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RESUMO

Em se tratando de microbiota intestinal, atualmente associado ao
desempenho em exercicios e melhor absor¢do de nutrientes pelo intestino, hd um
crescente interesse sobre qual o efeito do exercicio sobre a composicao da
microbiota intestinal, visto que certos tipos de bactérias sdo aumentados em
determinados filos pds-periodos de treinamentos continuos e intervalados e por
apresentar melhora no rendimento quando em execucdo dos exercicios. A
microbiota € formada principalmente por dois filos conhecidos como Firmicutes e
Bacteroidetes, sendo sua proporcdo muito importante para uma Eubiose, além de
fungos, virus e outros organismos. Paralelamente, torna-se cada vez mais evidente
gue o exercicio fisico pode ser uma terapia util para melhorar as proporcoes de cada
filo em decorréncia de uma ma alimentagdo, uma vez que € capaz de modular o
perfil da microbiota. Evidéncias recentes demonstram efeitos benéficos do exercicio
fisico (agudo e crénico) no rendimento em atividades. Entretanto, permanece ainda
incerto qual estimulo é mais eficaz para promover uma alteracao positiva, e se o
exercicio € capaz de criar uma microbiota unica. Assim, nesse projeto, investigamos
o efeito do da dieta hiperlipidica e do exercicio fisico cronico sobre a alteracdo da
estrutura da microbiota intestinal.

Palavras-chave: Microbiota. Treinamento Intervalado. Treinamento continuo.
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ABSTRACT

In the case of microbiota, currently associated with exercise performance and
protection against unrestrained absorption of nutrients from the intestine, there is a
growing interest in the effect of exercise on the composition of the intestinal
microbiota, since certain types of bacteria are increased in certain phyla post periods
of continuous and interval training, and to improve performance when performing
exercises. The microbiota is basically formed by two phyla known as Firmicutes and
Bacteroidetes, its proportion being very important for an Eubiose. At the same time, it
becomes increasingly evident that physical exercise can be a useful therapy to
improve the proportions of each phylum due to poor nutrition, since it is able to
stimulate the growth of certain types of bacteria and decrease of others. Recent
evidence demonstrates the beneficial effects of physical exercise (acute and chronic)
on performance in activities. However, it remains unclear which stimulus is most
effective in promoting a positive change, and whether exercise is capable of creating
a unique microbiota. Thus, in this project, we will investigate the effect of the high-fat
diet and chronic physical exercise on the alteration of the intestinal microbiota

structure.

Keywords: Microbiota. Interval Training. Continuous training.
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1 INTRODUCAO

O intestino adulto abriga uma série de microrganismos, dentre eles bactérias
denominada microbiota intestinal, que vem sendo considerada como um 6érgao,
pertencente aos sistemas do organismo humano, com capacidade de comunicacao
entre sistemas e também é capaz de exercer fungdes endécrinas [1]. Esta
diretamente ligada ao estilo de vida, bem como nutrigdo e sua necessidade
energética. Uma alimentagédo balanceada € capaz de alterar a composic¢ao estrutural
desse organismo secundario, regulando as abundancias de cada grupo de bactéria
em diferentes niveis taxondmicos. A pratica de exercicios fisicos também é capaz de
modular essa composicao devido ao nivel de stress metabdlico causado durante e
apds a execucgdo, desta maneira, a microbiota se modula de maneira a suportar e
abastecer as necessidades oferecidas a cada diferente estimulo de exercicio fisico
gerado [2].

1.1 INTESTINO

A Funcdo do sistema digestivo € a de prover nutrientes para o corpo. O
alimento, passado pela boca é direcionado pelo es6fago até o estomago, em
seguida para o intestino, delgado e grosso, e por fim, esvaziado pelo anus. Durante
esse processo, enzimas digestivas produzidas pelas glandulas gastrointestinais
atuam sobre o alimento, quebrando-o em pequenas em pequenas substancias
guimicas, passiveis de absorcao pelas células do intestino e transferidas para o
sistema circulatério, para ser encaminhado ao resto do corpo. Sendo assim, é
possivel classificar a funcao do intestino em quatro etapas: condugcao da mistura de
alimento e conteudo gastrointestinal; producao de secrecgdes digestivas; digestdo do

alimento; e absorcao de nutrientes [3].



Figura 1 - Corte Transverso de intestino, mostrando sua estrutura tipica.
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Figura 1. Corte Transverso de intestino, mostrando sua estrutura tipica, (figura 30-2, p. 399, Guyton,
2008)

Na figura 1 é apresentado um corte transverso de intestino, onde é possivel
notar que sua estrutura tipica € composta por uma parte externa de musculo liso
disposto em duas camadas, sendo elas, capa longitudinal e circular, responsaveis
pelos movimentos de peristaltismo que permitem a condugdo e mistura do quimo.
Na parte interna, ha um revestimento de mucosa, coberta em sua maior parte por
epitélio[3].

As glandulas mucosas sao responsaveis por secretar secregdes digestivas, que
atingem as camadas mais profundas da mucosa. Os movimentos de condugao sao
controlados via sistema simpatico e parassimpéatico, que por meio do nervo vago e
pela parte sacral da medula inervam, em sua maior parte, o plexo mioentérico.
Sendo assim em atividade parassimpatica os musculos sao estimulados a realizar
maior numero de contragdes, aumentando a velocidade de conducao e,
consequentemente, diminuindo o tempo de transito intestinal. J& com predominancia
de atividade simpatica ocorre exatamente o oposto, ou seja, ha redugcao no nivel de

atividade do intestino [3].
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Em sua porcéo final, intestino grosso, é secretada somente uma substancia,
0 muco. Sua mucosa é revestida de células produtoras de muco que apresentam
como funcbes a protecdo contra as enzimas digestivas oriundas do intestino
delgado, além de lubrificar a passagem das fezes desde a passagem ileocecal até o
anus. Diferente do de sua porcao anterior, o intestino grosso possui maior numero
de vilosidades, o0 que aumenta a area de contato com o material intestinal,
possibilitando maior absor¢do de nutrientes e agua. Na extremidade dessas
vilosidades, existem pequenas estruturas similares a sua forma, denominada
microvilosidades. Sua estrutura é composta basicamente de células epiteliais e
enterdcitos, que unidos compde uma barreira impermedavel. A integridade do epitélio
intestinal & determinada por um complexo altamente dindmico, que forma um tipo de
adesdo entre as células conhecida como juncao apertada ou “tight-junction” (TJ).
Mais especificamente, esse tipo de adesao depende da disposicao das proteinas de
adesao, com destaque para a claudina, ocludinas e ocludina-zonula-1 (ZO-1). Essa
barreira possui permeabilidade seletiva, ou seja, controla os nutrientes que séo
absorvidos. Dentre suas fungdes, as claudinas e ocludinas sdo responséaveis por
unir as células, e a ZO-1, um pouco mais afastada, tem a fungdes de suporte e
sustentagcdo dessa uniao [4-6].

Em um intestino integro, onde essa unido entre as células esta preservada,
ha um controle minucioso na entrada de nutrientes. Contudo, existe a possibilidade
de enfraquecimento desse sistema, situagdo em que a integridade dessa barreira é
comprometida, possibilitando assim um aumento na absor¢cdo de nutriente e
permitindo também a passagem de outros componentes indesejaveis presentes no
intestino, como: patégenos, hormonios, toxinas, particulas maiores entre outros. Tal
situagdo parece ser um dos eventos chave no processo inflamatério subclinico e
cronico presente em condi¢des patoldgicas, como resisténcia a insulina e Diabetes
Mellitus tipo 2 (DM2) [7-25].

1.2 MICROBIOTA

A curiosidade sobre a composicdo da microbiota humana iniciou-se com
estudos voltados a estruturacao e funcao das bactérias presentes na boca, como em
contribuicdes de escritores pioneiros no assunto [26-31]. Ao passar dos anos, de
forma a construir um caminho, a estrutura de bactérias ao longo de todo sistema

digestivo foi estudada, até que na década de 70 Breznak e Pankratz realizaram um
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dos primeiros estudos especificamente a respeito da microbiota intestinal, a partir de
cupins de madeira, sugerindo que as bactérias seriam parte do ecosistema
intestinal, ou seja, apontando que suas caracteristicas seriam importantes para o
funcionamento fisiolol6gico desse orgao, e possivelmente para a saude global do
hospedeiro [32].

