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EFEITOS DO EXERCICIO AGUDO OU CRONICO SOBRE A MICROBIOTA
INTESTINAL DE EQUINOS COM SOBREPESO

RESUMO
Microbiota intestinal equina desempenha papel fundamental na digestdo de fibras,
metabolismo de carboidratos e homeostase intestinal. Dois estudos investigaram efeitos do
exercicio fisico na microbiota intestinal de equinos mantidos a pasto, analisando impacto do
treinamento subméaximo e dos estimulos agudos do teste de esforco incremental (TEI) e da
méaxima fase estavel do lactato (MFEL). No primeiro estudo, equinos foram submetidos a
protocolo de treinamento submaximo por sete semanas, seguido por periodo de recuperacao de
30 dias. Treinamento ndo alterou significativamente diversidade alfa, mas diversidade beta
variou ao longo do tempo, sugerindo adaptacdo transitdria ao exercicio. Aumento na
abundancia de Proteobacteria foi observado apds sete semanas, seguido por reducdo na
recuperacdo, indicando resposta adaptativa ao esforco fisico. pH fecal apresentou leve reducdo
apos treinamento, mas estabilizou-se na recuperacao, reforcando que efeitos do treinamento
foram temporarios e ndo comprometeram homeostase intestinal. No segundo estudo, equinos
foram avaliados antes e apos protocolos de TEI e MFEL para andlise dos efeitos do exercicio
agudo. Riqueza microbiana aumentou 24 horas ap6s TEI, seguida de reducdo em 48 horas,
enquanto na MFEL microbiota manteve-se estdvel. No MLSSLACEX, onde lactato excedeu 1
mM, observou-se maior dissimilaridade na microbiota, sugerindo que esforcos intensos
impactam sua composicdo. pH fecal reduziu apés TEI, indicando maior fermentacédo bacteriana,
enquanto permaneceu estavel no MFEL, demonstrando que intensidade moderada néo causou
alteracOes significativas. Resultados indicam que exercicio fisico modula temporariamente
microbiota intestinal de equinos, sendo intensidade e duracdo determinantes para magnitude
dessas mudancgas. Treinamento submaximo promove adaptacdes transitérias sem impacto
duradouro, enquanto exercicios agudos acima do limiar de lactato induzem variagGes mais
expressivas. Achados reforcam importancia do controle da intensidade do treinamento e

estratégias nutricionais para preservar saude intestinal de equinos atletas.
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Palavras-chave: equino, treinamento subméximo, maxima fase estavel do lactato, microbiota

intestinal, teste de esforgo incremental

EFFECTS OF ACUTE OR CHRONIC EXERCISE ON THE INTESTINAL
MICROBIOTA OF OVERWEIGHT HORSES

ABSTRACT
Equine gut microbiota plays a fundamental role in fiber digestion, carbohydrate metabolism,
and intestinal homeostasis. Two studies investigated the effects of physical exercise on the gut
microbiota of pasture-maintained horses, analyzing the impact of submaximal training and
acute stimuli from the incremental exercise test (TEI) and maximal lactate steady state (MLSS).
In the first study, horses underwent a submaximal training protocol for seven weeks, followed
by a 30-day recovery period. Training did not significantly alter alpha diversity, but beta
diversity varied over time, suggesting a transient adaptation to exercise. An increase in
Proteobacteria abundance was observed after seven weeks, followed by a reduction during
recovery, indicating an adaptive response to physical effort. Fecal pH showed a slight reduction
after training but stabilized during recovery, reinforcing that training effects were temporary
and did not compromise intestinal homeostasis. In the second study, horses were evaluated
before and after TEI and MLSS protocols to analyze the effects of acute exercise. Microbial
richness increased 24 hours after TEI, followed by a reduction at 48 hours, while in MLSS,
microbiota remained stable. In MLSSLACEX, where lactate exceeded 1 mM, greater
microbiota dissimilarity was observed, suggesting that intense efforts impact microbial
composition. Fecal pH decreased after TEI, indicating greater bacterial fermentation, while it
remained stable in MLSS, demonstrating that moderate intensity did not cause significant
alterations. Results indicate that physical exercise temporarily modulates the equine gut
microbiota, with intensity and duration being key determinants of the magnitude of these
changes. Submaximal training promotes transient adaptations without long-term impact, while
acute exercise above the lactate threshold induces more pronounced variations. Findings
highlight the importance of training intensity control and nutritional strategies to preserve the

gut health of athletic horses.

Keywords: equine, submaximal training, maximal lactate steady state, intestinal microbiota,

incremental exercise test
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CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. INTRODUCAO

A microbiota intestinal desempenha um papel essencial na fisiologia dos equinos,
atuando na digestdo de fibras, na modulacdo do sistema imunoldgico e no metabolismo
energeético dos animais (Fernandes et al., 2014; Garber, Hastie & Murray, 2020). A composi¢ao
desse ecossistema microbiano é influenciada por diversos fatores, incluindo idade, dieta, estado
fisioldgico e ambiente (Costa & Weese, 2012; Julliand & Grimm, 2017). Em equinos mantidos
a pasto, a dieta rica em forragem é determinante para a estabilidade microbiana, favorecendo
filos bacterianos predominantes, como Firmicutes e Bacteroidetes, responsaveis pela
fermentacdo de polissacarideos complexos e pela producdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) (Theelen et al., 2021). No entanto, modificacbes no manejo nutricional e a exposicao
a diferentes niveis de exercicio fisico podem alterar essa composicdo, influenciando
diretamente a homeostase intestinal e 0 desempenho atlético dos equinos (Janabis et al., 2016).

Estudos indicam que o exercicio fisico tem o potencial de modificar a diversidade e a
estrutura da microbiota intestinal em diversas espécies, incluindo humanos, roedores e equinos
(Allen et al., 2015; Janabis et al., 2016). Essas alteracGes podem ser benéficas ou prejudiciais,
dependendo da intensidade e da duracdo do esfor¢o. Exercicios aerébicos moderados tendem a
aumentar a abundancia de bactérias benéficas, como Roseburia e Faecalibacterium, produtoras
de AGCC que promovem a integridade da mucosa intestinal e a regulacdo do sistema
imunoldgico (Silvers et al., 2021). Por outro lado, o exercicio intenso pode levar a um quadro
de disbiose, caracterizado pela reducdo da diversidade microbiana e pelo aumento da
permeabilidade intestinal, favorecendo processos inflamatorios (Gorniak et al., 2021).

No contexto da fisiologia esportiva equina, a avaliacdo da capacidade aer6bica é
fundamental para a otimizacdo do desempenho atlético. O teste de esforco incremental (TEI) é
amplamente utilizado para determinar o limiar de lactato (LL), ponto em que ocorre um
aumento exponencial na concentracdo plasmatica de lactato, indicando transi¢cdo para
metabolismo anaerdbico (Ferraz et al., 2022). Paralelamente, a maxima fase estavel de lactato
(MFEL) representa a intensidade méaxima na qual a concentracdo de lactato permanece em
equilibrio durante exercicio continuo, sendo considerada o padrdo ouro para prescrigdo de
treinamentos aerobicos (Heck & Wackerhage, 2024). Embora esses testes sejam essenciais para
0 ajuste da carga de trabalho em equinos atletas, seu impacto sobre a microbiota intestinal ainda

ndo é bem compreendido.



Por outro lado, o treinamento subméximo tem sido estudado como uma estratégia menos
agressiva, capaz de promover adaptacdes fisiologicas sem comprometer a homeostase intestinal
(Plancade et al., 2019). Esse tipo de treinamento mantém os animais dentro de uma faixa de
esforco moderado, prevenindo efeitos deletérios associados ao exercicio extenuante, como
estresse oxidativo e inflamagdo intestinal (Cholewinska et al., 2020). No entanto, ainda ha
lacunas na literatura quanto aos efeitos do treinamento subméximo na diversidade microbiana
e na estabilidade do ecossistema intestinal de equinos.

Dessa forma, a presente dissertacdo estd organizada em capitulos que abordam, de
maneira sistematica, os impactos do exercicio fisico sobre a microbiota intestinal de equinos
mantidos a pasto. Nos capitulos subsequentes, os temas sdo aprofundados por meio de dois
artigos cientificos. O primeiro investiga as respostas microbianas ao teste de esforco
incremental e a maxima fase estavel do lactato, enquanto o segundo explora os efeitos do

treinamento subméaximo na composic¢do da microbiota equina.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbiota intestinal dos equinos

A microbiota intestinal de equinos é composta por um complexo ecossistema de
microrganismos, incluindo bactérias, fungos, protozoarios e virus, que desempenham papéis
essenciais na digestdo de fibras, na fermentacao de polissacarideos estruturais e na producéo de
metabolitos importantes, como os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (Julliand & Grimm,
2017; Theelen et al., 2021). A predominancia dos filos Firmicutes e Bacteroidetes € um dos
principais marcadores de um microbioma equilibrado, auxiliando na degradacéao de celulose e
hemicelulose, componentes essenciais da dieta equina baseada em forragens (Fernandes et al.,
2014).

A composicdo microbiana pode ser afetada por fatores extrinsecos, como alteracdes
dietéticas, uso de antibioticos e praticas de manejo, que impactam diretamente a diversidade e
estabilidade do microbioma intestinal (Costa & Weese, 2012). Alteragdes bruscas na dieta
podem resultar em disbiose, caracterizada pela reducdo da diversidade microbiana e pelo
aumento de microrganismos potencialmente patogénicos, desencadeando distarbios

gastrointestinais, como a cdlica e a laminite (Garber, Hastie & Murray, 2020).



Além da dieta, outro fator relevante na modulagdo da microbiota intestinal é a atividade
fisica. Estudos recentes sugerem que o exercicio fisico pode influenciar significativamente a
composicdo e diversidade microbiana em equinos atletas, promovendo mudancas na
abundancia relativa de determinadas bactérias e impactando a digestdo e o metabolismo

energético dos animais (Allen et al., 2015; Almeida et al., 2016).

2.2 Efeitos do exercicio fisico sobre a microbiota

O exercicio fisico é um fator determinante na homeostase metabdlica e fisiologica dos
equinos, influenciando ndo apenas o sistema musculoesquelético e cardiorrespiratorio, mas
também o equilibrio da microbiota intestinal (Costa & Weese, 2012; Julliand & Grimm, 2017).
A relacdo entre atividade fisica e microbiota intestinal tem sido amplamente estudada em
diversas espécies, demonstrando que diferentes tipos e intensidades de treinamento podem
modular a diversidade e a composi¢ao microbiana de maneira significativa (Evans et al., 2014;
Allen et al., 2015). No contexto dos equinos atletas, essa interacdo pode ter implicacdes diretas
no metabolismo energético, na digestibilidade da dieta e na resposta inflamatoéria ao exercicio
(Theelen et al., 2021).

Estudos demonstram que o treinamento aerdbico moderado pode favorecer um aumento
da diversidade microbiana e estimular a proliferacdo de bactérias benéficas, como Roseburia e
Faecalibacterium, que desempenham um papel essencial na fermentagdo de polissacarideos e
na producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), especialmente o butirato (Silvers et al.,
2021). Esse metabolito € um dos principais reguladores da integridade da mucosa intestinal e
esta associado a reducdo da inflamacdo sistémica, o que pode contribuir para a melhora da
adaptacao fisiol6gica ao treinamento (Julliand & Grimm, 2017). Em equinos mantidos a pasto,
onde a dieta é predominantemente rica em fibras fermentaveis, a microbiota intestinal pode
responder de forma ainda mais expressiva ao exercicio, otimizando o aproveitamento
energético e reduzindo o impacto do estresse oxidativo induzido pelo esforco fisico (Plancade
etal., 2019).

