em gel de agarose 1%, sendo uma aliquota
de 5uL da solugdo de DNA metagendmico, com 3uL de tampdo de carregamento
(0,025% de azul de bromofenol [p:v] e 50% de glicerol [v:v]) submetida a eletroforese
horizontal com tampao TBE 1X (Tris 89 mM, acido borico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3)
corado por sybr gold (0,5 ug/mL) (Invitrogen®), em torno de 2 h, numa voltagem
constante de 80 V. As concentragdes finais de DNA foram diluidas para 20 ng/pL. A
qualidade do material genético extraido foi avaliada em espectrofotometro NanoDrop
ND-1000 (Thermo 800 Scientific) nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm, sendo
a relacao 260/280 utilizada para estimar a pureza do DNA. E a concentragcdo de DNA
desse material foi feita no aparelho Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies) com o kit
Qubit™ DNA BR Assay Kit (Invitrogen®), seguindo-se as recomendagdes do fabricante.
A amplificagéo das regides V4-V5 do gene 16S rRNA foi realizada apds o processo de
extragdo, por meio da reagdo em cadeia de polimerase (PCR) a 95°C por trés minutos,
seguido por 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 90 segundos e 72°C por 45
segundos, e extensdo final a 72°C por cinco minutos, utlizando os

oligonucleotideos iniciadores: 515F (5-GTGCCAGCMGCCGGCCTAA-3’) e 926R (5'-
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GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’). As reagbes de PCR e a integridade dos
fragmentos amplificados foram feitas de acordo com Fernandes et al. (2018)%.

Os produtos de PCR foram purificados com o kit Zymoclean™ Gel DNA
Recovery w/ Zymo-Spin™ IC Columns (Zymo Research, Irvine, CA) de acordo com as
especificagbes do fabricante. Em seguida, foi realizada a quantificagdo das
amostras/bibliotecas utilizando o KAPA Library Quantification Kit lllumina® por PCR
quantitativa seguindo as recomendagdes do fabricante. As bibliotecas purificadas e
quantificadas foram misturadas de maneira equimolar e sequenciadas (2x250pb) com o
MiSeq® Reagent Kit v2 (500 ciclos) de acordo com as especificagbes do fabricante,
utilizando-se a plataforma lllumina. As sequéncias foram analisadas utilizando o
programa Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME) versdo 1.9.1%, sendo que
sequéncias com tamanho menor que 150-200pb e quimeras detectadas foram
eliminadas. Para alinhamento das sequéncias de alta qualidade e, consequentemente,
obtencdo da designacdo taxonémica e a abundancia relativa dos diferentes grupos
bacterianos, utilizou-se Ribossomal Database Project (RDP-11)*° como banco de dados.
Os alinhamentos resultantes foram utilizados na construcdo da matriz de distancia e

para agrupar as sequéncias em Unidades Taxonémicas Operacionais (OTUSs).

2.4 Bioinformatica

Equinos

A analise bioinformatica foi realizada utilizando-se o software Mothur (versao

1.31.2) seguindo protocolo de um estudo previamente publicado (Kozich et al., 2013). As
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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 (Quast et al., 2012). A classificagdo taxonémica de cada OTU foi feita com
a base de dados Ribosomal Database Project (RDP, margo de 2012) (Cole et al., 2013).
A deteccgéo de quimeras foi realizada utilizando-se o software uchime (Edgar et al., 2011).
Para diminuir os erros de sequéncias ndo uniformes, foi utilizada uma subamostragem
(16.656 sequencias por amostra). Para garantir a representacdo da subamostragem foi
calculada a Good’s coverage e a avaliagdo visual da cobertura do numero de espécies

presentes em cada amostra foi feita por meio das curvas de rarefacao.