A microbiota intestinal humana é o orgdo mais populoso de todo o organismo,
onde s6 no colon residem mais de 70% de todos os microrganismos que compde 0
trato gastrointestinal [33, 34]. Taxonomicamente falando, encontram-se presente no
intestino  basicamento os filos: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Verrucomicrobia e Fusobacteria [33, 35-38]. Além disso, cabe
destacar que 99% das espécies atualmente identificadas pertencem aos filos
Firmicutes e Bacteroidetes, que juntos representam 70% da composicdo da
microbiota [33, 39].

Esse ecossistema, se beneficia do ambiente em que se encontra ao mesmo
tempo que colabora, indiretamente, com o individuo, no entanto, o balangco e
controle da abundéancia dessas bactérias € de suma importancia, sendo assim, o
equilibrio é vital para sobrevivéncia de ambos [33]. Tal equilibrio vem sendo
denominado como eubiose, um termo traduzido do grego onde “eu” significa “bem,
bom” e “bios + osis” significaria “modo de viver”, fazendo que sua interpretacao final
seja “bom modo de viver’, sendo seu contrario equivalente conhecido por disbiose,
entendido por desequilibro [33, 40].

Para determinar parametros que poderiam servir de base a esse equilibrio,
estudos foram conduzidos de maneira a mapear a distribuicdo das bactérias e seus
respectivos filos, como o de Koliada e colaboradores [41] que realizaram um
experimento direcionado a descobrir como se distribuiam as bactérias presentes na
microbiota em diferentes composicdes corporais em Ucranianos com idade entre 20
e 60 anos de idade, utilizando como parametro de divisdo sua composigao corporal,
excluindo-se os individuos considerados saudaveis de acordo com o0s parametros
estabelecidos pelo experimento, ou seja, sem histéricos de doencas oncolégicas e
enddcrinas, anorexia, disturbios psiquiatricos e doencgas cronicas (Figura 2).
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FIGURA 2 - A abundancia relativa dos principais filos microbianos em

diferentes categorias de IMC.
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Figura 2. (a IMC < 18.5, b IMC 18.5-24.9, ¢ IMC 25-29.9 and d IMC =30) FONTE: Koliada, Syzenko
(2017)

Ha hoje consenso na literatura de que a microbiota tem uma fungdo muito
importante para homeostase humana [41-43]. Estudos de metagenémica confirmam
que individuos obesos possuem a microbiota intestinal mais eficiente comparados a
individuos magros em relacdo a absorcao de energia proveniente do alimento, ou
seja, mesmo em dieta energeticamente similar, obesos sdo capazes de extrair mais
energia o0 que certamente potencializa 0 ganho de peso [41, 44, 45].

Estudos anteriores realizados em animais contribuem com algumas
informagdes sobre esse fendbmeno: aumento da ingestao calérica de polissacarideos
nao digeriveis, combinado com o efeito da lipogénese hepatica via resposta da
proteina de ligacdo de carboidratos e esterdis [46]; captagdo celular aumentada de
acidos graxos e armazenamento de triglicerideos em adipécitos via supressao da
expressao intestinal do fator de adip6cito induzido (Fiaf) pelo jejum, que € um
inibidor de lipoproteina lipase (LPL) circulante [47]; supressado da oxidacado de &cidos
graxos do musculo esquelético através de uma via metabdlica envolvendo
fosforilacdo da proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) [42]; e
a interacdo entre os produtos dos &cidos graxos produzidos da fermentagcao
microbiana de polissacarideos e o receptor 41 acoplado a proteina G (GPR41),
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resultando em aumento dos niveis de horménio derivado de células
enteroendocrinas  PYY [43], portanto, reduzindo a motilidade intestinal,
subsequentemente aumentando o tempo de transito e a taxa de absorcao e acidos
graxos de cadeia curta [41, 48-50].

As bactérias presentes na microbiota intestinal, em sua maioria, séo
classificadas como gram-positivas, mais relevantes no filo Firmicutes e gram-
negativas abundantes no filo Bacteroidetes [41, 51]. Neste contexto é possivel
parear a composicao da microbiota intestinal entre 0 modelo animal e humano, uma
vez que o0s resultados em pesquisa apontam as proporcoes de
Firmicutes/Bacteroidetes semelhantes em situagdes de obesidade, sendo
aumentado para Firmicutes e diminuido para Bacteroidetes [52-60].

As bactérias gram-negativas sao caracterizadas por seus envelopes
celulares compostos por fina parede celular peptidoglicana imprensada entre uma
membrana celular citoplasmatica interna e uma membrana externa bacteriana
composta por lipopolissacarideo. Ja as bactérias gram-positivas, por possuir uma
camada peptidoglicana mais espessa e nao possuirem grandes quantidades de
lipopolissacarideo na membrana externa, elas absorvem a mancha cristal violeta
guando exposta as etapas do teste gram [61].

Ambas tém sua importancia dentro do ecossistema, exercendo funcgdes
muito importante para integridade do intestino, como a produgao de acido graxos de
cadeia curta (AGCC) pela fermentacao microbiana de carboidratos nao digeriveis no
cblon, com destaque para acetato, propionato, butirato e valerato [62, 63], sendo
esses relevantes, entre outras funcgdes, para a manutencdo da parede intestinal
através da producdo de mucinas presentes no muco intestinal, e compostos que
auxiliam na construgdo das TJ. A producdo de AGCC é diferente para cada grupo,
sendo as gram-positivas basicamente pela via do Acetyl-CoA, e gram-negativas
divididas por 3 vias, sendo Glutarato, Aminobutirato e Lisina [62-66].

Neste contexto, 0 AGCC, mais especificamente o butirato, é capaz de induzir
o aumento do metabolismo das bactérias oxidativas, o que além de controlar o
incremento de sua quantidade, gera um estado de hipdxia, que em contra partida
estimula a expresséo das proteinas de adesédo ZO-1, claudinas e ocludinas [62].

De modo a demonstrar uma de suas importancias Kuwahara [67], relator de
uma possivel existéncia de um eixo de comunicagao entre cerebro e intestino, teve

em seus resultados a indicacdo de que os AGCC podem modular a secrecdo de
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neurotransmissores, como 0s neuropepitideos YY e servir como energia para os
neurdnios. Além disso, a liberagdo de propionato e acetato inibem a produgéo de
fator de necrose tumoral-a (TNF-«).[9, 35, 68-70].

Embora necessaria para manutencéo do funcionamento fisiolégico do sistema
imune [71, 72], alguns estudos apontaram a microbiota intestinal, em estado de
disbiose, como fator desencadeador de varios disturbios metabdlicos como: alergias
alimentares, hipercolesterolemia, DM2, resisténcia a insulina (Rl) e infeccbes
gastrointestinais [37, 73, 74].

De forma a manter a microbiota em eubiose, alguns estudos tem buscado
maneiras de restaurar os padrdes de sobrevida desse ecossistema com o uso de
farmacos e/ou intervengdes nutricionais [75-89]. Além disso, tem se tornado cada
vez mais consistente que o exercicio fisico, também seja capaz de alterar a

microbiota intestinal [37].

1.3 O EXERCICIO COMO MODULADOR DA MICROBIOTA INTESTINAL

Ha um enorme consenso na literatura de que a microbiota intestinal pode ser
modulada, através de dieta [90-93], antibi6ticos [94, 95], patdégenos [96] e estilo de
vida [97].

Nesse contexto, Matsumoto, um dos pioneiros nessa area de estudo, testou
os efeitos do exercicio continuo sobre a microbiota de animais obesos, onde a
pratica de exercicios foi capaz de alterar a composicdo da microbiota e as
proporcdes de n-butirato nas fezes e no ceco, levando a acreditar que houve uma
maior liberacdo de AGCC e consquentemente de mucina [98]. Além disso, alguns
beneficios do exercicio fisico como a manutencdo da saude e homeostase
energética tém sido correlacionado com aumentos na diversidade microbiana [6, 99-
102].