No entanto, a resposta da microbiota ao treinamento ndo é uniforme e pode ser
influenciada pela intensidade e duragdo do exercicio. Enquanto a préatica regular e moderada
favorece um microbioma mais equilibrado, exercicios intensos ou prolongados podem levar a
um estado de disbiose, caracterizado pela reducéo da diversidade microbiana e pela perda da

estabilidade da microbiota intestinal (Gorniak et al., 2021). Esse desequilibrio pode
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comprometer a digestao e absorcdo de nutrientes, além de aumentar a permeabilidade intestinal,
favorecendo a translocagdo bacteriana e estimulando processos inflamatorios sistémicos
(Cholewinska et al., 2020). Em equinos submetidos a treinamento de alta intensidade, essa
condicdo pode estar associada a ocorréncia de diarreias, colicas e queda no desempenho atlético
devido a uma menor eficiéncia na metabolizacdo de substratos energéticos (Julliand & Grimm,
2017; Costa & Weese, 2012).

A relacdo entre microbiota intestinal e desempenho esportivo também pode estar
associada a regulacdo do metabolismo de carboidratos e lipidios (Julliand & Grimm, 2017).
Algumas bactérias intestinais sdo responsaveis pela fermentagéo de fibras e pela producao de
metabdlitos que impactam a homeostase energética, auxiliando no suprimento de glicose e
acidos graxos de cadeia curta para 0 metabolismo muscular (Mach et al., 2020). Em cavalos
atletas, um microbioma mais equilibrado pode favorecer uma melhor adaptacéo ao treinamento,
otimizando o tempo de recuperacéo e reduzindo a fadiga muscular (Plancade et al., 2019). Por
outro lado, um desequilibrio microbiano pode resultar na producdo de metabdlitos pro-
inflamatdrios, comprometendo o desempenho fisico e aumentando o risco de sobrecarga
fisioldgica (Allen et al., 2015).

Embora a relagcdo entre microbiota e desempenho esportivo tenha sido amplamente
explorada em humanos e roedores, ainda ha lacunas na literatura sobre o impacto especifico do
treinamento na microbiota intestinal de equinos (Theelen et al., 2021). Pesquisas recentes
sugerem que alteragdes na composicdo microbiana podem influenciar diretamente a capacidade
de adaptacdo ao exercicio, afetando a biodisponibilidade de nutrientes e a eficiéncia do
metabolismo energético (Allen et al., 2015). Dessa forma, compreender os mecanismos pelos
quais o exercicio modula a microbiota intestinal pode fornecer subsidios para aprimorar
estratégias de manejo nutricional e prescricdo de treinamento, garantindo um melhor
desempenho atlético e maior bem-estar para os equinos atletas (Julliand & Grimm, 2017;
Plancade et al., 2019).

2.3 Treinamento e desempenho dos equinos

A prescricdo de treinamento para equinos atletas é baseada na avaliacdo da capacidade
aerobica e anaerdbica, sendo os testes fisiologicos ferramentas essenciais para ajustar a carga
de trabalho de acordo com a aptidao individual do animal (Ferraz et al., 2022). A determinagéo

precisa da capacidade aerdbica é essencial para evitar sobrecarga fisiologica e otimizar o
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desempenho esportivo, sendo amplamente utilizada a avaliagdo do limiar de lactato (LL) e da
méaxima fase estavel de lactato (MFEL).

O teste de esforco incremental (TEI) é um dos métodos mais empregados para determinar
o limiar de lactato (LL), que corresponde a intensidade de exercicio na qual a producéo de
lactato no sangue se torna maior do que sua remocdao, resultando em um aumento exponencial
da concentragdo plasmaética (Heck et al., 1985; Ferraz et al., 2022). O LL tem sido amplamente
utilizado na prescricao de treinamento aerébico em equinos, pois permite identificar o ponto
ideal para otimizacdo do condicionamento fisico sem comprometer a homeostase metabolica
(Svedahl & Maclntosh, 2003).

Além do TEI, outro método amplamente utilizado para monitoramento da capacidade
aerobica é a maxima fase estavel de lactato (MFEL), considerada o padrdo ouro para a
determinacéo do desempenho aerébico em humanos e animais, incluindo equinos e caes (Soares
et al., 2014; Ferraz et al., 2022). A MFEL pode ser definida como a maior intensidade de
exercicio na qual a concentracdo plasmatica de lactato ([La-]) atinge um estado dindmico de
equilibrio entre producéo, remocao e metabolismo, sem aumento progressivo da concentracdo
ao longo do tempo (Brooks, 2020; Heck & Wackerhage, 2024). O critério mais aceito para
identificacdo da MFEL é a variacdo maxima de 1mM de [La-] durante os Gltimos 20 minutos

de uma sessao de exercicio de velocidade constante (Ptoszczyca et al., 2020; Ferraz et al., 2022).
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CAPITULO 2 - Efeitos do treinamento subméaximo sobre a microbiota intestinal de
equinos mantidos a pasto

RESUMO

A atividade fisica modula o metabolismo microbiano intestinal dos humanos e pode determinar
mudancas na microbiota intestinal dos equinos submetidos ao condicionamento fisico com
repercussdes metabolicas e enddcrinas. Nesse contexto, os efeitos metabolicos do treinamento
subméximo tém sido estudados em equinos, entretanto, os reflexos do condicionamento fisico
na microbiota intestinal ainda sdo pouco compreendidos. Investigou-se a influéncia do
treinamento subméaximo na composicdo da microbiota intestinal de equinos mantidos em
regime alimentar a pasto em trés momentos: antes do treinamento (Submax), apos sete semanas
de exercicio (Week?7) e apds 30 dias de recuperacao (Trev30). A composicdo e a diversidade
da microbiota intestinal, foram investigados pelo sequenciamento da regido V4 do 16S rRNA,
utilizando plataforma lllumina e ferramentas de Bioinformaética. A analise de diversidade beta
mostrou variagdes da composicdo de espécies entre os grupos (p = 0,001) sem impacto
significativo na diversidade alfa (p > 0,05), A abundancia do filo Proteobacteria com 7 semanas
(Week?7), seguido de reducdo apo6s 30 dias (Trev30), sugerindo uma resposta adaptativa ao
treinamento. A dieta a base de forragem ajudou a manter a estabilidade da microbiota intestinal,
evitando grandes alteracBes na composicdo bacteriana e promovendo ambiente equilibrado ao
longo do estudo. O pH fecal apresentou leve reducdo apds sete semanas de exercicio, sem
diferencas estatisticas significativas entre os grupos (p > 0,05), refletindo ajustes metabolicos,
e se estabilizou ap6s o periodo de recuperacao em Trev30, sugerindo um reajuste microbiano
pos-treinamento. O treinamento subméximo alterou temporariamente a microbiota intestinal,

mas sem mudancas permanentes na comunidade microbiana.

Palavra-chave: modulagdo microbiana;, microbiota equino,, fezess, diversidade microbianaa,

treinamento submaximos



1. Introdugéo

A relagdo entre exercicio fisico crénico e salde tem sido amplamente documentada em
diversas especies, incluindo equinos(1-4). Estudos indicaram que exercicios aerobios regulares
e moderados estdo correlacionados positivamente com a satde geral dos animais (5,6). Cavalos
de esporte frequentemente seguem dietas ricas em carboidratos, proporcionando fonte continua
de energia durante exercicios prolongados (7,8). No entanto, 0 consumo excessivo de
carboidratos facilmente fermentaveis como o amido pode alterar a composicao e a fungéo da
microbiota intestinal. A reducdo da diversidade microbiana e diminuicdo na producédo de
subprodutos benéficos, como &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), estdo associadas a
disturbios intestinais, como a colite (7,8). Esse fato ressalta a importancia da microbiota
intestinal na manutencdo da saude geral dos equinos, especialmente no contexto de exercicios
fisicos e dietas especificas. A microbiota intestinal dos equinos pode desempenhar papel crucial
na fisiologia geral dos animais, influenciando desde a satde metabdlica até o desempenho
atlético (9,10). Estudos indicaram que um ecossistema microbiano saudével nos cavalos
envolve grande diversidade de microrganismos, com algumas espécies dominantes e outras
desempenhando fungbes metabolicas especificas (11,12) . A interacdo entre treinamento e
microbiota intestinal mostra que o exercicio moderado pode favorecer o aumento de bactérias
benéficas, como Roseburia e Faecalibacterium, que produzem acidos graxos essenciais a satide
intestinal (13).

Estudos em roedores e no homem, demostraram que o exercicio fisico pode alterar a
composicdo microbiana intestinal (14,15).Treinamento intensivo, de cavalos, pode
desequilibrar filos dominantes, como Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria, devido ao
estresse fisioldgico e inflamagao (16,17).

Nesse contexto, o treinamento submaximo surge como alternativa ao condicionamento
fisico dos equinos servindo como base para situac@es mais intensas de exercicio. Supde-se que
ao induzir resposta na microbiota intestinal, o exercicio submaximo pode aumentar a
diversidade microbiana e modular e metabolicos. Diante do exposto, este estudo avaliou 0s
efeitos do treinamento submaximo na microbiota intestinal de equinos mantidos a pasto.

O programa de treino aplicado na presente pesquisa objetivou que 0s equinos estivessem aptos
a realizar o teste para determinacdo da maxima fase estavel de lactato (MFEL), variavel padréo
ouro para avaliacdo da aptiddo aerdbia. O presente estudo definiu a MAFEL como a carga
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externa onde a concentracdo plasmatica de lactato ndo aumenta mais do que 1 mM durante os

ultimos 20 minutos de um exercicio de carga constante.

2. Material e métodos

2.1 Animais

O estudo foi realizado com quinze equinos, sendo sete Puro-Sangue Arabe e oito sem
raca definida (11 fémeas e quatro machos castrados), com idades entre 3 e 22 anos e massa
corporal média de 418 + 53 kg. Nenhum dos animais apresentava histérico de doencas
gastrintestinais nos ultimos seis meses. Todos permaneceram alojados no mesmo pasto
recebendo alimentac&o exclusiva a base de forragem natural de Tanzénia (Panicum maximum)
e Massai (Panicum maximum x Panicum infestum), com oferta de sal mineral ad libitum. Dos
quize equinos, dez foram submetidos ao treinamento fisico subméaximo, enquanto cinco
permaneceram no grupo controle somente com atividade locomotora espontanea na mesma
pastagem. Os cavalos foram pesados no inicio da primeira e Ultima semana de treinamento
utilizando balanca digital para pesagem de animais (MGR-3000 Junior®, Toledo do Brasil

Industria de Balancas Ltda, Sdo Bernardo do Campo, Brasil).

2.2 Coleta das amostras de fezes

As amostras de fezes foram coletadas diretamente do reto dos animais utilizando luvas
de palpacdo sendo acondicionadas em potes coletores estéreis. As fezes foram armazenadas
imediatamente apos a coleta em recipiente isotérmico e transportadas para o laboratério, onde
foram mantidas a -80°C até a extracdo do DNA.

2.3 Momentos de coleta

Para a avaliacdo do treinamento submaximo, as coletas foram realizadas em trés
momentos ao longo do experimento. A primeira coleta ocorreu antes do inicio do protocolo de
treinamento subméaximo (Submax), estabelecendo valores basais para comparacdo com as
etapas subsequentes. Apds sete semanas de treinamento, realizou-se a segunda coleta (Week7),
visando identificar possiveis alteracfes fisiologicas e metabolicas associadas ao exercicio
prolongado. O terceiro e ultimo momento de coleta ocorreu 30 dias apds a interrupgdo do
treinamento (Trev30), permitindo a analise das respostas do organismo ao periodo de

recuperacdo. Para controle das variaveis e melhor interpretacdo dos efeitos do treinamento,
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coletas equivalentes foram realizadas nos equinos que compuseram 0 grupo controle que
conforme supramencionado ndo passaram pelo protocolo de treinamento submaximo, sendo
identificados como SubmaxC (inicio), Week7C (sete semanas) e Crev30 (30 dias de

recuperacao).

2.4 Andlise do pH fecal

O pH fecal foi avaliado em todas as etapas de coleta utilizando pHmetro de bancada.
Para a andlise, 30 g de fezes frescas foram diluidas em 30 mL de agua ultrapura do tipo I,

fornecida pelo sistema Milli-Q®.