Ratos

Os conjuntos de dados avaliados quanto a qualidade utilizando FastQC e
fastx_info do conjunto de ferramentas do pacote USEARCH (v11.0.667) (Edgar, 2013).
Os primers foram removidos das sequéncias utilizando a ferramenta fastx_truncate e os
parametros de distribuicdo do tamanho das sequéncias e o erro esperado das leituras
por biblioteca foram obtidos por meio da ferramenta fastq_eestats2 ambos pertecentes
ao pacote de ferramentas do USEARCH (v11.0.667) (Edgar, 2013). Para analise do
microbioma cecal dos ratos, utilizamos o pipeline Devisive Amplicon Denoising Algorithm
- dada2 (v1.14.1) (disponivel em https://github.com/benjjneb/dada2) (Callahan et al.,
2016) para inferir e quantificar ASVs (Amplicon Sequence Variants) no R (v3.6.3). As
leituras brutas foram truncadas nas posigdes de 220 pb (forward) e 210 pb (reverse);

usando a fungao filterAndTrim com parédmetros padrao (maxN = 0, truncQ = 2 e maxEE
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= 2), leituras inferiores ao parametro de truncagem foram descartadas. A taxa de erro por
amostra foi estimada baseado no modelo de erro realizado pela fungao learnErros em
seguida as reads foram dereplicadas. Por fim as sequéncias forward e reverse foram
fundidas com sobreposicdo em 12 bases e sequéncias quimericas foram removidas. A
atribuicdo taxdnomica dos ASVs montados foram realizados pelo classificador Naive
Baysian (implementado no DADAZ2) usando o conjunto de treinanemento do banco de
dados SILVA versdo 132. As ASVs que apresentavam abundancia menor que 4 reads e
gue nao estavam presentes em pleo menos 15% das amostras foram descartadas das
analises e os dados foram normalizados usando o pacote DESeq2 (v1.26.0). Para
manipulagdo geral dos dados e analises estatistica, utilizamos os pacotes Phyloseq
(v1.30.0) e Vegan (v2.5.6) no R. A analise de espécie indicadora foi realizada pelo pacote

labdsv (v2.0.1) por meio da fungéo indval.

3. Resultados

3.1 Abundancia relativa (AR%)

Para os equinos avaliados no presente estudo, o numero de OTUs na sub-
amostragem da populacédo variou entre 1290 a 2296 (média: 1842 + 256). Os filos com
abundancia relativa acima de 1% podem ser observados na Fig. 1A. As sequencias
obtidas foram classificadas num total de 7 filos, sendo que os mais abundantes foram
Firmicutes (50,3%), Verrucomicrobia (14,2%), seguido por 12,2% de bactérias que ndo

foram classificadas no nivel de filo (unclassified). Para os 7 filos foram atribuidos 165
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géneros, mas somente 14 apresentaram abundancia relativa igual ou maior que 1%. Os
trés géneros mais abundantes foram o Clostridiales nao classificados (unclassified) ao
nivel do género (16,7%) seguidos por “5 genus incertae sedis” (12,4%) e bactérias nao

classificadas ao nivel do filo (12,8%) (Fig. 2A).

Comrelacédo aos ratos foi possivel a identificacdo de 10 diferentes filos bacterianos
(Fig. 1B). A maior AR% foi do filo Proteobacteria (39%), seguido pelos filos Bacteroidetes
(26,3%) e Firmicutes (25,5%). Encontraram-se 44 géneros (Fig. 2B), sendo o mais
abundante o género Anaerobiospirillum (49%) seguidos por Ruminococcaceae_UCG-

014 (8,7%) e Lactobacillus (5,3%).
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A Equinos

J

m Bacteroidetes = Fibrobacteres = Proteobacteria = Spirochaetes

= Verrucomicrobia = Firmicutes = unclassified
B Ratos
m Actinobacteria = Bacteroidetes = Cyanobacteria = Epsilonbacteraeota
m Euryarchaeota = Firmicutes = Planctomycetes m Proteobacteria
m Spirochaetes m Tenericutes

Figura 1. Principais filos que apresentaram abundancia relativa igual ou maior que

1%. Em A, microbiota fecal de equinos. Em B, microbiota cecal de ratos.
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m unclassified Clostridiales ® 5_genus_incertae_sedis = unclassified Bacteria ® Treponema