Uma intesidade controlada de exercicio fisico foi capaz de promover efeitos
benéficos para a saude gastrointestinal de animais obesos, incluindo a reducao na
inflamacé&o e no transito intestinal, o que em contrapartida diminue o contato do
cblon com agente promotores de cancer, sendo dessa forma também um agente de
profilaxia [37]. Além disso, ha evidencias de que o exercicio fisico quando
combinado com dieta hipocalérica parece promover alteragcdes ainda mais
pronunciadas em relacdo a manutencdo do equilibrio entre bactérias com perfil
positivo e negativo [37, 88, 89, 98, 103].
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O exercicio fisico, praticado 30 minutos por dia, 5 dias na semana durante 4
semanas correndo na maxima fase estavel de lactato (MFEL),ou seja, no limear
aerébico, foi capaz de melhorar as proporcées de Firmicutes principalmente os
Lactobacillus, cujo os substratos tém relacdo com a producédo de mucinas, além de
diminuir as concetracbes de Proteobacteria e Bacteroidetes. Neste contexto,
exercicio aerdbico combinado a dieta hipocalérica também induziu alteracées
positivas em relagcéo as propor¢des de Firmicutes [37, 101, 104].

Capaz de atenuar os mediadores inflamatérios, aumentar enzimas
antioxidantes e também diminuir a expressao de fator de necrose tumoral-a (TNF-«)
nos linfocitos intestinais [6, 105, 106], a pratica regular de exercicio fisico parece ter
também efeito direto em algumas espécies de bacterias como, por exemplo, na
diminuicdo de Enterobacteriaceae, Bacteroides/Prevotella e Methanobrevibacter,
classificadas como gram-negativas e no aumento das gram-positivas, como
Bifidobacterium, Lactobacillus e Clostridium leptu [58, 60, 101, 103, 107].

Estudar microbiomas humanos pode ser uma maneira de identificar
caracteristicas de um individuo saudavel ou doente, ligando-os as caracteristicas de
sua microbiota [108-111]. O microbioma de atletas, por exemplo, € composto por
uma microbiota distinta, onde sua composicdo contém maior abundancia de
Veillonellaceae, Bacteroides, Prevotella, Methanobrevibacter ou Akkermansia,
quando comparado com sedentarios ou mesmo com individuos ativos nao atletas
[112, 113]. Embora demonstrem que o exercicio estd associado a altera¢des na
composicdo do microbioma, os efeitos desses géneros microbianos no fendtipo
permanecem ainda desconhecidos.

De forma a ampliar o conhecimento, um estudo recente constatou aumento
significativo do género Veillonella em maratonistas, especificamente da Vellonella
atypica. Ao comparar as amostras extraidas antes e depois da maratona esse grupo
de bactérias se mostrou aumentado depois da maratona. Apdés o achado, ao isolar
essas bactérias, constatou que Veillonella Atypica contribui na metabolizacdo de
Lactato, participa na producdo de AGCC, acetato e propionato via methylmalonyl-
CoA, levando a acreditar que pode ter um papel importante no rendimento do atleta,
por contribuir indiretamente para o sistema aerdbico [111].

Anteriormente, a microbiota ja teria sido citada como parte fundamental no
rendimento de exercicios de longa duracdo e exaustdo, onde, Hsu et al. [114]

estudando natacdo até exaustdo em animais com diferentes composicoes de
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microbiotas, sendo elas: Germ-free (GF), apenas com Bacteroides fragilis (BF) e
animais com microbiota convencional que foram criados com cuidados para que nao
tivessem exposicao a bactérias patogénicas, como Helicobacter pylori, ou seja,
animais livres de patdgenos especificos (SPF), verificaram que a composicao da
microbiota intestinal esta intimamente ligada ao desempenho em exercicios fisicos.
Além disso, os animais GF e BF, apresentaram diminuicdo acentuada de
antioxidantes muito importantes como a glutationa peroxidase [115], responséavel
pela detoxificacdo de perdxidos organicos e inorganicos, e da catalase que faz a
decomposicao de peréxido de hidrogénio (H202) obtida através da respiracdo
aerébia [116, 117]. Embora os animais BF tenham tido melhor performance que os
GF, os animais SPF demonstraram o melhor desempenho entre todos os grupos
investigados, ou seja, a microbiota rica em diversidade parece estar intimamente
ligada a capacidade de se exercitar e que possivelmente essa influéncia ocorra por
intermédio de enzimas antioxidantes.

Dentre seus beneficios, foi sugerido que o exercicio fisico € capaz de
promover alteracbes a microbiota intestinal criando um sistema protetor as
alteracoes metabdlicas causadas pela ingestdo de dietas hiperlipidica. Ao usar
modelos animais para investigar a influéncia do exercicio fisico sobre os linfécitos
intestinais, observou-se que 0 exercicio pode aumentar enzimas antioxidantes
(glutationa peroxidase e catalase), citocinas anti-inflamatérias (IL10) e proteinas anti-
apoptoticas (Bcl-2) nos linfécitos intestinais além de atenuar TNF—a, proteinas pré-
apoptoéticas (caspase 3 e 7) e IL-17, sugerindo que o exercicio fisico também é
capaz de alterar a imuno-responsividade intestinal [6, 100, 105, 106, 118-121].

Trabalhos como de Denou et. al. [122] defendem que o exercicio fisico pode
alterar as propor¢cdes de Firmicutis e Bacteroidetes, enquanto outros nao
observaram tais alteragdes [123, 124]. Essa divergéncia presente na literatura pode
ter relacdo com o tipo de exercicio fisico utilizado nos diferentes estudos, ou seja,
diferentes modalidades, intensidades ou volumes, podem resultar em distintas
alteracoes da microbiota. Neste ponto levantou-se a hipbétese da existéncia de
diferencas entre tipos de estimulos de exercicios fisicos, ou seja, a possibilidade do
exercicio continuo ou intermitente poderem exercer influéncias desiguais sobre a
composicao da microbiota intestinal. Ou, por outro lado, a existéncia da hipétese do

exercicio fisico ser capaz de construir uma assinatura de microbiota unica [6].
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo principal comparar as alteracées da
microbiota intestinal em decorréncia de exercicio fisico continuo, realizado na MFEL,
e do intervalado de alta intensidade (anaerdbico) de natacdo em camundongos
Swiss alimentados com dieta hiperlipidica em relagdo aos seus congéneres

sedentdrios em mesmo regime alimentar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar o efeito do exercicio aerdbio continuo na composicdo da
microbiota intestinal de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica.

- Investigar o efeito do exercicio fisico intervalado de alta intensidade na
composicdo da microbiota intestinal de camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica.

3. MATERIAS E METODOS

Reagentes. Todos os reagentes de rotina do laboratério utilizados nos
experimentos foram comprados da Sigma Chemical (St. Louis, MO).

Animais e desenho experimental. Para os experimentos do presente
trabalho foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss provenientes do
Centro de Pesquisa e Producédo de Animais (CPPA) do Instituto de Biotecnologia da
UNESP Campus de Botucatu. Quando atingiram 6 semanas de idade os animais
foram divididos em grupos: animais controle alimentados com dieta padrdo para
roedores e agua ad libitum (CTL) ou animais alimentados com dieta hiperlipidica (a
qual consiste em 55% das calorias provenientes de gordura, 29% de carboidrato e
16% de proteina) por 8 semanas [125]. Apbs esse periodo os animais alimentados
com dieta hiperlipidica foram divididos em 3 subgrupos: sedentario (DH+SED),
exercitados continuamente (DH+EC), animais exercitados de forma intervalada
(DH+EI). Essa ultima etapa do protocolo teve a duracao de 4 semanas. Os animais
foram mantidos em gaiolas a temperatura ambiente de 22 graus Celsius e ciclo de
claro/escuro de 12 em 12 horas, no biotério do prédio da Biodinamica do

Departamento de Educacao Fisica do Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio
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Claro. A figura apresenta o esquema do desenho experimental utilizado nesse

estudo.

Figura 3. Esquema do desenho experimental.
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Protocolo de treinamento fisico continuo. Para adaptagdo ao exercicio de
natacdo, os animais foram inseridos ao meio liquido durante 10 minutos por 2 dias
consecutivos. Os animais DH+EC, em grupo de cinco animais, nadaram em tanques
de 35 cm de largura, 51 cm de comprimento, 32 cm de profundidade com &gua a 25
cm da capacidade total, com temperatura da agua mantida em aproximadamente 32
+ 2° C, por 1 hora, 5 dias por semana, durante 4 semanas, suportando uma carga
que foi progressivamente aumentada de 1% a 4% do peso corporal, ajustada de

acordo com o peso do animal na semana.