2.5 Treinamento submaximo

O treinamento dos equinos foi monitorado para quantificacdo da carga interna. Assim,
a frequéncia cardiaca (FC) foi medida durante as etapas do treino por meio de um
frequencimetro Polar, receptor M430 com transmissor especifico Polar H-10, para cavalos
(Polar Electro®, Kempele, Finlandia). Tal dispositivo possui taxa de amostragem de 128 Hz e
foi recentemente validado especificamente para uso em cavalos (18). O protocolo de
treinamento teve duragéo de seis semanas, com trés sessfes semanais de 12 minutos cada. Nas
trés primeiras semanas, 0s animais passaram por uma fase de adaptacéo, que consistiu em 2
minutos de aquecimento a 1,5 m/s, seguidos de 10 minutos de exercicio na esteira para manter
a frequéncia cardiaca em torno de 130 bpm. A esteira foi inclinada a 5%, e a velocidade foi
ajustada conforme a resposta da FC de cada animal. Quando a FC caia abaixo de 125 bpm, a
velocidade foi aumentada em intervalos de 0,1 m/s, enquanto, quando a FC ultrapassava 140
bpm, a velocidade foi reduzida no mesmo intervalo. Nas trés semanas seguintes, a intensidade
do treinamento foi progressivamente elevada. Durante esse periodo, os cavalos continuaram
com o aquecimento de 2 minutos a 1,5 m/s e a inclinagdo de 5%, mas a meta passou a ser
frequéncia cardiaca de 160 bpm durante os 10 minutos de exercicio. Da mesma forma que na
fase inicial, a velocidade foi ajustada conforme a resposta da FC: caso a frequéncia estivesse
abaixo de 155 bpm, a velocidade era aumentada em intervalos de 0,1 m/s, e se ultrapassasse
170 bpm, a velocidade era reduzida proporcionalmente.
Esse protocolo visou otimizar a capacidade cardiorrespiratoria dos animais, proporcionando um
treinamento submaximo, progressivo e controlado, permitindo a prescrigéo individualizada da

resposta ao exercicio.
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2.6 Extracdo de DNA e sequenciamento

A extracdo de DNA foi realizada a partir de 250 mg de amostras fecais, utilizando o kit
Power Fecal Pro DNA Kit (QIAGEN), conforme as instru¢fes do fabricante. A qualidade do
DNA extraido foi confirmada por eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v), submetido a uma
corrente de 80 V por cerca de 2 horas. A quantificagcdo do DNA foi realizada com o Qubit® 2.0
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), utilizando o Qubit dsSDNA BR Assay Kit
(Invitrogen®), seguindo as orientacdes do fabricante. A regido V4 do gene 16S rRNA
bacteriano foi amplificada por PCR utilizando primers especificos: 515F: 5'-
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3' e 806R: 5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3' (19).
Apo6s a amplificacdo, os fragmentos de DNA foram purificados a partir de gel de agarose 2%
(p/v), utilizando o kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery (Zymo Research, Irvine, CA). Em
seguida, as bibliotecas foram preparadas com o Kit Nextera XT Index v2 (lllumina),
quantificadas e misturadas em concentracfes equimolares, submetidas ao sequenciamento. O
sequenciamento foi realizado na plataforma Illumina MiSeq, utilizando o kit MiSeq® v2 (300
ciclos) e a configuracdo de leitura pareada (2x150 bp). O sequenciamento de nova geragédo
(NGS) possibilitou a obtencéo de dados detalhados sobre a composi¢do microbiana, fornecendo
uma base robusta para analises taxondmicas e funcionais da microbiota intestinal dos equinos

analisados.
2.7 Bioinforméatica e analises estatisticas

Foram analisadas 44 amostras fecais para caracterizar a microbiota intestinal ao longo
do treinamento, utilizando o QIIME2 versdo 2023.7 (20). As sequéncias correspondentes aos
primers foram verificadas com USEARCH11 (21) e removidas com ‘cutadapt’ no QIIME2. O
plug-in DADAZ2 foi utilizado para a filtragem das leituras, remocao de quimeras e juncéo das
leituras pareadas. A taxonomia das ASVs foi atribuida utilizando o banco de dados Silva 138.1
(22). Para melhorar a qualidade, foram removidas ASVs presentes em apenas uma amostra e as
atribuidas a cloroplastos ou mitocéndrias. A diversidade alfa foi avaliada pelos indices de
Shannon e ASVs observadas, enquanto a diversidade beta foi calculada pelo indice de Bray-
Curtis e visualizada por PCoA, com diferencas significativas analisadas por PERMANOVA,
utilizando a plataforma MicrobiomeAnalyst (23). Os graficos foram gerados usando o pacote
ggplot2 no RStudio. A andlise da abundéncia relativa concentrou-se nos filos, familias e

géneros mais prevalentes (>1%). Todas as analises estatisticas foram realizadas, considerando
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um nivel de significAncia de 5%. As médias e os desvios padrdo foram calculados para
descrever os dados. A comparacdo entre os grupos foi realizada no software SAS® (Statistical
Analysis System), por meio do procedimento PROC NPARIWAY com a opcdo WILCOXON,
que executa o teste de Kruskal-Wallis, apropriado para dados ndo paramétricos. Quando o teste
apresentou significancia estatistica, foi empregada a opcdo DSCF (Dwass-Steel-Critchlow-
Fligner), que realiza automaticamente compara¢des multiplas post hoc entre os grupos.

3. Resultados

A composicdo da microbiota intestinal dos equinos variou ao longo do experimento,
com predominancia dos filos Firmicutes, Bacteroidota, Verrucomicrobiota e Euryarchaeota.
Filos menos abundantes como Proteobacteria, Actinobacteriota, Spirochaetota, Halobacterota,
Planctomycetota e Cyanobacteria também foram identificados (Figura 1). Firmicutes e
Bacteroidota se destacaram como os filos mais abundantes, enquanto Proteobacteria apresentou
variacao significativa entre os grupos (p = 0,0074, Tabela 1), apresentando maior abundancia
nos grupos Week7 C e Week7, e menor abundancia em Submax_C. Embora o gréfico de
abundancia relativa (Figura 1) sugira maior presenca de Proteobacteria no grupo Trev30, 0s
testes estatisticos ndo indicaram uma diferenca significativa (p > 0,05).

Em termos de familias bacterianas, as mais representativas foram Lachnospiraceae,
Oscillospiraceae e Christensenellaceae, seguidas por Rikenellaceae e Prevotellaceae, além de
Methanobacteriaceae e Eggerthellaceae. A  distribuicdo dessas familias variou
significativamente, com destaque para Eggerthellaceae, que apresentou menor abundéncia no
grupo Submax_C (controle sem treinamento) em comparacdo com Submax (inicio do
treinamento submaximo). Ja os grupos Crev30, Trev30, Week7 e Week7 _C apresentaram
valores intermediarios, sem distinc¢éo significativa entre si. A familia UCG_010, predominante
em Submax_C, apresentou reducdo em Trev30, enquanto em Week7 C exibiu um valor
intermediario. Ao nivel de género, observou-se que os principais géneros bacterianos, como
Lachnospiraceae_ XPB1014 group, Rikenellaceae_ RC9 _gut_group e
Christensenellaceae_R7_group, também apresentaram variagdes conforme o grupo
experimental (Figura 3). O género Lachnospiraceae XPB1014 group apresentou maior
abundéancia relativa antes do treinamento, em Submax, porém, observa-se reducéo significativa
nos momentos de coleta posteriores, tanto nos grupos tratados quanto no grupo controle (Tabela

3, Figura 3). A abundancia relativa do género Rikenellaceae_ RC9 gut _group, exibiu leve
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aumento no momento final de coleta (Trev30) (p=0,0273). Ao passo que a abundancia do
género UCG_010 apresentou comportamento inverso (p=0,0255).

Os resultados referentes a diversidade alfa da microbiota intestinal dos equinos
submetidos ao treinamento submaximo foram avaliados por duas métricas: Observed ASVs,
que mede a riqueza de espécies, e o indice de Shannon, que considera tanto a riqueza quanto a
uniformidade da comunidade microbiana. Embora pequenas variagdes possam ser observadas
(Figura 4 e 5), ndo ha evidéncias estatisticas que indiquem alteracdes na alfa diversidade entre
as diferentes fases experimentais. A beta diversidade da microbiota intestinal dos equinos,
avaliada pelo indice de Bray-Curtis, apresentou diferenca estatisticamente significativa na
composicdo microbiana entre os grupos experimentais (Figura 6) (p = 0,001). A anélise
estatistica (Tabela 4) indicou variacdo na composi¢cdo microbiana ao longo do periodo
experimental. Comparacdes entre Submax e Crev30 (p = 0,015) e entre Submax e Week7 _C (p
= 0,015) mostraram diferencas entre esses grupos. Varia¢cGes também foram observadas entre
Submax_C e Trev30 (p = 0,015) e entre Submax_C e Week7 (p = 0,015). A comparagéo entre
Trev30 e Week7_C apresentou valor de p de 0,015. J& a comparacdo entre Submax e Submax_C
indicou um valor de p de 0,02. A disposicdo das amostras no grafico de Bray-Curtis (Figura 6)
mostra distin¢do entre 0s grupos experimentais, com separacdo perceptivel entre diferentes
momentos do treinamento e recuperagéo.

Além das mudancas na composic¢ao microbiana, o pH fecal mostrou variagcfes entre 0s
grupos ao longo do experimento (Figura 7, Tabela 5). No momento inicial, o grupo SubmaxCO0
(controle antes do treinamento submaximo) apresentou um pH médio de 7,00 £ 0,27,
estatisticamente semelhante ao grupo Submax (antes do inicio do treinamento subméximo), que
registrou o maior valor (7,09 + 0,20). Na avaliacdo realizada apds sete semanas, 0S grupos
Week7_C (controle na semana 7) e Week?7 (sete semanas de treinamento) apresentaram valores
médios de 6,94 + 0,23 € 6,96 + 0,29, respectivamente. No grupo Crev30 (controle apds 30 dias),
observou-se a menor média de pH (6,55 + 0,47), sendo significativamente diferente do grupo
inicial Submax (p<0,05), mas estatisticamente semelhante aos grupos Week7, Week7 C e
Trev30 (p>0,05). O grupo Trev30 (30 dias apds o término do treinamento) apresentou um valor
médio de 6,96 £ 0,29, sem diferencas estatisticas em relacdo aos demais grupos (p=>0,05). O
teste de Tukey indicou que os grupos Week7, Week7_C e Trev30 ndo diferiram estatisticamente
entre si, enquanto o grupo Crev30 apresentou um pH significativamente menor em relacdo ao

grupo Submax (p<0,05), mas sem diferencas estatisticas em relacdo aos demais (p>0,05). O
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grupo treinado apresentou reducdo significativa da massa corporal em relacdo ao Submax (p =
0,01) (Tabela 6).

4. Discussdo

Este estudo investigou o impacto do treinamento submaximo sobre a microbiota
intestinal de equinos mantidos a pasto, analisando sua composicdo antes do treinamento
(Submax), apos sete semanas de exercicio (Week7) e apos 30 dias de recuperagdo (Trev30).
Firmicutes, Bacteroidota, Verrucomicrobiota e Euryarchaeota foram os filos mais abundantes
em todos o0s grupos. Proteobacteria aumentou em Week7, possivelmente em resposta ao estresse
fisiol6gico e a maior demanda energética durante o treinamento. Esse aumento pode estar
associado a maior mobilizacéo de substratos fermentaveis no intestino e ao ajuste microbiano
as novas condicdes fisioldgicas impostas pelo exercicio cronico, o que ja foi descrito em estudos
sobre alteracbes microbianas induzidas pelo treinamento fisico (2,24,25). A reducdo de
Proteobacteria em Trev30 sugere retorno a homeostase intestinal, possivelmente associado a
redistribuicdo do fluxo sanguineo para o trato digestorio apos o término do treinamento (26).
No grupo controle (Week7_C), a abundancia permaneceu estavel, indicando que essas
mudancas foram diretamente influenciadas pelo treinamento.