= unclassified Ruminococcaceae = unclassified Firmicutes m unclassified Lachnospiraceae ® Succinivibrio

m Clostridium_sensu_stricto = Fibrobacter = unclassified Proteobacteria = Saccharofermentans
= unclassified Clostridia = Akkermansia

® Acetatifactor u Alistipes = Allobaculum # Alloprevotella

= Anaerobiospirillum = Anaeroplasma = Anaerovibrio = Angelakisella

= Bacteroides = Blautia = Brachyspira = Candidatus_Arthromitus
= Candidatus_Soleaferrea = Caproiciproducens u Christensenellaceae_R-7_group Clostridium_sensu_stricto_1
= Coprococcus_2 = Coprococcus_3 = dgA-11_gut_group = Erysipelatoclostridium

u Erysipelotrichaceae_UCG-003 u Faecalibacterium u Family_XIII_AD3011_group u Fournierella

u GCA-900066225 = Helicobacter Holdemanella Intestinimonas

= Lachnoclostridium = Lachnospiraceae_ND3007_group  ® Lachnospiraceae_NK4A136_group = Lactobacillus

= Methanobrevibacter = Mogibacterium = Mycoplasma = Odoribacter

= Oribacterium = Oscillibacter " p-1088-a5_gut_group Parabacteroides

= Parasutterella = Peptococcus = Phascolarctobacterium = Prevotella_2

Figura 2. Principais géneros que apresentaram abundancia relativa igual ou
maior que 1%. Em A, microbiota fecal de equinos. Em B, microbiota cecal de

ratos.
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4. Discussao

Embora todas as espécies animais tenham uma populagdo microbiana no
intestino, que desempenha papéis essenciais na fisiologia do hospedeiro, foi sugerido
que variacbes das comunidades microbianas na MI depende dos habitats,
comportamentos alimentares e da estrutura anatdmica e fisiologia do TGl dos animais
(Ikeda-ohtsubo et al., 2018). Provavelmente, este conceito € um tanto tendencioso, ainda
que no passado, os estudos tenham utilizado variedade marcante de métodos analiticos,
as informagdes obtidas surgiram principalmente de varios estudos com foco na Ml de
unica espécie animal (Chassaing et al., 2015; Chung et al., 2016; Costa et al., 2015;
Shigeno et al., 2018). Para obtencdo de uma visdo abrangente das semelhangas ou
dissimilaridades entre a Ml fecal de diferentes espécies animais, no presente estudo, nés
comparamos a populagdo microbiana em amostras fecais, no caso dos equinos e cecais
de ratos duas espécies monogastricas, usando protocolos analiticos relativamente

distintos.

Deve-se ressaltar que na presente pesquisa, as duas espécies animais foram
criadas em instalacgdes diferentes e alimentados com dietas diferentes. Assim, em ultima
analise, esta poderia ser limitacdo deste estudo, a falta de normalizagao e controle dos
ambientes de criagdo. Tendo em vista as limitagdes supramencionadas acreditamos que
valeu a pena comparar as Mls estudadas no presente trabalho, embora os locais de

criagdo e as dietas nao estivessem sob controle.



103

A analise taxon6mica revelou que, no nivel filo, Bacteroidetes e Firmicutes
estavam comumente presentes em alta abundancia nas fezes. Por outro lado, no nivel
de género, as duas espécies, ratos ou equinos, apresentaram composi¢éo caracteristica

das respectivas Ml.

Para estudos futuros, pode ser recomendado a padronizagdo ambientais e de
dietas para obtencio de informacdes mais precisas sobre a especificidade de espécies
bacterianas da MI. Finalmente, semelhangas nos perfis microbianos de equinos e ratos

podem ser interessantes para industria produtora de racao.

5. Conclusao

A presente pesquisa caracterizou e comparou da Ml de equinos e ratos, sendo que
os filos Bacteroidetes e Firmicutes estao presentes em abundancia nas duas espécies

animais submetidas a exercicio intenso.
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