Protocolo de treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT). Os
animais foram adaptados ao meio liquido sem nenhuma sobrecarga antes de iniciar
o protocolo de HIIT sendo 15min/dia por 3 dias. O tanque de plastico era formado
por 35 cm de largura, 51 cm de comprimento, 32 cm de profundidade com agua a 25
cm da capacidade total com a temperatura da dgua controlada a 32 = 2° C. O tempo
maximo de nado foi determinado como sendo o periodo em que o animal nao
ficasse mais de 10cm submerso na agua e incapaz de retornar para superficie para

respirar apos 5s. NOs conduzimos 0 maximo de séries possiveis para cada animal



19

(20s de exercicio usando um incremento de 10% do peso corporal preso ao corpo
como um colete com 10s de recuperagao passiva), sendo 40 séries o limite maximo
do treinamento, o protocolo de exercicio foi realizado trés vezes por semana durante
4 semanas. Os pesos foram anexados ao térax adicionando 10% do peso corporal,
e a cada semana foi aumentado 1%, terminando com 14% do peso corporal em 4
semanas. O exercicio foi executado no periodo noturno em virtude de os roedores

apresentarem habitos noturnos (adaptado de [126]).

Teste de tolerancia intraperitoneal a insulina. O teste foi realizado 12 horas
apds a execugao do ultimo treino dos respectivos protocolos de exercicios fisicos. O
alimento foi retirado seis horas antes do teste e a primeira coleta de sangue
equivaleu ao tempo 0 do teste. Apéds isso, a insulina (1,5U/Kg de peso corporal) foi
injetada intraperitonealmente e amostras de sangue foram coletadas pela cauda nos
tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos para a determinacdo da glicose sérica
utilizando-se um monitor de glicose (Glucometer; Bayer).

Verificacao do nivel de glicose sanguinea e teste de tolerancia a
glicose. Depois de finalizados os protocolos, amostras sanguineas foram coletadas
da cauda aproximadamente 12 horas ap6s. O nivel de glicose sanguinea foi medido
utilizando-se um monitor de glicose (Glucometer; Bayer). O teste de tolerancia a
glicose intraperitoneal (iGTT) foi realizado em jejum de 6 horas. Apos coletar sangue
de uma amostra ndo desafiada (tempo 0), uma solugcédo de 20% de glicose (2.0g/kg
peso corporal) foi administrada dentro da cavidade peritoneal. Para determinar a
concentragcao da glicose sanguinea, amostras de sangue foram coletadas da cauda
em 30, 60, 90 e 120 minutos e aferidas utilizando-se um glicosimetro (Glucometer;
Bayer).

Extracao de Tecidos. Apds 12 horas da ultima secdo de treinamento, os
animais permaneceram em jejum por mais 12 horas antes da extragdo de tecidos.
Eles foram anestesiados e a cavidade abdominal de cada um foi aberta para a
coleta de fezes diretamente do célon, que foram imediatamente congeladas em

nitrogénio liquido e armazenadas em ultra freezer para posterior analise.

Perfil Metagenomico. O DNA foi extraido, de acordo com as instrucées do
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fabricante, usando o mini kit QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha).

Preparo das bibliotecas
Para o preparo das bibliotecas foram necessarios 12,5 ng de DNA por
amostras, 5 mM de primers (ou iniciadores) especificos para a amplificacdo da
regido altamente conservada (V3 e V4) do gene 16S bacteriano e 12,5 uL do pré-mix
2x KAPA HIFI hotStart (Manufacturing, R&D Cape Town, South Africa).
Tabela 1. Sequéncia de primers para regiao V3/V4 do gene 16S

egido Sequéncia 5" - 3’

3 —341 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAAT

4-785 |CC

A sequéncia em itdlico corresponde ao adaptador Nextera® transposase
sequences A e B e a sequéncia em negrito correspondem aos iniciadores de ampla
utilizagdo 341F e 785F respectivamente.

Posteriormente fora utilizada para o preparo das bibliotecas com o kit
lllumina Miseq DNA Sample Preparation v3 com codigo de barra para cada amostra.
O sequenciamento foi realizado no equipamento Illumina Miseq do Laboratério de
Genética Molecular coordenado pela Profa. Dra. Iscia Lopes-Cendesda FCM-
Unicamp.

A composicdo taxondmica das comunidades bacterianas foi obtida pela
andlise da regido V3 e V4 do gene 16S rRNA usando a plataforma lllumina® MiSeq.
As construgbes das bibliotecas de sequenciamento do DNA foram realizadas
segundo instrucées do fabricante (lllumina, San Diego, CA, USA) e seguiram o
mesmo fluxo descrito por Caporaso et al. (2012). Usando leituras pareadas de 300
bp e reagentes MiSeq v3, as extremidades de cada leitura sdo sobrepostas para
gerar leituras completas de alta qualidade da regido V3 e V4. Sao geradas mais que
100.000 leituras por amostra, comumente reconhecidas como suficientes para
pesquisas metagendmicas.

Andlise de bioinformatica.
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As seguintes ferramentas foram utilizadas na anadlise:

. Avaliagéao de qualidade: FastQC

. Andlise de microbioma: QIIME

. Identificacdo OTU (pick_open_reference_otus), com OTUs de
referéncia Greengenes (versao 13.8)

As seguintes métricas foram utilizadas para a diversidade alfa:

. chaof

Estima a riqgueza da contagem de dados

. observado_otus

Calcula o numero de OTUs distintas entre os grupos

. PD_whole_tree

Métrica quantitativa para estimar a diversidade filogenética entre os grupos

As seguintes métricas foram utilizadas para a diversidade beta:

. weighted_unifrac

Métrica quantitativa que avalia as diferengas entre as comunidades devido a
abundéancia taxonémica

. unweighted_unifrac

Métrica qualitativa avaliando as diferencas entre as comunidades devido a
fatores diferentes da abundancia taxonémica. Com base na presenca / auséncia de
taxons em amostras.

Analise dos resultados. Os dados foram expressos como médias * desvio
padrao. Para andlise estatistica, os grupos foram comparados utilizando one-way

ANOVA com o p6s-teste Bonferroni. O nivel de significaAncia adotado foi de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacao do modelo experimental de dieta hiperlipidica.
Passadas as 8 semanas de alimentacao com dieta hiperlipidica ou racao
padrao para roedores comparamos inicialmente a evolugdo do peso corporal dos
animais. Nesse sentido, nossos resultados mostraram que apds as 8 semanas
houve ganho significativo de peso nos animais CTL e nos alimentados com dieta
hiperlipidica (Figura 4). Agora, ao realizarmos a comparacao entre os grupos na 82
semana pudemos constatar que os animais em dieta hiperlipidica tiveram um
incremento de peso significativamente maior que seus congéneres alimentados com

dieta padrao para roedores (Figura 4).

Figura 4 - Variacao do peso corporal.
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Figura 4. Variacdo do peso corporal. Variagdo do peso corporal no periodo entre 6 e 14 semanas
de vida em animais CTL (n=15) e DH+SED (n=43). Os dados estao apresentados em média + desvio
padréo. (“&” = p < 0,05 vs. CTL)

Uma vez verificado o0 ganho de peso, seguimos as andlises com a avaliacao
dos efeitos da dieta na sensibilidade a insulina através da glicemia de jejum e dos
testes de tolerancia a glicose e a insulina. Ao analisarmos os niveis de glicose sérica
em jejum observamos que os animais alimentados com dieta hiperlipidica

apresentaram valores expressivamente maiores que os do grupo CTL (Figura 5).
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Figura 5 - Glicemia em jejum
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Figura 5. Glicemia em jejum. Diferenca das Glicemias em Jejum nos periodos antes do protocolo de
treinamento onde os animais estavam com 14 semanas de vida em animais CTL (n=10), DH+SED
(n=26). Os dados estédo apresentados em média + desvio padréo. (“&” = p < 0,05 vs. CTL).

by

Além disso, durante o teste de tolerdncia a glicose os animais DH
apresentaram maiores niveis de glicose ao longo de todos os tempos de avaliacao,
resultando em maior area sob a curva, ou seja, importante incremento na

intolerancia a glicose (Figura 6A e B).
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Figura 6. Teste de tolerancia a glicose. Variagdo das glicemias durante o teste de tolerancia a
glicose intraperitoneal (iGTT) e sua respectiva area sobre a curva antes do protocolo de treinamento
onde os animais estavam com 14 semanas de vida em animais CTL (n=10), DH+SED (n=26). Os
dados estédo apresentados em média * desvio padrao. (“&” = p < 0,05 vs. CTL).