Entre as familias predominantes estavam Lachnospiraceae, WCHB1 41,
Oscillospiraceae e Rikenellaceae. Eggerthellaceae. Estas familias apresentaram menor
abundancia em Submax C e maior em Submax, sugerindo que diferencas individuais antes do
treinamento podem influenciar a resposta microbiana ao exercicio. A familia UCG_010, mais
abundante em Submax_C e reduzida em Trev30, pode ter relacdo com adaptacéo da microbiota
intestinal a maior demanda metabdlica durante o treinamento (12). A manutencdo da
estabilidade dessas familias ao longo do estudo pode estar associada a dieta rica em fibra, que
tem sido descrita como um fator de preservacdo da diversidade microbiana em equinos (8,13)
Entre os géneros predominantes, a maior abundancia de Lachnospiraceae_ XPB1014 group em
Submax e sua reducdo em Crev30 podem estar relacionadas a adaptacdo do metabolismo de
fibras a intensidade do exercicio. Rikenellaceae_ RC9 _gut_group, que reduziu em Submax, mas
aumentou em Week7_C, pode ter sido influenciado por fatores ambientais e dietéticos, uma vez
que estudos indicam que a microbiota equina responde dinamicamente a variagcdes de manejo

e treinamento (12,26).
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A diversidade alfa, medida pelos indices Observed ASVs e Shannon, ndo apresentou
diferengas estatisticas entre os grupos, sugerindo que o treinamento ndo reduziu a riqueza da
microbiota. Esse resultado corrobora achados anteriores que indicam que, em protocolos de
exercicio moderado, a diversidade alfa da microbiota equina tende a permanecer estavel (26).
Entretanto, isso ndo exclui a possibilidade de alteracbes funcionais na microbiota, que ndo
podem ser captadas por analises baseadas apenas em 16S rRNA (27). A diversidade beta, no
entanto, variou entre 0os grupos ao longo do experimento, demonstrando que o treinamento
modulou a estrutura da comunidade bacteriana. As diferencas entre Submax e Crev30, Submax
e Week7_C, e entre Trev30 e Submax_C reforcam que o exercicio influencia a microbiota
intestinal, seja por ajustes na utilizacdo de substratos energéticos, seja pelo impacto mecéanico
da atividade fisica sobre a funcéo intestinal (28).

Os achados indicam que o treinamento submaximo promoveu alteracdes temporarias na
microbiota intestinal, sem impacto duradouro na diversidade global. Essas mudancas parecem
refletir adaptacdes fisioldgicas ao exercicio, sendo revertidas apds o periodo de recuperacéo.
Durante o treinamento, alteracBes na microbiota podem impactar a digestdo, absorcdo de
nutrientes e resposta imunologica, afetando o desempenho dos equinos (26).

Ao longo do experimento, o pH fecal apresentou mudancas, refletindo as adaptacoes
induzidas pelo treinamento subméximo. Submax, antes do inicio do treinamento, apresentou o
valor mais alto de pH, enquanto, apés sete semanas de exercicio, Week7 apresentou uma leve
reducdo, acompanhada por um aumento na abundéncia de Proteobacteria, filo que inclui
bactérias fermentadoras rapidas, responsaveis pela producdo de metabolitos acidos, esse
aumento no pH mais baixo pode estar relacionado & maior demanda metabdlica imposta pelo
treinamento, resultando em mudancas transitérias na microbiota intestinal(29). Apds o periodo
de 30 dias de recuperacdo em Trev30, o pH fecal se estabilizou, retornando a valores
intermediarios, indicando um reajuste microbiano apds o término do treinamento. A presenca
e atividade de Firmicutes e Bacteroidota, especialmente das familias Lachnospiraceae e
Prevotellaceae, podem ter desempenhado um papel importante na regulacdo do pH intestinal,
por meio da producdo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC)(30) . A modula¢do da
microbiota observada em resposta ao exercicio parece ser um reflexo das adaptagdes
metabdlicas induzidas pelo treinamento, com o retorno ao equilibrio microbiano em Trev30,

sem comprometer a homeostase a longo prazo (28).
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No entanto, algumas limitagdes devem ser consideradas. O periodo de sete semanas
pode ndo ter sido suficiente para induzir mudancas prolongadas. Além disso, a analise baseada
no sequenciamento de 16S rRNA permite identificar a composi¢cdo microbiana, mas ndo suas
funcBes metabolicas. Estudos futuros devem considerar protocolos mais extensos e abordagens
funcionais para esclarecer os impactos do treinamento na microbiota e sua influéncia no

desempenho atlético de equinos.

5. Concluséo

O treinamento subméaximo induziu alteracdes transitorias na microbiota intestinal de
equinos, sem impacto duradouro na diversidade alfa, mas com mudangas na composi¢do
microbiana ao longo do tempo. O aumento de Proteobacteria durante o treinamento e sua
posterior reducdo na recuperacdo indicam uma resposta adaptativa da microbiota as demandas
metabdlicas do exercicio. No entanto, a estabilidade da diversidade alfa sugere que a dieta a
base de forragem pode ter contribuido para a manutencdo da comunidade microbiana. As
diferencas na diversidade beta reforcam o efeito modulador do treinamento na microbiota
intestinal, embora essas mudancas tenham sido reversiveis. O pH fecal apresentou uma reducédo
apos sete semanas de exercicio, refletindo ajustes metab6licos da microbiota, e se estabilizou
apos o periodo de recuperacao em Trev30, indicando um reajuste microbiano pés-treinamento.
A auséncia de modificacGes permanentes sugere que a microbiota equina é capaz de se modular

e ajustar conforme o nivel de atividade fisica.
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9. Figuras

Figura 1. Distribuicdo da abundancia relativa dos principais filos bacterianos nos grupos ao
longo do tempo. O grafico mostra a variacdo da composicdo microbiana intestinal em resposta
ao treinamento fisico subméaximo.
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Figura 2. Abundancia relativa das familias bacterianas nos grupos ao longo do tempo. O gréfico
mostra a variacdo da composi¢cdo microbiana intestinal em resposta ao treinamento fisico
subméaximo.
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Figura 3. O gréfico mostra as variagcbes na composi¢do de géneros bacterianos nos grupos ao
longo do tempo. O gréafico mostra a variacdo da composicdo microbiana intestinal em resposta
ao treinamento fisico subméaximo.
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Figura 4. O grafico apresenta a riqueza de espécies ao longo do protocolo de treinamento fisico

submaximo nos equinos.
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Figura 5. O gréfico apresenta a diversidade alfa pela métrica Shannon ao longo do protocolo

de treinamento fisico submaximo nos equinos.
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Figura 6. Analise de coordenadas principais (PCoA), por meio do indice de Bray-Curtis para
amostras microbioldgicas avaliada em relacao ao treinamento subméaximo.
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Figura 7. Variacdo do pH fecal de cavalos submetidos ao treinamento submaximo. Os valores
representam a media do pH para cada grupo: Submax_C (controle antes do treinamento
subméximo), Submax (antes do inicio do treinamento subméximo), Week7_C (controle na
semana 7), Week7 (sete semanas de treinamento), Crev30 (controle apds 30 dias) e Trev30 (30
dias de recuperagdo). Letras distintas sobre as barras indicam diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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10. Tabelas

Tabela 1. Média + desvio padrdo da abundancia relativa dos filos bacterianos da microbiota intestinal de equinos submetidos a um
treinamento submaximo.

Tratamento/N° de equinos/Médias e Desvios Padroes* Valor  Probabil
Filo Crev30 Submax Submax_C Trev30 Week7 Week7_C do do Teste
5 10 5 10 10 5 Teste Teste
Others 0,0054 £ 0,0017 A 0,0064 = 0,0029 A 0,0071 £ 0,0038 A 0,0079 = 0,0037 A 0,0059 + 0,0029 A 0,0067 = 0,0038 A 0,5927 0,7056 F
Actinobacteriota 0,0302 = 0,0045 A 0,0193 + 0,0103 A 0,0260 = 0,0119 A 0,0287 = 0,0074 A 0,0279 + 0,0056 A 0,0292 + 0,0043 A 2,1661 0,0784 F
Bacteroidota 0,1981 + 0,0428 A 0,2465 = 0,0724 A 0,2157 + 0,0471 A 0,2295 + 0,0457 A 0,1985 + 0,0445 A 0,2117 £+ 0,0479 A 1,0592 0,3980 F
Cyanobacteria 0,0035 + 0,0026 A 0,0015 + 0,0015 A 0,0020 + 0,0018 A 0,0022 + 0,0015 A 0,0015 + 0,0007 A 0,0010 + 0,0004 A 7,4811 0,1872 Kruskal-Wallis
Euryarchaeota 0,0353 £ 0,0199 A 0,0229 + 0,0151 A 0,0658 + 0,0985 A 0,0294 =+ 0,0179 A 0,0396 + 0,0146 A 0,0711 £+ 0,0518 A 7,7787 0,1689 Kruskal-Wallis
Firmicutes 0,5129 + 0,0275 A 0,5428 = 0,0733 A 0,4867 + 0,1035 A 0,5291 = 0,0417 A 0,5551 + 0,0380 A 0,5234 + 0,0766 A 0,9625 0,4528 F
Halobacterota 0,0012 + 0,0007 A 0,0025 = 0,0024 A 0,0043 + 0,0063 A 0,0040 + 0,0069 A 0,0078 + 0,0074 A 0,0020 £ 0,0010 A 4,7637 0,4454 Kruskal-Wallis
Planctomycetota 0,0033 £ 0,0010 A 0,0018 = 0,0009 A 0,0029 £ 0,0018 A 0,0034 = 0,0022 A 0,0024 + 0,0013 A 0,0022 + 0,0011 A 11,3843 0,2519 F
Proteobacteria 0,0541 = 0,0771 A 10,0098 + 0,0083 B 0,0064 = 0,0041 B 0,0247 = 0,0276 AB 0,0052 + 0,0044 B 0,0064 = 0,0069 B 15,8281 0,0074 Kruskal-Wallis
Spirochaetota 0,0128 + 0,0058 A 0,0179 + 0,0074 A 0,0159 + 0,0071 A 0,0181 = 0,0109 A 0,0152 + 0,0058 A 0,0160 =+ 0,0043 A 0,4389 0,8185 F
Verrucomicrobiota 0,1432 + 0,0510 A 0,1286 + 0,0373 A 0,1671 + 0,0512 A 0,1230 + 0,0515 A 0,1410 + 0,0432 A 0,1303 + 0,0180 A 0,7997 0,5569 F

*: Valores seguidos pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste indicado (p=0,05).
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Tabela 2. Média + desvio padrdo da abundancia relativa das familias bacterianas da microbiota intestinal de equinos submetidos a um

treinamento subméaximo.

Tratamento/N° de equinos/Médias e Desvios Padroes*

Valor
Familia do Probab.
Crev30 Submax Submax_C Trev30 Week7 Week7_C teste  doteste
5 10 5 10 10 5

Acidaminococcaceae 0,016 = 0,007 A 0,022 + 0,006 A 0,015+ 0,007A 0,029+ 0,006 A 0,025+ 0,006 A 0,017 =+ 0,007 A 0,97 0,4511
Akkermansiaceae 0,024 = 0,008 A 0,012 + 0,006 A 0,006 + 0,008 A 0,01+ 0,006 A 0,015+ 0,006 A 0,008+ 0,008A 0,65 0,6637
Anaerovoracaceae 0,038 =+ 0,004 A 0,032 + 0,008 A 0,036 + 0,004 A 0,035 + 0,003 A 0,043+ 0,008A 0,044 =+ 0,004 A 1,95 0,109
Bacteroidales_BS11_gut_group 0,007 = 0,002 A 0,012 + 0,002 A 0,013+ 0,002A 0,005+ 0,002A 0,008+ 0,002A 0,011+ 0,002 A 2,44 0,0514
Bacteroidales_RF16_group 0,06 = 0,008 A 0,054 + 0,006 A 0,063 + 0,008 A 0,054 + 0,006 A 0,055+ 0,006 A 0,067+ 0,008 A 0,47 0,7942
Bacteroidales_UCG_001 0,019 = 0,003 A 0,015 + 0,002 A 0,012+ 0,003A 0,022 + 0,002 A 0,022 + 0,002 A 0,02 + 0,003 A 2,06 0,0924
Christensenellaceae 0,007 = 0,002 A 0,01 £ 0,001 A 0,009 + 0,002 A 0,011+ 0,001A 0,01+ 0,001 A 0,008+ 0,002A 0,68 0,6449
Eggerthellaceae 0,006 = 0,001 AB 0,003 =+ 0,001 B 0,01 £ 0,001 A 0,003 + 0,001 B 0,004 + 0,001 B 0,005+ 0,001 AB 4,23 0,0037
Erysipelotrichaceae 0,034 = 0,004 A 0,03 £+ 0,003 A 0,034 + 0,004 A 0,026 + 0,00 A 0,03+ 0,003A 0,025+ 0,004 A 0,9 0,4939
Eubacterium_coprostanoligenes_group 0,024 = 0,006 A 0,015 £+ 0,004 A 0,022 + 0,006 A 0,024 = 0,004 A 0,023 + 0,004 A 0,021 = 0,006 A 0,672 0,647
F082 0,01 = 0,003 A 0,011 + 0,002 A 0,012+ 0,003A 0,01+ 0,002A 0,011+ 0,002A 0,014+ 0,003 A 0,35 0,8794
Hungateiclostridiaceae 0,129 = 0,019 A 0,194 + 0,014 A 0,155+ 0,019 A 0,19 = 0,014 A 0,191+ 0,014 A 0,182 = 0,019 A 2,37 0,0576
Lachnospiraceae 0,035 = 0,017 A 0,023 + 0,012 A 0,066 + 0,0107A 0,029+ 0,012A 0,04 + 0,013A 0,071+ 0,017 A 1,62 0,1774
Methanobacteriaceae 0,05 = 0,013 A 0,003 + 0,009 A 0,002+ 0,013A 0,019+ 0,00A 0,002+ 0,001A 0,003 0,013A 2,32 0,062
Oscillospiraceae 0,087 = 0,009 A 0,088 + 0,007 A 0,075+ 0,000A 0,078 0,007A 0,08+ 0,007A 0,072 0,009 A 0,66 0,6532
p_251 05 0,031+ 0,02 A 0,091 + 0,014 A 0,049+ 0,02A 0,068+ 0,014A 0,045+ 0,015A 0,034 0,02A 2,05 0,0934
Planococcaceae 0,044 = 0,013 A 0,011 + 0,009 A 0,006 + 0,013 A 0,007+ 0,000A 0,034+ 0,01A 0,014+ 0,013A 1,99 0,1027
Prevotellaceae 0,048 = 0,007 A 0,06 + 0,006 A 0,049 + 0,007 A 0,062 + 0,005 A 0,053 + 0,006 A 0,056+ 0,007 A 0,85 0,5264
RF39 0,006 = 0,002 A 0,008 + 0,001 A 0,004 + 0,002 A 0,005+ 0,001 A 0,006+ 0,001 A 0,006 0,002 A 1,19 0,3344
Rikenellaceae 0,074 = 0,008 A 0,056 + 0,006 A 0,076 + 0,008 A 0,058 + 0,006 A 0,051+ 0,006 A 0,078 = 0,008 A 2,61 0,06
Ruminococcaceae 0,025 = 0,005 A 0,036 + 0,004 A 0,023+ 0,006 A 0,032 + 0,004 A 0,024 = 0,004 A 0,03 + 0,005 A 1,54 0,2006
Spirochaetaceae 0,013 = 0,003 A 0,018 + 0,002 A 0,016 + 0,003 A 0,018 + 0,002 A 0,015+ 0,003 A 0,016 = 0,003 A 0,43 0,8264
UCG_010 0,019 = 0,003 AB 0,02 £ 0,002 AB 0,025 + 0,003 A 0,014 + 0,002 B 0,018 + 0,002 AB 0,017 + 0,003 AB 2,91 0,0255
uncultured 0,006 = 0,002 A 0,007 = 0,001 A 0,006 + 0,002 A 0,006 + 0,001 A 0,005+ 0,002A 0,006+ 0,002A 0,24 0,9411
WCHB1_41 0,119+ 0,02 A 0,116 + 0,014 A 0,161+ 0,02A 0,113+ 0,014 A 0,126 + 0,015A 0,122+ 0,02 A 0,87 0,5088
Others 0,07 £ 0,008 A 0,053 + 0,006 A 0,063+ 0,008 A 0,068 + 0,006 A 0,066 + 0,006 A 0,054 =+ 0,008 A 1,2 0,3269

*: Valores seguidos pela mesma letra, na linha, nao diferem entre si pelo teste Tukey (p?0,05).



30

Tabela 3. Média + desvio padrdo da abundancia relativa dos géneros bacterianos da microbiota intestinal de equinos submetidos a um
treinamento submaximo.

Tratamentos / N°. Animais / Médias e Desvios Padroes* Valor Prob
Género Crev30 Submax Submax_C Trev30 Week7 Week7_C do do Teste
5 10 5 10 9 5 Teste Teste
Phascolarctobacterium 0,0161 = 0,0071 A 0,0219 = 0,0179 A 0,0153 = 0,0084 A 0,0287 + 0,0148 A 0,0246 = 0,0178 A 0,0172 = 0,0073 A 5,2853 0,3821 Kruskal-Wallis
Akkermansia 0,0243 + 0,0296 A 0,0122 + 0,0160 A 0,0058 + 0,0061 A 0,0100 + 0,0074 A 0,0153 + 0,0287 A 0,0084 + 0,0082 A 3,1894 0,6708 Kruskal-Wallis
Family_XIlI_AD3011_group 0,0076 =+ 0,0019 A 0,0111 + 0,0097 A 0,0078 + 0,0032 A 0,0067 + 0,0024 A 0,0152 + 0,0081 A 0,0191 + 0,0098 A 15,9039 0,7100 Kruskal-Wallis
Christensenellaceae_R7_group 0,0575 = 0,0142 A 0,0468 + 0,0191 A 0,0484 = 0,0147 A 0,0521 + 0,0147 A 0,0531 = 0,0186 A 0,0643 = 0,0222 A 0,81 0,5516 F
Eggerthellaceae_uncultured 0,0126 + 0,0050 A 0,0100 + 0,0054 A 0,0079 + 0,0032 A 0,0154 + 0,0063 A 0,0142 + 0,0038 A 0,0150 = 0,0067 A 2,22 0,0724 F
Eubacterium_coprostanoligenes_group 0,0338 + 0,0089 A 0,0300 + 0,0113 A 0,0337 + 0,0168 A 0,0259 + 0,0069 A 0,0300 =+ 0,0069 A 0,0250 + 0,0060 A 0,90 0,4939 F
F082 0,0236 =+ 0,0115 A 0,0150 + 0,0116 A 0,0219 + 0,0056 A 0,0244 + 0,0162 A 0,0232 + 0,0142 A 0,0211 + 0,0110 A 0,67 0,6470 F
Lachnospiraceae 0,0534 = 0,0201 A 0,0754 = 0,0237 A 0,0608 = 0,0194 A 0,0793 + 0,0164 A 0,0717 = 0,0145 A 0,0688 = 0,0070 A 1,81 0,1345 F
Lachnospiraceae_AC2044_group 0,0196 + 0,0111 A 0,0296 + 0,0118 A 0,0228 + 0,0095 A 0,0259 + 0,0087 A 0,0301 + 0,0120 A 0,0248 = 0,0086 A 0,98 0,4446 F
Lachnospiraceae_UC009 0,0096 + 0,0061 A 0,0140 + 0,0097 A 0,0105 £ 0,0057 A 0,0160 + 0,0146 A 0,0160 + 0,0094 A 0,0124 = 0,0050 A 3,6666 0,5983 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae_XPB1014_group 0,0113 = 0,0067 C 0,0285 + 0,0126 A 0,0276 + 0,0129 AB 0,0187 = 0,0072 BC 0,0274 + 0,0072 AB 0,0240 = 0,0066 AB 3,30 0,0143 F
Methanobrevibacter 0,0353 + 0,0199 A 0,0229 + 0,0151 A 0,0658 + 0,0985 A 0,0294 + 0,0179 A 0,0396 + 0,0146 A 0,0711 = 0,0518 A 7,7787 0,1689 Kruskal-Wallis
Acinetobacter 0,0496 + 0,0789 A 0,0032 + 0,0053 A 0,0024 + 0,0033 A 0,0187 + 0,0292 A 0,0018 + 0,0038 A 0,0028 + 0,0063 A 8,9477 0,1112 Kruskal-Wallis
Oscillospiraceae_NK4A214_group 0,0450 + 0,0118 A 0,0466 + 0,0125 A 0,0490 + 0,0112 A 0,0360 + 0,0097 A 0,0444 + 0,0083 A 0,0447 = 0,0077 A 1,54 0,1994 F
Oscillospiraceae_UC002 0,0143 = 0,0183 A 0,0151 = 0,0108 A 0,0043 + 0,0030 A 0,0111 + 0,0076 A 0,0124 = 0,0092 A 0,0050 = 0,0042 A 11,7251 0,3880 Kruskal-Wallis
Oscillospiraceae_UC005 0,0110 + 0,0041 AB 0,0145 + 0,0064 AB 0,0096 + 0,0041 B 0,0173 + 0,0088 A 0,0121 + 0,0047 AB 0,0123 = 0,0053 AB 1,47 0,2227 F
p_251 05 0,0311 + 0,0195 A 0,0911 + 0,0717 A 0,0491 + 0,0346 A 0,0678 + 0,0341 A 0,0451 + 0,0352 A 0,0343 + 0,0215 A 10,8354 0,5470 Kruskal-Wallis
Planococcaceae 0,0233 + 0,0406 A 0,0065 = 0,0109 A 0,0035 = 0,0046 A 0,0044 + 0,0048 A 0,0223 + 0,0191 A 0,0074 = 0,0141 A 4,7645 0,4453 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae_UC001 0,0146 = 0,0045 A 0,0184 = 0,0082 A 0,0151 = 0,0072 A 0,0167 = 0,0034 A 0,0141 = 0,0077 A 0,0160 = 0,0113 A 0,41 0,8369 F
Prevotellaceae_UC003 0,0103 =+ 0,0070 A 0,0161 + 0,0073 A 0,0141 + 0,0061 A 0,0165 + 0,0056 A 0,0158 + 0,0077 A 0,0115 = 0,0077 A 0,90 0,4906 F
Rikenellaceae_RC9_gut_group 0,0677 + 0,0190 AB  0,0471 =+ 0,0170 C 0,0686 + 0,0323 AB 0,0493 + 0,0126 BC 0,0457 = 0,0128 C 0,0694 = 0,0154 A 2,86 0,0273 F
Ruminococcus 0,0132 = 0,0060 A 0,0233 + 0,0101 A 10,0132 = 0,0095 A 0,0213 + 0,0097 A 0,0133 = 0,0105 A 0,0192 = 0,0223 A 8,6262 0,1249 Kruskal-Wallis
Treponema 0,0126 + 0,0057 A 0,0175 + 0,0073 A 0,0157 + 0,0071 A 0,0177 + 0,0109 A 0,0151 + 0,0058 A 0,0157 + 0,0043 A 0,40 0,8439 F
uco10 0,0185 + 0,0047 ABC 0,0203 + 0,0068 AB 0,0255 + 0,0113 A 0,0135 + 0,0032 C 0,0177 =+ 0,0050 BC 0,0172 =+ 0,0050 BC 2,91 0,0255 F
WCHB1_41 0,1189 = 0,0500 A 0,1164 = 0,0407 A 0,1612 = 0,0538 A 0,1130 + 0,0500 A 0,1257 = 0,0457 A 0,1219 * 0,0211 A 0,87 0,5088 F
Others 0,2649 = 0,0157 A 0,2463 = 0,0401 A 0,2404 = 0,0388 A 0,2639 + 0,0276 A 0,2541 = 0,0385 A 0,2514 = 0,0327 A 0,53 0,7490 F

*:Valores seguidos pela mesma letra,na linha, nao diferem entre si pelo teste indicado (p=0,05)
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Tabela 4. Comparacdo estatistica pareada da beta diversidade da microbiota intestinal dos equinos submetidos ao treinamento submaximo.
As comparagdes entre os diferentes momentos do experimento foram realizadas com p-valor ajustado (p adj) indicando diferengas es
estatisticamente significativas (p adj < 0,05) entre alguns grupos.