Na mesma linha, ao injetarmos insulina no peritbnio dos camundongos

constatamos que os alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram valores de
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glicemia maiores que seu congéneres magros ao longo de todos os pontos do teste
0 que resultou em maior area sob a curva e também nos valores obtidos com os
céalculos das constantes de decaimento de glicose (kITT), ou seja, os animais

obesos apresentaram aumento significativo da intolerancia a insulina (Figura 7A-C).

Figura 7 - Teste de tolerancia a insulina
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Figura 7. Teste de tolerancia a insulina. Variagdo das glicemias durante o teste de tolerancia
insulina (ITT), sua respectiva area sobre a curva e variagdo do KITT antes do protocolo de
treinamento onde os animais estavam com 14 semanas de vida em animais CTL (n=10), DH+SED
(n=26). Os dados estao apresentados em média + desvio padrdo. (“&” = p < 0,05 vs. CTL).

Assim, quando tomados em seu conjunto, os dados de glicemia, GTT e ITT
indicam que os animais alimentados com dieta hiperlipidica desenvolveram

resisténcia a insulina.

4.2 Efeitos dos dois tipos de exercicio fisico no peso e sensibilidade a
insulina.

Uma vez verificado que a dieta hiperlipidica promoveu significativo ganho de
peso e resisténcia a insulina, seguimos nosso estudo subdividindo os animais
submetidos a dieta hiperlipidica em 3 novos grupos: sedentarios (DH+SED),
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treinados em exercicio continuo (DH+EC) e treinados em exercicio intervalado de
alta intensidade (DH+El). Transcorridas 4 semanas nesses regimes de exercicio
fisico realizamos nova bateria de testes nos animais para verificar os efeitos dos

treinamentos no peso e na sensibilidade a insulina.

Figura 8 - Peso corporal final.
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Figura 8. Peso corporal final. Peso corporal ao final dos protocolos de treinamento (18 semanas de
vida) em animais CTL (n=15), DH+SED (n=13), DH+EC(n=13), DH+El(n=17). Os dados estéao
apresentados em média + desvio padrdo. (“&” = p < 0,05 vs. CTL; “*” = p < 0,05 vs. DH+SED).

A respeito do peso corporal, nossos resultados mostraram que os dois tipos
de exercicios fisicos resultaram em similar redugdo apdés 4 semanas, atingindo
valores médios bem préximos aos observados no grupo CTL (Figura 8). Da mesma
forma, ao avaliarmos a glicemia de jejum pudemos constatar que os animais dos
grupos DH+EC e DH+EI apresentaram expressiva redugao nesse parametro quando
comparados com o grupo DH+SED, recuperando os niveis de glicemia apresentados

pelos controles (Figura 9).
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Figura 9 - Glicemia em jejum.
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Figura 9. Glicemia em jejum. Diferenca das Glicemias em Jejum ao final dos protocolos de
treinamento (18 semanas de vida) em animais CTL (n=10), DH+SED (n=8), DH+EC (n=7) e DH+EI
(n=11). Os dados estao apresentados em média * desvio padrdo. (“&” = p < 0,05 vs. CTL; “” =p <
0,05 vs. DH+SED).

Em seguida investigamos os efeitos do treinamento exercicio intervalado e
alta intensidade e do treinamento continuo moderado nas tolerancias a glicose e a
insulina. Apds o desafio com glicose para a realizacdo do GTT, observamos que 0s
animais dos grupos DH+EC e DH+EI apresentaram menores valores de glicemia ao
longo de todos os tempos avaliados, quando comparados com o0s animais
sedentarios sujeitos ao mesmo regime alimentar, o que resultou em menor area sob
a curva, indicando assim que as duas formas de exercicio resultaram similar
atenuacao da intolerancia a glicose (Figura 10A e B). Quanto ao desafio com
insulina, nossos resultados mostram 0 mesmo comportamento, ou seja, os dois tipos
de exercicio fisico foram capazes de atenuar a intolerancia a insulina em relacao ao
grupo DH+SED, como evidenciado pela menor area sob a curva (Figura 11A e B).
Com os dados obtidos no ITT calculamos a taxa de decaimento da glicose (KITT),
importante medida indireta de resisténcia a insulina, e verificamos que seu valor foi
reestabelecido nos dois grupos de animais treinados (Figura 11C). Quando tomados
em seu conjunto, esses resultados indicam que o treinamento intervalado de alta
intensidade e o treinamento continuo moderado tém efeitos similares sobre a

sensibilidade a insulina de animais alimentados com dieta hiperlipidica.
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Figura 10 - Teste de tolerancia a glicose.
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Figura 10. Teste de tolerancia a glicose. Variagdo das glicemias durante o teste de tolerancia a
glicose intraperitoneal (iGTT) e sua respectiva area sobre a curva ao final dos protocolos de
treinamento (18 semanas de vida) em animais CTL (n=9), DH+SED (n=5), DH+EC(n=2) e
DH+EI(n=6). Os dados estédo apresentados em média + desvio padréo. (“&” = p < 0,05 vs. CTL; “*" =p
< 0,05 vs. DH+SED).

Figura 11 - Teste de tolerancia a insulina.
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Figura 11. Teste de tolerdncia a insulina. Variacdo das glicemias durante o teste de tolerancia
insulina (ITT), sua respectiva area sobre a curva e variagdo do KITT ao final dos protocolos de
treinamento (18 semanas de vida) em animais CTL (n=14), DH+SED (n=10), DH+EC(n=12) e
DH+EI(n=14). Os dados estédo apresentados em média * desvio padrdo. (“&” = p < 0,05 vs. CTL; “*” =
p < 0,05 vs. DH+SED; “#” = p < 0,05 vs. DH+EC; “$” = p < 0,05 vs. DH+EI).



28

4.3 Efeitos do exercicio fisico intervalado na composicao da microbiota

intestinal.

Foram realizadas andlises de metagendmica para especificar a composi¢ao
da microbiota intestinal nos diferentes grupos estudados e como esperado o0s
microbiomas dos grupos CTL e DH+SED se mostraram distintos. De forma mais
especifica, o grupo CTL apresentou maior abundancia dos géneros Aneropiasma,
Bilophila, Roseburia, Limnobacter, Maricaulis, Coprococus, Chyseobacterium e
Turicibacter (Figura 12 A-l). Dentre esses géneros que se destacaram em
abundancia para o grupo CTL, alguns ndo apresentaram nenhuma incidéncia no
grupo DH+SED, séao eles: Bilophila, Limnobacter, Coprococus, Chyseobacterium e
Turicibacter (figura 12C, E, G, H, I).

Figura 12 - Diferenciagao dos géneros de bactérias entre as microbiotas em

diferentes alimentacgdes.
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Figura 12. Diferenciacao dos géneros de bactérias entre as microbiotas em diferentes
alimentacoes.

(A) Comparacgao de géneros de bactérias através de LDA score os grupos CTL e DH+SED ao final do
experimento. (B) Comparacdo da abundancia do género Anaeroplasma entre os grupos CTL e
DH+SED ao final do experimento. (C) Comparagdo da abundancia do género Bilophila entre os
grupos CTL e DH+SED ao final do experimento. (D) Comparagdo da abundancia do género
Roseburia entre os grupos CTL e DH+SED ao final do experimento. (E) Comparagédo da abundancia
do género Limnobacter entre os grupos CTL e DH+SED ao final do experimento. (F) Comparacao da
abundéancia do género Maricaulis entre os grupos CTL e DH+SED ao final do experimento. (G)
Comparagao da abundancia do género Coprococcus entre os grupos CTL e DH+SED ao final do
experimento. (H) Comparagédo da abundancia do género Chryseobacterium entre os grupos CTL e
DH+SED ao final do experimento. (I) Comparagdo da abundancia do género Turicibacter entre os
grupos CTL (n=2) e DH+SED (n=6) ao final do experimento. Os dados estdo apresentados em média
* desvio padréo.

Ao avangarmos na taxonomia pudemos verificar a maior abundancia, no
grupo CTL, das espécies Parabacteroides distasonis, Turicibcater sanguinis,
Prevotella shahii, Limnobacter litoralis, Anaeroplasma abactoclasticum Biphilo
wadsworthia, Acholeplasma cavigenitalium, Rosebuia faecis, Maricaulis indicus,
Brachyspiraibaraki, Shewanellau penei, Parabacteroides merdae,
CandidatusBlochmannia casteneus e Ruminococcus callidus. (Figura 13 B-P)

Podemos também destacar as que as espécies Parabacteroides distasonis,
Turicibcater sanguinis, Prevotella shahii, Limnobacter litoralis Anaeroplasma
abactoclasticum Biphilowadsworthia Shewanellaupenei, Parabacteroide merdae,
Ruminococcus callidus estiveram ausentes no grupo DH+SED (Figura 13 B, D, E, F,
J,M,N, O, P).
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Figura 13. Diferenciagdo das espécies de bactérias entre as microbiotas em diferentes
alimentacoes.