Group pval p.ad]
Submax vs Crev30 0,005 0,015
Submax vs 7weeks C 0,005 0,015
Submax_C vs Trev30 0,003 0,015
Submax_C vs 7weeks 0,003 0,015
Trev30 vs 7weeks C 0,005 0,015

Submax vs Submax C 0,008 0,02
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Tabela 5. VValores médios de pH fecal (+ desvio padrdo) de cavalos submetidos ao treinamento submaximo e seus respectivos grupos controle.
Os grupos analisados foram Submax_C (controle antes do treinamento subméaximo), Submax (antes do inicio do treinamento subméaximo),
Week7_C (controle na semana 7), Week7 (sete semanas de treinamento), Crev30 (controle apds 30 dias) e Trev30 (30 dias de recuperacéo).
Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos pelo teste de Tukey (p<0,05).

Group pH
Crev30 6,55 £ 0,47 B
SubmaxCO0 7,00 = 0,27 AB
SubmaxT0 7,09 = 0,20 A
Trev30 6,96 = 0,29 AB
Week7 6,96 + 0,29 AB
Week7_c 6,94 £ 0,23 AB

Valores seguidos pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p=0,05)
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Tabela 6. Médias e desvio padréo (DP) das medidas de massa corporal e circunferéncia do pesco¢o nos tercos proximal (25%), médio (50%)
e distal (75%) antes e ap6s o treinamento subméaximo.

CP (cm)

MC (kg) 25% 50% 75%
Grupos ) ) o o

Média DP Média DP Média DP Média DP
SubmaxC 4262 57,9 77,08 3,50 102,02 7,01 118,02 6,11
Week7C 4152 35,9 75,48 2,49 92,7° 3,50 113,02 4.86
Submax 404 54,4 69,6° 3,42 87,2b 7,29 106,0°° 7,39
Week?7 389 46,4 67,8° 2,92 84,0° 5,68 104,0°¢ 5,90

MC, massa corporal; CP, circunferéncia do pescogo; 25%, terco proximal da NC; 50%, terco médio da NC; 75% terco distal da NC; SubmaxC, grupo controle antes do
programa de condicionamento de sete semanas; Week7C, grupo controle apds sete semanas de programa de condicionamento; Submax, grupo treinado antes do
programa de condicionamento de sete semanas; Week7, grupo treinado apds sete semanas de programa de condicionamento; DP, desvio padrdo. Letras diferentes na

mesma coluna representam diferenga estatistica, P < 0,05.
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CAPITULO 3 - Efeitos do teste de esforco incremental e da maxima fase estavel de

lactato sobre a microbiota intestinal de equinos mantidos a pasto

RESUMO
A dieta fornece subsidios energéticos para 0 metabolismo e exerce influéncia direta na microbiota
intestinal dos equinos. O impacto do exercicio e de treinamentos intensivos na composi¢do e
diversidade microbiana ainda sdo pouco explorados nos equinos. Investigaram-se efeitos do exercicio
agudo na microbiota intestinal de equinos submetidos ao teste de esfor¢o incremental (TEI) e a
méaxima fase estavel do lactato (MFEL), comparando-se sessfes de exercicio que promoveram com
estabilidade no lactato plasmatico com sessdes que induziram variacao de lactato plasméatico maior
que 1 mM (MFEL LACEX). Dez equinos foram avaliados antes e ap6s os protocolos do TEI e MFEI,
com coletas de amostras fecais realizadas em trés momentos distintos: pré-exercicio, 24 horas e 48
horas apds as sessfes. Empregou-se sequenciamento de nova geracdo (NGS) da regido V4 do gene
16S rRNA. Subsequentemente, por meio de analises bioinformaticas utilizando o QIIME2,
caracterizou-se a microbiota intestinal e compararam-se as diversidades alfa e beta entre os estimulos
que foram aplicados. Na microbiota intestinal predominaram os filos Firmicutes e Bacteroidota,
independentemente do protocolo de exercicio. No TEI, observou-se a riqueza microbiana aumentou
24 horas ap0s e decaiu em 48 horas, sem impacto na diversidade alfa ou beta (p > 0,05). Na MFEL,
a composicdo microbiana mostrou-se estavel e no MLSSLACEX, onde o lactato excedeu a
concentracdo de 1mM, ocorreram alteracfes na diversidade beta entre os estimulos (p = 0,007) e
maior dissimilaridade da microbiota em relacdo ao MFEL. A diversidade alfa foi maior no MFEL 24
horas apds (p = 0,0021). Este aumento na diversidade alfa pode ter sido consequéncia de efeito
adaptativo ao esfor¢o fisico aerébio. O pH fecal foi menor 48 horas ap6s o TEI (p < 0,05) o que
sugere aumento da fermentacdo bacteriana, enquanto no MFEL permaneceu estavel (p > 0,05). O

exercicio fisico modulou a microbiota intestinal dos cavalos de forma transitoria na microbiota.

Palavra-chave: modula¢do microbianas, microbiota equino., fezess, treinamento agudos
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1. Introducao

A microbiota intestinal dos equinos desempenha papel relevante na homeostase orgéanica,
atuando na digestao de fibras, no metabolismo de carboidratos e na regulacdo do sistema imune (1).
Sua composicéo € influenciada por fatores como idade, dieta, composi¢cdo corporea e ambiente (2),
podendo a diversidade microbiana ser rapidamente alterada por mudancas na dieta (3). Em equinos
jovens, os filos Bacteroidetes e Firmicutes predominam, enquanto a incluséo de concentrados na dieta
pode aumentar a abundancia de Proteobacteria e Actinobacteria (4). Estudos recentes sugeriram que
0 exercicio fisico pode impactar a diversidade e a composi¢do da microbiota intestinal em humanos
e animais, com evidéncias de alteracdes na microbiota de roedores e equinos submetidos a esforgos
agudos ou cronicos(5,6). Em equinos, o exercicio moderado favoreceu o aumento de bactérias
benéficas, como Roseburia e Faecalibacterium, que produzem &acidos graxos de cadeia curta,
essenciais a saude intestinal (3). Entretanto, exercicios intensos podem reduzir a diversidade
microbiana devido ao estresse oxidativo e a inflamacdo inerente a este tipo de esforco fisico,
impactando bactérias do género Lactobacillus (7).

O padrdo ouro para avaliar o desempenho aer6bio é o estado estacionario dindmico da
concentracdo de lactato, tradicionalmente conhecida como maxima fase estavel de lactato (MFEL),
que indica os dominios de intensidade do exercicio e se tornou ferramenta para prescricdo do
treinamento aerébio. MFEL pode ser conceituada como o limite superior da concentracao plasmatica
de L-lactato ([La]) que atinge um estado estacionario durante uma carga externa de treinamento
constante num periodo definido (8,9). No entanto, trata-se de um protocolo trabalhoso pois requer
pelo menos trés sessdes de exercicio de velocidade constante com duracdo de 30 minutos em dias
alternados (10). Portanto, é necessario usar outros procedimentos de ajuste de curva para predi¢cdo da
MFEL com uma Unica sessao de exercicio. Neste sentido, um teste de exercicio incremental (TEI) é
frequentemente realizado para determinar a deflexdo da curva de velocidade-lactato (CVL) e
estabelecer o limiar de lactato (LL) para predicdo da MFEL. LL refere-se a intensidade do exercicio
na qual ocorrem alteracdes metabolicas, causando aumento nas demandas fisiologicas a medida que
a carga externa se intensifica. E onde as fibras musculares do tipo 11 de contragdo rapida, muitas vezes
chamadas de produtoras de lactato (11), sdo ativadas(12-15). Neste limiar, a via glicolitica torna-se
altamente ativa, levando ao aumento das concentracgdes de [La"]. Faltam pesquisas sobre se testes de
esforco tais como TEI e MFEL impactam na microbiota fecal de equinos.

A investigacdo da microbiota fecal de equinos atletas permite compreender o impacto do
treinamento fisico na salde e no desempenho esportivo, fornecendo subsidios para o desenvolvimento

de estratégias de manejo nutricional, assim como para prescricdo racional de programas de



36

treinamento (16,17). Objetivou-se avaliar como os testes de esforco, TEI e MFEL, impactam a

diversidade e a composicao da microbiota intestinal de equinos.
2. Materiais e métodos

2.1 Animais

A pesquisa foi conduzida com dez equinos, dos quais sete pertenciam a raga Puro-Sangue
Arabe e trés sem raca definida. A idade dos animais variava entre 3 e 22 anos, com uma massa
corporal média de 418 + 53 kg. Nenhum deles apresentou historico de doencas gastrintestinais nos
seis meses anteriores ao estudo. Durante o periodo experimental, todos permaneceram no mesmo
pasto e receberam exclusivamente uma dieta composta por forragem natural das gramineas Tanzania
(Panicum maximum) e Massai (Panicum maximum x Panicum infestum), além de sal mineral ad
libitum. Os cavalos foram submetidos a dois estimulos de exercicio: Teste de esforco incremental
(TEI) e a maxima fase estavel de lactato (MFEL), sendo os mesmos individuos avaliados em ambos

0s protocolos.
2.2 Coleta das amostras de fezes

As amostras de fezes foram coletadas diretamente do reto dos animais utilizando luvas de
palpacdo sendo acondicionadas em potes coletores estéreis. As fezes foram armazenadas
imediatamente ap0s a coleta em recipiente isotérmico e transportadas para o laboratorio, onde foram

mantidas a -80°C até a extracdo do DNA.

2.3 Momentos de coleta

As amostras foram obtidas em diferentes momentos para avaliar a resposta aguda ao exercicio.
No teste de esforco incremental (TEI), as coletas ocorreram antes do teste (IET-T0), 24 horas apds
(IET-T24) e 48 horas apo6s (IET-T48). No protocolo do teste de maxima fase estavel do lactato
(MFEL), as amostras foram coletadas antes do teste (MLSS-TO0), 24 horas apds (MLSS-T24) e 48
horas apds (MLSS-T48). Esses intervalos permitiram acompanhar possiveis variagcdes nos parametros

analisados ao longo do tempo, considerando a resposta fisiologica dos equinos ao esforco fisico.

2.4 Analise do pH fecal

A medicéo do pH fecal ocorreu em todas as fases de coleta com uso de pHmetro de bancada.
Para a analise, 30 g de fezes frescas foram diluidas em 30 mL de agua ultrapura tipo I, obtida pelo
sistema Milli-Q®.
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2.5 Treinamento dos animais

O treinamento dos equinos foi monitorado para quantificacdo da carga interna. Assim, a
frequéncia cardiaca (FC) foi medida durante as etapas do treino por meio de um frequencimetro Polar,
receptor M430 com transmissor especifico Polar H-10, para cavalos (Polar Electro®, Kempele,
Finlandia). Tal dispositivo possui taxa de amostragem de 128 Hz e foi recentemente validado

especificamente para uso em cavalos (18). O protocolo de treinamento foi distribuido em duas etapas:
Etapa 1 (E1): Teste de esforco incremental (TEI)

Para determinacdo do limiar individual de lactato, foram submetidos ao teste de esforgo
incremental (TEI), seguindo protocolo adaptado de (19) e. O teste iniciou-se com fase de aquecimento
composta por 3 minutos de trote a 1,5 m/s, seguida por 2 minutos a 3 m/s com inclinacdo de 5% da
esteira. Apés essa etapa, velocidade foi ajustada para 3,5 m/s, sendo progressivamente aumentada em
0,5 m/s a cada 2 minutos, até atingir 10 m/s. Entre os estagios de velocidade, foi estabelecido intervalo
de recuperacdo ativa de 1 minuto a 1,5 m/s. Inclinagéo da esteira permaneceu fixa em 5% durante
toda a avaliacdo. Término do TEI ocorreu ao atingir frequéncia cardiaca de 200 bpm ou ao completar
0 ultimo estagio de velocidade. Ao final de cada estagio, foram coletadas amostras sanguineas para
posterior analise da concentracdo de [La—]. Apds a concluséo do protocolo, realizavam recuperacao

ativa a 1,5 m/s por 5 minutos, sem inclinagéo na esteira.
Etapa 2 (E2): Teste de méaxima fase estavel do lactato (MFEL)

Apo6s determinacdo do limiar individual de lactato e da respectiva velocidade no TEI, os
animais foram submetidos ao protocolo de MFEL. O procedimento consistiu em sessdes de exercicio
continuo em esteira, com intervalo de recuperacdo de 48 horas entre as sessdes. Nimero de sesses
variou entre trés e quarto, conforme resposta individual. Cada sess&o iniciou-se com 5 minutos de
aquecimento a 2 m/s, seguidos por 25 minutos de corrida continua em velocidade constante, com
inclinacdo fixa de 5%. Velocidade inicial foi estabelecida com base no limiar de lactato identificado
no IET. Para as sessdes seguintes, ajustes foram aplicados em acréscimos ou reducdes de 0,3, 0,5 ou
1 m/s, conforme variacdo na concentracdo de [La—], até que fosse atingido o MFEL. Amostras
sanguineas foram coletadas para monitoramento da concentracédo de [La—]. O MFEL foi caracterizado
como a intensidade em que a velocidade aplicada ndo provocou aumento superior a 1 mM na
concentragdo de [La—] entre 10 e 30 minutos de exercicio continuo (20). Apos atingir a maxima fase
estavel do lactato, realizaram exercicios complementares de 10 minutos para manutencdo do

condicionamento, até que todos os integrantes completassem o protocolo.
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2.6 Extracao de DNA e sequenciamento

A extracdo de DNA foi realizada a partir de 250 mg de amostras fecais, utilizando o kit Power
Fecal Pro DNA Kit (QIAGEN), conforme as instruc@es do fabricante. A qualidade do DNA extraido
foi confirmada por eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v), submetido a uma corrente de 80 V por
cerca de 2 horas. A quantificacdo do DNA foi realizada com o Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo
Fisher Scientific, MA, EUA), utilizando o Qubit dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen®), seguindo as
orientagOes do fabricante. A regido V4 do gene 16S rRNA bacteriano foi amplificada por PCR
utilizando primers especificos: 515F: 5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3' e 806R: 5'-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3' (19). Apos a amplificacdo, os fragmentos de DNA foram
purificados a partir de gel de agarose 2% (p/v), utilizando o kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery
(Zymo Research, Irvine, CA). Em seguida, as bibliotecas foram preparadas com o Kit Nextera XT
Index v2 (lllumina), quantificadas e misturadas em concentragfes equimolares, submetidas ao
sequenciamento. O sequenciamento foi realizado na plataforma Illumina MiSeq, utilizando o Kit
MiSeg® v2 (300 ciclos) e a configuracdo de leitura pareada (2x150 bp). O sequenciamento de nova
geracdo (NGS) possibilitou a obtencdo de dados detalhados sobre a composi¢cdo microbiana,
fornecendo uma base robusta para andlises taxonémicas e funcionais da microbiota intestinal dos

equinos analisados.

2.7 Bioinforméatica e analises estatisticas

Caracterizacdo da microbiota intestinal ao longo do treinamento foi realizada a partir de 124
amostras fecais, analisadas no software QIIME2 versdo 2023.7 (21). Sequéncias correspondentes aos
primers foram verificadas com USEARCH11 (22) e removidas no QIIME2 por meio do cutadapt. O
processamento das sequéncias incluiu filtragem das leituras, remocao de quimeras e pareamento por
meio do plug-in DADAZ2.Classificagdo taxondmica das ASVs foi realizada com o banco de dados
Silva 138.1, considerando identidade de 99% (23,24). Para garantir maior precisdo, ASVs detectadas
em apenas uma amostra, assim como aguelas associadas a cloroplastos ou mitocondrias, foram
eliminadas. Para analise da diversidade alfa, foram utilizadas as métricas Observed ASVs e indice de
Shannon. Diversidade beta foi calculada com o indice de Bray-Curtis e visualizada por PCoA.
Avaliacdo estatistica das diferencas entre os testes foi realizada por PERMANOVA, utilizando a
plataforma MicrobiomeAnalyst (25,26). Os graficos foram gerados usando o pacote ggplot2 no
RStudio. A analise da abundancia relativa concentrou-se nos filos, familias e géneros mais
prevalentes (>1%). As meédias e os desvios padrdo foram calculados, e a comparagao entre o0s testes

foi realizada no software SAS®, utilizando o teste de Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos e
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ANOVA (teste F) quando aplicavel, considerando os valores de p para a significancia estatistica.

Todas as analises foram realizadas considerando um nivel de significancia de 5%.
3. Resultados

3.1.1 Teste de esforco incremental (TEI) ao longo do tempo

A abundancia relativa dos filos antes e apds o teste de esforco incremental (TEI) foi analisada
nos tempos IET_Start (Oh), IET_24h e IET_48h (Figura 1). Firmicutes e Bacteroidota foram 0s
grupos predominantes em todas as condi¢des, enquanto filos menos representativos, como
Actinobacteriota, Spirochaetota e Verrucomicrobiota, ndo tiveram padréo de resposta. Os valores
apresentados na indicam que ndo houve variagdo estatistica entre os tempos analisados (Tabela 1, p
> 0,05). As familias mais abundantes no IET (Oh, 24h e 48h) foram Lachnospiraceae, WCHB1-41,
Oscillospiraceae e Prevotellaceae, mantendo-as proporgoes ao longo do periodo analisado (Figura 2).
Essas familias pertencem aos filos Firmicutes (Lachnospiraceae, Oscillospiraceae) e Bacteroidota
(Prevotellaceae) induzem fermentacdo de fibras e a digestdo de polissacarideos complexos. Em
adicdo outras familias do Filo Firmicutes, Acidaminococcaceae (p = 0,0228), Anaerovoracaceae (p =
0,0415) e Erysipelotrichaceae (p = 0,0343) variaram abundancia nos intervalos de tempo (Tabela 2)
com a Acidaminococcaceae e Anaerovoracaceae aumentando em 24h e reduzindo em 48h. enquanto
a Erysipelotrichaceae exibiu reducdo em 24h e aumentando no tempo 48h. Familias menos
abundantes, como  Bacteroidales UCG 001,  Akkermansiaceae,  Spirochaetaceae e
Methanobacteriaceae, ndo apresentaram variacdes importantes. Os géneros microbianos
apresentaram composicao relativamente estavel ao longo dos tempos IET (0h, 24h e 48h) (Figura 3).
WCHB1-41, Lachnospiraceae, Rikenellaceae, Christensenellaceae e Oscillospiraceae predominaram,
poréem, sem alteracfes significativas. De forma andloga géneros menos abundantes, como
Planococcaceae, Eubacterium Oscillospiraceae UCG_002 e Prevotellaceae_ UCG_004 oscilaram
sem uma tendencia definida. Observou-se que o Phascolarctobacterium e Planococcaceae
apresentaram, respectivamente, aumento (p = 0,0228) e (p = 0,0124) (Tabela 3) apds 24h para depois
reduzir em 48h. O Planococcaceae teve reducdo progressiva ao longo do tempo.

Para a métrica Observed ASVs (Figura 4), a mediana inicial foi préxima de 900 ASVs, com
ampla variagdo entre os individuos. Ap6s 24 horas, mediana aumentou e observando-se maior
dispersdo dos valores. Em IET_48h, observou-se uma reducao na riqueza microbiana em relagao ao
periodo anterior, com valores mais uniformes. O indice de Shannon (Figura 5) mostrou tendéncia
semelhante, com mediana proxima de 5,8 antes do teste, leve aumento em IET_24h e posterior
reducdo em IET_48h. A dispersdo dos valores foi maior em IET_24h, sugerindo variabilidade

individual. Os testes de Kruskal-Wallis ndo indicaram diferencas estatisticamente significativas entre
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os tempos para Observed ASVs (p = 0,10889) nem para o indice de Shannon (p = 0,36931). A analise
de beta diversidade pela métrica de Bray-Curtis (Figura 6) avaliou a dissimilaridade da composicao
microbiana antes (IET_Start), 24 horas ap6s (IET_24h) e 48 horas apds (IET_48h) o teste de esforco
incremental (TEI). Os testes apresentaram ampla dispersdo e sobreposi¢éo, sem uma separagéo clara
entre os tempos avaliados. O teste PERMANOVA ndo indicou diferencas estatisticamente

significativas entre os estimulos (p = 0,982).

3.1.2 Teste de esfor¢o incremental (TEI) vs maxima fase estavel do lactato (MFEL)

Os Filos Firmicutes e Bacteroidota foram predominantes nos tempos T0, T24 e T48 em ambos
os tratamentos (TEI e MFEL) ao longo do tempo (Figura 1). No tempo TOH, as abundancias relativas
ndo foram alteradas para a maioria dos filos (p > 0,05, Tabela 4). A Unica excec¢do foi a categoria
Others (p = 0,0029), que apresentou maior propor¢do no MFEL. Essa categoria agrupa filos menos
representativos ou pouco classificados. Apds 24 horas, a composi¢do da microbiota manteve um
padrdo estavel, com poucas variacdes entre os tratamentos. Os filos Euryarchaeota (p = 0,0385) e
Others (p = 0,0442) apresentaram diferencas estatisticas, com maior abundancia de Others no IET e
aumento de Euryarchaeota no MLSS-T24. Os demais filos ndo apresentaram diferengas significativas
(p > 0,05, Tabela 4). No T48, algumas diferencas foram observadas entre os tratamentos. Os filos
Actinobacteriota (p = 0,0244) e Bacteroidota (p = 0,0395) apresentaram varia¢6es entre os estimulos,
com menor abundancia de Actinobacteriota e maior presenca de Bacteroidota no MLSS-T48.
Euryarchaeota (p = 0,0034) e Fibrobacterota (p = 0,0206) também apresentaram diferencas, com
maior proporcdo no MLSS-T48. Os demais filos ndo apresentaram diferencas estatisticas (p > 0,05,
Tabela 4). A microbiota apresentou variacdes pontuais entre os tratamentos IET e MLSS nos tempos
TO, T24 e T48, na maioria das familias, com estabilidade ao longo das 48 horas apds 0s exercicios
agudos (Figura 2). No tempo TO, trés familias diferiram entre os tratamentos (Tabela 5).
Acidaminococcaceae (p = 0,0003) e Erysipelotrichaceae (p = 0,0070) apresentaram maior abundancia
no MLSS_Start, enquanto Anaerovoracaceae (p = 0,0213) predominou no IET_Start. As demais
familias mantiveram propor¢des semelhantes (p > 0,05). Apds 24 horas, as diferencas foram
observadas em Eggerthellaceae (p = 0,0473) e Methanobacteriaceae (p = 0,0385), mais abundantes
no MLSS-T24, enquanto FO82 (p = 0,0334) predominou no IET24 (Tabela 5). As demais familias
permaneceram estaveis entre os tratamentos (p > 0,05). No tempo T48, quatro familias apresentaram
diferencas significativas (Tabela 5), todas com maior abunddncia no MLSS-T48:
Acidaminococcaceae (p = 0,0010), Eggerthellaceae (p = 0,0159), Methanobacteriaceae (p = 0,0034)
e p_251 o5 (p = 0,0366). No nivel de género, algumas alteracdes foram observadas entre 0s

tratamentos IET e MLSS, com variacdes especificas ao longo do tempo, enquanto a composicao geral
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manteve-se relativamente estavel nas 48 horas apos os testes fisicos (Figura 3, Tabela 6). No tempo
TO, Oscillospiraceae_ NK4A214 group (p = 0,0015) foi mais abundante no IET_Start, enquanto
Phascolarctobacterium (p = 0,0003), Marvinbryantia (p = 0,0479) e Prevotellaceae_ UCG_001 (p =
0,0055) apresentaram maior abundancia no MLSS_Start (Tabela Suplementar S11). Ap6s 24 horas,
0s géneros F082 (p = 0,0334) e Methanobrevibacter (p = 0,0385) apresentaram maior abundancia no
IET24, enquanto Eggerthellaceae_uncultured (p = 0,0109) predominou no MLSS-T24 (Tabela 6). No
tempo T48 apds, p_251 05 (p = 0,0366) e Planococcaceae (p = 0,0267) foram mais abundantes no
IET48, enquanto Phascolarctobacterium (p = 0,001), Eggerthellaceae_uncultured (p = 0,0084) e
Methanobrevibacter (p = 0,0034) predominaram no MLSS-T48 (Tabela 6)