(A). Comparacgéo das espécies de bactérias através de LDA score entre os grupos CTL e DH+SED ao
final do experimento. (B) Comparacdo da abundancia da espécie Bilophilawadsworthia entre os
grupos CTL e DH+SED ao final do experimento. (C) Comparagdo da abundancia da espécie
Maricaulisindicus entre os grupos CTL e DH+SED ao final do experimento. (D) Comparacao da
abundancia da espécie Anaeroplasmaabactoclasticum entre os grupos CTL e DH+SED ao final do
experimento. (E) Comparacao da abundancia da espécie Parabacteroidesdistasonis entre 0s grupos
CTL e DH+SED ao final do experimento. (F) Comparacdo da abundancia da espécie
Parabacteroidesmerdae entre os grupos CTL e DH+SED ao final do experimento. (G) Comparagao da
abundancia da espécie CandidatusBlochmanniacastaneus entre os grupos CTL e DH+SED ao final
do experimento. (H) Comparacdo da abundancia da espécie Acholeplasmacavigenitalium entre os
grupos CTL e DH+SED ao final do experimento. (I) Comparagdo da abundancia da espécie
Brachyspiraibaraki entre os grupos CTL e DH+SED ao final do experimento. (J) Comparacédo da
abundancia da espécie Limnobacterlitoralis entre os grupos CTL e DH+SED ao final do experimento.
(K) Comparacao da abundancia da espécie Peptoniphilusgorbachii entre os grupos CTL e DH+SED
ao final do experimento. (L) Comparacao da abundancia da espécie Roseburiafaecis entre 0s grupos
CTL e DH+SED ao final do experimento. (M) Comparacdo da abundancia da espécie Prevotellashahii
entre os grupos CTL e DH+SED ao final do experimento. (N) Comparagao da abundancia da espécie
Turicibactersanguinis entre os grupos CTL e DH+SED ao final do experimento. (O) Comparagao da
abundancia da espécie Ruminococcuscallidus entre os grupos CTL e DH+SED ao final do
experimento. (P) Comparagédo da abundancia da espécie Shewanellaupenei entre os grupos CTL
(n=2) e DH+SED (n=6) ao final do experimento.

Apo6s delinearmos as diferencas entre os microbiomas dos grupos CTL e
DH+SED, investigamos as modificagbes que o treinamento intervalado de alta
intensidade promoveu no microbioma de animais alimentados com dieta
hiperlipidica. Nesse sentido, nossos resultados mostraram que o grupo DH+EI
apresentou importante incremento na abundancia do filo Verrucumicrobia, quando

comparado com a microbiota do grupo DH+SED (Figura 14).
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Figura 14 - Diferenciagao do filo entre exercicio intermitente e sedentarios.
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Figura 14. Diferenciacdao do filo entre exercicio intermitente e sedentarios. Comparacdo da
composicao dos filos das microbiotas entre os grupos DH+El (n=4) e DH+SED (n=4) ao final do
experimento. Os dados estao apresentados em média + desvio padrao.

Embora tenha se mostrado diferente somente para um filo, o grupo DH+SED
apresentou maior abundancia dos géneros Pedobacter, Desulfosporosinus,
Dysgonomonas, Nannocytis, Paenibacillus, Lentibacillus (Figura 15 C, F, L, S, U, V).
Enquanto para o grupo DH+El os géneros Actinocatenispora, Lactococcus,
Luteolibacter, Anaeroplasma, Dorea, Dolichospermum, Lachnospira, Bacillus,
Lysobacter, Akkermansia, Bifidobacterium, Megasphaera, Prosthecobacter,
Rhodospirillum, Ruminococcus, Rubritalea, Syntrophomonas destacaram-se por
serem mais abundantes (Figura 15B, D, E, G, H, |, J, K, L, M, N,O,P,Q, R, T, W, X,
Y). Vale ainda destacar que dentre eles, os géneros Actinocatenispora, Lactococcus,
Luteolibacter, Akkermansia, Megasphaera, Rhodospirillum, Syntrophomonas se
mostraram ausentes para o grupo DH+SED (Figura 15 B, E, G, O, Q, T, Y).



Figura 15 - Diferenciacdo dos géneros de bactérias entre exercicio intermitente e
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Figura 15. Diferenciacdo dos géneros de bactérias entre exercicio intermitente e sedentarios.

(A). Comparacéo dos géneros de bactérias através de LDA score entre os grupos DH+El e DH+SED
ao final do experimento. (B) Comparagdo da abundancia do género Actinocatenispora entre 0s
grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (C) Comparagdo da abundancia do género
Dysgonomonas entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (D) Comparagéao da
abundéancia do género Lactobacillus entre os grupos DH+EIl e DH+SED ao final do experimento. (E)
Comparacao da abundancia do género Lactococcus entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do
experimento. (F) Comparagdo da abundancia do género Lentibacillus entre os grupos DH+El e
DH+SED ao final do experimento. (G) Comparagéo da abundancia do género Luteolibacter entre os
grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (H) Comparagdo da abundancia do género
Anaeroplasma entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (I) Comparagdo da
abundancia do género Dorea entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (J)
Comparagao da abundancia do género Dolichospermum entre os grupos DH+El e DH+SED ao final
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do experimento. (K) Comparagao da abundancia do género Lachnospira entre os grupos DH+EI e
DH+SED ao final do experimento. (L) Comparagéo da abundancia do género Desulfosporosinus entre
os grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (M) Comparagao da abundancia do género
Bacillus entre os grupos DH+EIl e DH+SED ao final do experimento. (N) Comparacédo da abundancia
do género Lysobacter entre os grupos DH+EI e DH+SED ao final do experimento. (O) Comparacao
da abundancia do género Akkermansia entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento.
(P) Comparacao da abundancia do género Bifidobacterium entre os grupos DH+EI e DH+SED ao final
do experimento. (Q) Comparagao da abundancia do género Megasphaera entre os grupos DH+El e
DH+SED ao final do experimento. (R) Comparagao da abundancia do género Prosthecobacter entre
os grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (S) Comparacdo da abundancia do género
Nannocytis entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (T) Comparagdo da
abundancia do género Rhodospirillum entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (U)
Comparagao da abundancia do género Pedobacter entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do
experimento. (V) Comparagcado da abundancia do género Paenibacillus entre os grupos DH+El e
DH+SED ao final do experimento. (W) Comparagao da abundancia do género Ruminococcus entre os
grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (X) Comparacdo da abundancia do género
Rubritalea entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (Y) Comparacdo da
abundéancia do género Syntrophomonas entre os grupos DH+EIl (n=4) e DH+SED (n=4) ao final do
experimento. Os dados estao apresentados em média + desvio padrao.

Avancando na taxonomia verificamos a maior abundancia, no grupo
DH+SED, das espécies Kribbellagin sengisoli, Bacteroides intestinalis, Bacteroides
rodentium, Dysgonomona swimpennyi, Bacteroides uniformis, Lentibacillus
salinarum, Parabacteroides goldsteinii, Mycoplasma iguanae, Olivibacter soli,
Pediococcus stilesii (Figura 16 A, D, K, L, M, O, Q, S, U, W, Y). Enquanto no grupo
submetido ao treinamento de alta intensidade as bactérias das espécies Olivibacter
soli, Pediococcus stilesii (Figura 16 W, Y) ndo se mostraram presentes. Por sua vez,
o grupo treinado mostrou diferengca na abundancia das seguintes espécies:
Akkermansia muciniphila, Lactobacillus intestinalis, Lactobacillus frumenti,
Lachnospira  pectinoschiza,  Lactobacillus  johnsonii,  lactobacillus  reuteri,
Lactobacillus vaginalis, Lactobacillus jensenii, Bifidobacterium choeerinum,
Escherichia albertii, Slackia piriformis, Megasphaera hominis, Luteolibacter algae,
Parabacteroides johnsonii, Parabacteroides merdae (Figura 16 A, B, C, E, F, G, H, |,
J, N, P, R, T, V, X, Z), dentre elas, alguns ndo apresentaram nenhuma incidéncia no
grupo DH+SED, como: Akkermansia muciniphila, Lactobacillus frumenti,
Megasphaera hominis, Luteolibacter algae, Parabacteroides merdae (Figura 16 B,
E,T,V, 2Z).



36

Figura 16 - Diferenciacdo das espécies de bactérias entre exercicio intermitente e

sedentarios.
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Figura 16. Diferenciacao das espécies de bactérias entre exercicio intermitente e sedentarios.
(A) Comparacéo das espécies de bactérias através de LDA score entre os grupos DH+El e DH+SED
ao final do experimento. (B) Comparagao da abundancia da espécie Akkermansiamuciniphila entre os
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grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (C) Comparagdo da abundéancia da espécie
Lactobacillusintestinalis entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (D) Comparagao
da abundancia da espécie Kribbellaginsengisoli entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do
experimento. (E) Comparagdo da abundancia da espécie Lactobacillusfrumenti entre os grupos
DH+El e DH+SED ao final do experimento. (F) Comparacdo da abundancia da espécie
Lachnospirapectinoschiza entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (G)
Comparacgao da abundancia da espécie Lactobacillusjohnsonii entre os grupos DH+EI e DH+SED ao
final do experimento. (H) Comparagao da abundancia da espécie lactobacillusreuteri entre os grupos
DH+El e DH+SED ao final do experimento. (I) Comparagdo da abundancia da espécie
Lactobacillusvaginalis entre os grupos DH+EI e DH+SED ao final do experimento. (J) Comparacao da
abundéancia da espécie Lactobacillusjensenii entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do
experimento. (K) Comparagdo da abundéancia da espécie Bacteroidesintestinalis entre os grupos
DH+El e DH+SED ao final do experimento. (L) Comparagdo da abundancia da espécie
Bacteroidesrodentium entre os grupos DH+EI e DH+SED ao final do experimento. (M) Comparagao
da abundancia da espécie Dysgonomonaswimpennyi entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do
experimento. (N) Comparagéo da abundancia da espécie Bifidobacteriumchoeerinum entre os grupos
DH+El e DH+SED ao final do experimento. (O) Comparacdo da abundancia da espécie
Bacteroidesuniformis entre os grupos DH+EI e DH+SED ao final do experimento. (P) Comparacéo da
abundancia da espécie Escherichiaalbertii entre os grupos DH+EIl e DH+SED ao final do experimento.
(Q) Comparacao da abundéncia da espécie Lentibacillussalinarum entre os grupos DH+EI e DH+SED
ao final do experimento. (R) Comparacao da abundancia da espécie Slackiapiriformis entre os grupos
DH+El e DH+SED ao final do experimento. (S) Comparagdo da abundancia da espécie
Parabacteroidesgoldsteinii entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (T)
Comparacao da abundancia da espécie Megasphaerahominis entre os grupos DH+EIl e DH+SED ao
final do experimento. (U) Comparagcdo da abundancia da espécie Mycoplasmaiguanae entre 0s
grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (V) Comparagdo da abundancia da espécie
Luteolibacteralgae entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento.

(W) Comparagéo da abundancia da espécie Olivibactersoli entre os grupos DH+El e DH+SED ao final
do experimento. (X) Comparacdo da abundancia da espécie Parabacteroidesjohnsonii entre os
grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (Y) Comparagdo da abundancia da espécie
Pediococcusstilesii entre os grupos DH+El e DH+SED ao final do experimento. (Z) Comparagéao da
abundancia da espécie Parabacteroidesmerdae entre os grupos DH+El (n=4) e DH+SED (n=4) ao
final do experimento.

4.4 Efeitos do exercicio fisico continuo na composicao da microbiota
intestinal.

Quando comparado os grupos DH+EC com DH+SED, foram observadas
poucas alteracdes, sendo para os géneros Luteolibacter, Prosthecobacter,
Anaeroplasma, Lysobacter, mais presente no grupo DH+EC e com pouca incidéncia
no DH+SED (Figura 17A).
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Figura 17 - Diferenciacdo dos géneros de bactérias entre exercicio continuo e
sedentarios.
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Figura 17. Diferenciacao dos géneros de bactérias entre exercicio continuo e sedentarios.

(A) Comparacéo dos géneros de bactérias através de LDA score entre os grupos DH+EC e DH+SED
ao final do experimento. (B) Comparagdo da abundancia do género Lysobacter entre os grupos
DH+EC e DH+SED ao final do experimento. (C) Comparacao da abundancia do género Luteolibacter
entre os grupos DH+EC e DH+SED ao final do experimento. (D) Comparagdo da abundancia do
género Prosthecobacter entre os grupos DH+EC e DH+SED ao final do experimento. (E)
Comparacao da abundancia do género Anaeroplasma entre os grupos DH+EC (n=1* duplicado) e
DH+SED (n=4) ao final do experimento. Os dados estdo apresentados em média * desvio padrao.

Contudo, tais alteragdes nao atingiram significAncia estatistica em virtude do

n experimental do grupo DH+EC ser minimo, levando também a ndo apresentagéo

de diferencas nas abundéancias de bactérias entre grupos DH+EC e DH+EI.
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Figura 18 - Diferenciacdo dos géneros de bactérias entre exercicio continuo e
sedentarios.
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Figura 18. Diferenciacao dos géneros de bactérias entre exercicio continuo e sedentarios.

(A) Comparacgéao das espécies de bactérias através de LDA score entre os grupos DH+EC e DH+SED
ao final do experimento. (B) Comparagao da abundéancia da espécie Bilophilawadsworthia entre os
grupos DH+EC e DH+SED ao final do experimento. (C) Comparacido da abundancia da espécie
Luteolibacteralgae entre os grupos DH+EC e DH+SED ao final do experimento. (D) Comparacao da
abundancia da espécie Calothrixparietina entre os grupos DH+EC (n=1* duplicado) e DH+SED (n=4)
ao final do experimento. Os dados estdo apresentados em média * desvio padréao.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo verificamos que 4 semanas de treinamento com
exercicios fisicos intervalados de alta intensidade sdo suficientes para induzir
alteragdes significativas na microbiota de camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica quando comparados aos seus congéneres sedentarios. E verificamos
qgue o treinamento de intervalado de alta intensidade promove importante aumento
na quantidade relativa de Akkermansia muciniphila. Além disso, nosso estudo
também indica que 4 semanas de qualquer treinamento, seja moderado ou intenso,
ja é capaz de atenuar os efeitos da dieta rica em gordura saturada na sensibilidade a
insulina.

Existem varios programas e protocolos de treinamento e exercicios fisicos
que visam cumprir 0 prometido em relacdo a composicdo corporal, porém o0s
mistérios dos processos que acontecem no interior do nosso corpo vém sendo
descobertos aos poucos com o passar dos anos. O treinamento de alta intensidade
e curta duragcdo e o de baixa-média intensidade e longa duracao sao capazes de
obter resultados em relagdo a composicao corporal, de forma isolada ou combinados
com dietas ou farmacos [127, 128], bem como em acentuar a sensibilidade a
insulina e a tolerancia a glicose, mesmo em experimentos onde as amostras
apresentavam tracos de DM2 ou até mesmo com essa disfungdo totalmente
estabelecida [129].

Em relagcdo ao peso corporal, nossos resultados mostraram que os dois
grupos treinados apresentaram resultados similares, ou seja, foram capazes de
fazer com que os animais alimentados com dieta hiperlipidica atingissem valores
médios semelhantes aos observados nos animais alimentados com ragdo padrédo
para roedores. Corroborando nossos resultados, Wang e colaboradores verificaram
que 8 semanas dos dois tipos de treinamento resultaram em semelhante perda de
peso [130]. Além disso, estudo anterior demonstrou que quando iniciados
juntamente com a dieta hiperlipidica os dois treinamentos resultam em similar
protecédo contra o ganho de peso [131].

Embora as bactérias intestinais tenham sido exploradas por varias décadas,
as investigacbes sobre o papel dos microrganismos que residem no intestino
humano tém atraido muita atencdo além das doencas infecciosas classicas. Por

exemplo, numerosos estudos relataram mudancas na microbiota intestinal durante
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nao apenas obesidade, diabetes e doencas hepaticas, mas também céancer e até
mesmo em doengas neurodegenerativas [132-139]

Dentro do grupo sedentario (DH+SED), houve déficit em relacdo ao grupo
CTL na abundéancia do Género de bactérias gram-negativas Anaeroplasma (figura
12B), que estd ligada ao aumento de expressdo da proteina transportadora de
glicose tipo 4 (GLUT4) através do aumento da atividade da citrato sintase que € uma
marcador de atividade oxidativa muscular[140], sendo considerada um potencial
tratamento contra a disbiose de diabéticos e ganho de peso [141]. Esse género de
bactéria também se mostrou aumentado no grupo DH+EIl (figura 15H),
sugestionando assim um dos mecanismos de atuag¢do desse modelo de treinamento
no controle das comorbidades adquiridas pela obesidade. Também houve défit no
género Bilophila (figura 12C), que dentro das suas funcionalidades englobam quebra
de ureia em amébnia e bicarbonato, e algumas dessas bactérias sdo grandes
produtoras de sulfeto de hidrogénio, um gas que ja foi relacionado com desordens
psicologicas como epilepsia [142]. Resultados semelhantes foram encontrados em
estudos que classificavam o impacto de dietas do mediterraneo na microbiota
intestinal comparadas com consumo de fast-food, sugerindo que o aumento na
abundancia desse género pode estar relacionado com o padrao alimentares e os
variados tipos de alimentos[143, 144].

Nesse contexto, as bactérias do género Turicibacter (figura 12lI), sao
sugeridas como transportadoras de serotonina intestino-derivada [145, 146], o
desequilibrio desse neurotransmissor esta também relacionado a desordens
psicologicas.

Em contra partido o grupo de treinamento intervalado de alta intensidade foi
capaz de recuperar a abundancia desse género, indicando assim esse tipo de
exercicio como um potencial candidato a ser um adjuvante no tratamento e
prevencao desses disturbios.

Dentre as estruturas presente no intestino, a responsavel pelo controle por
sua integridade é denominada TJ. Na sua composicao, participam as mucinas, que
sao substratos secretados por células epiteliais, em sua maioria, e estimulados pela
presenca de AGCC resultante da fermentacao de carboidratos [62-66]. A integridade
da barreira epitelial intestinal mantida pelas TJ € crucial para proteger o corpo contra
estimulos de estresse relacionados a inflamagcdo e infecgcdo. A alteracdo da
homeostase de TJ induza a patogénese de varias doencas e vice-versa [147].
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Animais alimentados com dieta hiperlipidica ja foram anteriormente
observados com a estrutura das TJ alteradas [22, 147, 148]. A dieta rica em gordura
causou supressao dos niveis de occludina, claudina-1, claudina-3 e JAM-1,
juntamente com um nivel aumentado de TNF- a plasmatico na mucosa do intestino
delgado de ratos [148]. Este tipo de alimentacdo também mudou a populagéo
bacteriana intestinal e integridade de TJ em camundongos [22].

Em colaboragdo com os resultados observados com os géneros de bactérias
anteriormente citado, o déficit da abundancia das bactérias do género Rosebdria
para o grupo DH+SED (figura 12D), sugere um enfraquecimento na permeabilidade
intestinal, pois agem na fermentag¢éo do carboidrato, sendo consideradas produtoras
de butirato, estimulante de secre¢cao das mucinas que sao pertencente ao processo
de formagdo das TJ, sendo associada também com a redugdo da intolerancia a
glicose [149].

Nessa linha, as bactérias do género Cropococcus (figural2G), que se
mostram ausente para o grupo DH+SED, s&o auxiliares na produgcéo de butirato
indiretamente, pois sao responsaveis pela liberacao de acido butirico, que contém
anéis de butirato [150], evidenciando potencialmente um dos mecanismos que levam
ao decréscimo de funcionalidade da microbiota em animais sedentérios alimentados
com dieta hiperlipidica.

Por volta do ano de 2013, foram realizados experimentos que descobriram e
comprovaram a eficiéncia da bactéria Akkermansia muciniphyla no controle da DM2
e aumento de massa corporal [151], e em 2017, descobriu-se que a proteina,
denominada AMUC_ 1100, presente em sua membrana seria capaz de potencializar
seus beneficios [152].

Seguindo essa légica, o resultado obtido em nosso experimento mostra que o
protocolo de treinamento intervalado de alta intensidade, foi capaz de atenuar e
controlar tanto questdes relacionadas a resisténcia a insulina como ao ganho de
peso. Tais efeitos podem estar relacionados a essa bactéria, uma vez que os
animais sujeitos a esse tipo de treinamento apresentaram abundancia maior da
bactéria Akkermansia muciniphyla (figura 150). Em colaboracao, recentemente, um
estudo mostrou mais um mecanismo de atuacdo dessas bactérias, através de sua
acdo em uma proteina denominada P9, que age promovendo a termogénese no
tecido adiposo marrom [153]. A Akkermansia também pode ser aumentada usando
uma tratamento de células-tronco mesenquimais e células progenitoras endoteliais,
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0 que resultou em reparacdo da microbiota intestinal e também no aumento de
mucinas como ocludinas, evidenciando assim efeitos positivos dessa bactéria na
integridade da barreira intestinal [154].

Além disso, esse modelo de treinamento de alta intensidade parece
apresentar um ambiente intestinal mais propicio a apresentar TJ mais integras tendo
em vista que resulta em aumento na abundéncia de bactérias dos géneros
Lactococcus (figura 15E), que possuem como produto final de seu processo de
fermentagdo o acido latico, que por sua vez é fermentado por bactérias do género
Lactobacillus (figura 15D), também aumentada em decorréncia desse tipo de
treinamento, o que colabora para a producédo de mucinas TJ[155].

De forma interessante, o treinamento intervalado de alta intensidade
promoveu aumento da abundéancia de bactérias do género Megasphaera (figura
15Q) que também fazem parte do grupo de bactérias produtoras de mucinas, em
especifico, daquelas capazes de produzir butirato, acetato e propionato, como
evidenciado em fermentacao de até 97% do lactato em ruminantes[156-158], e em
aves[159].

Nessa linha, outros géneros que fazem parte da familia Lachnospiraceae
como o género Dorea (figura 151) e Lachnospira (figura 15K), sdo também grandes
produtores de mucinas como butirato e acetato, sugerindo uma melhora na estrutura
da parede intestinal por conta das TJ, estando maior concentradas no grupo DH+EIL.

O aumento da populacao de bactérias do género Bifidubacterium (figura 15P)
no grupo DH+EI, sugere um acréscimo a saude dos animais, pois essa bactéria ja foi
relacionada com tratamento da sindrome do intestino irritdvel [160], bem como no
tratamento de diverticulite [161], além de auxiliar no funcionamento do sistema
imunolégico [162].

Estudo mostram que o aumento na abundancia de bactérias Bifidubacterium
spp. tém relevancia muito importante na produgdo de mucinas, na manutencédo da
integridade das TJ, e na homeostase intestinal. Mais especificamente, o tratamento
com prebidticos que induzem essa cepa foi capaz de aumentar a expressao de ZO-
1, que em contrapartida, mostrou correlacao negativa com os niveis plasmaticos de
LPS sugerindo que o aumento especifico de bifidobactérias impactou positivamente
o desenvolvimento de endotoxemia metabdlica[163]. Acreditamos que o aumento de
Bifidubacterium spp observado em nossos animais também tenha atenuado a
endotoxemia desses animais apesar de nao termos aferido os niveis de LPS na
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presente dissertacdo, pois pesquisas anteriores demonstraram que o exercicio fisico
€ capaz de reduzir significativamente os niveis circulantes de LPS em alimentador
com dieta hiperlipidica [164-166].

Em se tratando do protocolo de treinamento continuo (DH+EC) do presente
estudo, os resultados sdo inconclusivos ou insuficientes para que haja uma
comparacao entre a composi¢cao das microbiotas, tendo em vista as intercorréncias
durante as fases de andlises, se fazendo necessério um ndmero maior de analises

para se obter comparacgdes fidedignas.
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6. CONCLUSAO

Quando tomados em conjunto os dados dessa pesquisa nos permitem
concluir os seguintes pontos: os protocolos de treinamentos propostos, sendo
continuo e intermitente de alta intensidade, tém o mesmo grau de efeito em relacao
ao controle de peso e da sensibilidade a insulina e que o exercicio intermitente
promove alteragdes positivas na microbiota intestinal em comparacdo a do grupos
sedentario, com destaque a essas alteracdes, pois possivelmente ha a participacao
delas no tanto na melhora da sensibilidade a insulina e na redugéo do peso corporal.
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