As métricas de alfa diversidade foram avaliadas para comparar a riqueza e a diversidade
microbiana nos protocolos de esfor¢o incremental (IET) e méxima fase estavel do lactato (MLSS).
Na métrica Observed ASVs (Figura 7), a riqueza microbiana em IET_Start apresentou valores
inferiores a 900 ASVs, com um leve aumento em IET_24h, seguido de reducdo em IET_48h. A
dispersdo dos valores foi maior em IET_24h, indicando maior variacdo entre os individuos. No
MLSS, a riqueza inicial (MLSS_Start) foi superior a IET_Start, aumentando em MLSS_24h, com
maior dispersdo dos dados. Em MLSS_48h, houve uma leve reducéo, mas os valores permaneceram
superiores aos do inicio do protocolo. O teste de Kruskal-Wallis indicou diferencas estatisticamente
significativas entre os testes (p = 0.0021, Figura 7). As compara¢des multiplas (Tabela 7) mostraram
que MLSS_24h apresentou maior riqueza microbianaem relacdo a IET_48h, IET_Starte MLSS_ Start
(p.adj < 0.05). No indice de Shannon (Figuram 8), a diversidade microbiana no IET permaneceu
relativamente estavel ao longo do tempo, com valores proximos a 5.8. No MLSS, a diversidade inicial
foi ligeiramente inferior, aumentando em MLSS_24h, com maior dispersdo dos valores, e mantendo-
se relativamente estavel em MLSS _48h (p = 0.0311, Figura 8, Tabela 7). Apesar disso, MLSS 24h
apresentou uma tendéncia de maior diversidade em relacdo a MLSS_Start e ao IET. A avaliacédo da
beta diversidade pela métrica de Bray-Curtis (Figura 9) comparou a composic¢ao microbiana do teste
de esforco incremental (IET_Start, IET 24h, IET_48h) e da méaxima fase estavel do lactato
(MLSS_Start, MLSS_24h, MLSS_48h). Os pontos referentes a cada estimulo apresentaram ampla
distribuicdo, sem indicacdo de um agrupamento especifico. O teste PERMANOVA (Figura 9) nédo
identificou diferencas estatisticamente significativas entre os testes (p = 0.735).

3.1.3 Lactato estavel vs. Excedido

Os tratamentos analisados representam diferentes condi¢Oes do teste de maxima fase estavel
do lactato (MFEL): MLSS_Start ocorre antes da sessdo, MLSS corresponde as sessdes onde o lactato

permaneceu estavel e MLSSLACEX as sessdes onde o limiar foi excedido (Figura 10). O filo
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Bacteroidota (p = 0,0007) foi mais abundante no MLSS_Start em comparacdo com MLSSLACEX e
MLSS. Euryarchaeota (p = 0,0037) apresentou maior abundancia no MLSS e MLSSLACEX,
enquanto MLSS_Start teve valores significativamente menores. Fibrobacterota (p = 0,0029) foi
menos abundante no MLSS_Start quando comparado a MLSSLACEX e MLSS (Tabela 8). A
distribuicdo das familias mais abundantes nos diferentes tratamentos é apresentada (Figura 11).
Acidaminococcaceae (p = 0,0025) apresentou maior abundancia no MLSS e MLSSLACEX, com
menor valor em MLSS_Start (Tabela 9). Eggerthellaceae (p = 0,0363) e Methanobacteriaceae (p =
0,0037) foram mais abundantes no MLSS, seguidas por MLSSLACEX, enquanto MLSS_Start
apresentou os menores valores (Tabela 9). Prevotellaceae (p = 0,0210) foi menos abundante no
MLSS, aumentando nos demais tratamentos. WCHB1 41 (p = 0,0257) apresentou um padrdo
semelhante, com menor abundancia no MLSS em relagdo a MLSSLACEX e MLSS_Start (Tabela 9).
p_251 05 (p = 0,0493) também demonstrou variacdo significativa, sendo menos abundante no
MLSS_Start. Moraxellaceae (p = 0,0403) mostrou menor abundancia em MLSSLACEX comparado
aos outros (Tabela 9). A composicdo dos géneros mais abundantes nos diferentes tratamentos
evidencia mudancas pontuais na microbiota (Figura 12). As variacOes estatisticas observadas estdo
detalhadas (Tabela 10). Phascolarctobacterium (p = 0,0022) teve maior abundancia em MLSS e
MLSSLACEX, enquanto MLSS_Start apresentou valores inferiores. Eggerthellaceae_uncultured (p
= 0,0086) seguiu um comportamento semelhante, com menor abundancia em MLSS_Start (Tabela
10). Methanobrevibacter (p = 0,0037) esteve mais representado em MLSS, com reducdo progressiva
nos outros tratamentos. Planococcaceae (p = 0,0080) demonstrou menor abundanciaem MLSS_ Start,
enquanto MLSS e MLSSLACEX mantiveram valores mais proximos. WCHB1 41 (p = 0,0257) teve
maior expressdo em MLSSLACEX, seguido por MLSS_Start, e menor presenca em MLSS (Tabela
10).

Ariqueza e a diversidade microbiana foram avaliadas antes (MLSS_Start), durante as sessdes
onde o lactato permaneceu estdvel (MLSS) e nas sessdes onde o lactato excedeu o limiar
(MLSSLACEX). Na métrica Observed ASVs (Figura 13), a mediana inicial foi inferior a 900 ASVs,
com menor dispersdo dos valores. Durante MLSS, observou-se um aumento na riqueza microbiana,
acompanhado de maior variacdo entre os individuos. Esse padrdo foi mantido em MLSSLACEX,
onde os valores permaneceram elevados e amplamente distribuidos. O teste de Kruskal-Wallis
indicou diferencas estatisticamente significativas (p = 0,00678, Figura 13). As comparac¢6es multiplas
(Tabela 11) mostraram que MLSS_Start apresentou riqueza microbiana inferior em relacdo a MLSS
(p.adj = 0,0028) e MLSSLACEX (p.adj = 0,0163), enquanto ndo houve diferenga significativa entre
MLSS e MLSSLACEX (p.adj = 0,3815). Ja na métrica Indice de Shannon (Figura 14), a mediana
inicial foi inferior a 5.8, com menor dispersdo dos valores. Durante MLSS, houve um leve aumento

na diversidade microbiana, acompanhado de maior variabilidade entre os individuos. Esse padréao foi
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mantido em MLSSLACEX, onde os valores permaneceram elevados e amplamente distribuidos. No
entanto, o teste de Kruskal-Wallis ndo indicou diferencas estatisticamente significativas (p = 0,0619,
Figura 14). A andlise de beta diversidade pela métrica de Bray-Curtis (Figura 15) avaliou a
dissimilaridade da composi¢cdo microbiana entre MLSS_Start (antes da maxima fase estavel do
lactato), MLSS (sessdes onde o lactato permaneceu estavel) e MLSSLACEX (sess6es onde o lactato
excedeu o limiar). A distribuicdo dos pontos sugere uma leve separagéo entre as condicdes avaliadas.
O teste PERMANOVA (Figura 15) indicou diferencas estatisticamente significativas (p = 0, 007). As
comparagOes multiplas (Tabela 12) mostram que MLSS diferiu significativamente de MLSS_Start
(p.adj = 0.027) e de MLSSLACEX (p.adj = 0,0495). No entanto, MLSSLACEX e MLSS_Start ndo

apresentaram diferencas estatisticas (p.adj = 0,079).

3.1.4 Dinamica do lactato durante o MFEL

A resposta da lactatemia durante a sessdo da MFEL € apresentada na Figura 17. Os valores
médios de lactato antes do exercicio foram semelhantes. Durante 0 aquecimento, ocorreu um leve
aumento na lactatemia em todas as condic¢Bes. Nos primeiros minutos do exercicio continuo, < MLSS
e MLSS mantiveram concentracdes estaveis de lactato, enquanto > MLSS apresentou aumento
progressivo ao longo do tempo. Ao final de 30 minutos, > MLSS atingiu valores de lactato mais
elevados, enquanto MLSS manteve niveis estaveis e < MLSS apresentou 0s menores valores (Figura
17).

3.1.5 pH fecal no teste de esforco incremental e maxima fase estavel do lactato

A analise do pH fecal foi realizada em diferentes momentos dos estimulos TEI (Teste de
Esforco Incremental) e MFEL (Méxima Fase Estavel do Lactato) (Figura 16). No TEI, IET-TO (antes
do TEI) apresentou um pH médio de 7,10 + 0,28, enquanto no IET-T24 (24 horas ap6s o TEI) o pH
foi 6,53 £ 0,28, e em IET-48H (48 horas apds o TEI) foi 6,45 + 0,31 (Figura 16). A analise estatistica
revelou que IET-TO e IET-T24 ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05), mas houve uma
reducdo significativa no pH de IET-TO para IET-48H (p < 0,05), conforme indicado na Tabela 13.
No MFEL, MLSS-TO (antes do MFEL) apresentou um pH médio de 6,94 + 0,37, com um pequeno
aumento para MLSS-T24 (24 horas apés o MFEL), com pH de 7,02 £ 0,29, e para MLSS-T48 (48
horas ap6s o MFEL), com pH de 7,08 + 0,30 (Figura 16). No entanto, ndo houve diferenca
significativa entre os tempos analisados (MLSS-TO, MLSS-T24 e MLSS-T48), com p > 0,05, como
mostrado na Tabela 13.
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4. Discussdo

Os Filos Firmicutes e Bacteroidetes predominaram o que esta de acordo com estudos
anteriores (27). No entanto, os tipos de testes induziram respostas distintas da microbiota intestinal.
No teste de esforgo incremental (TEI), a abundéncia relativa de Firmicutes aumentou nas primeiras
24 horas e diminuiu nas 48 horas, todavia o Filo Bacteroidetes apresentou comportamento inverso.
Esse padrdo de resposta pode indicar que o exercicio modifica transitoriamente a microbiota,
possivelmente relacionada ao metabolismo de substratos energéticos e a regulacdo da homeostase
intestinal (7). Sabe-se que o Filo Firmicutes degradas fibras e produz &cidos graxos de cadeia curta
(SCFAS) e, por sua vez os Bacteroides digere polissacarideos complexos (28). O aumento transitorio
de Firmicutes pode indicar ajuste metabdlico para otimizar a absorcdo de energia durante o periodo
pos-exercicio, conforme observado em equinos atletas submetidos a treinamento regular (29).

Na méxima fase estavel do lactato (MFEL), a microbiota manteve maior estabilidade ao longo
do teste em alterac@es relevantes na abundéancia relativa dos dois filos dominantes. Essa resposta pode
indicar que a intensidade moderada e constante do exercicio nesse protocolo ndo impds demanda
metabolica abrupta suficiente para induzir mudancas expressivas na microbiota intestinal. No entanto,
observou-se que MLSSLACEX apresentou maior variagdo na composi¢do microbiana, especialmente
nas primeiras 24 horas apds, provavelmente, devido ao aumento do estresse metabdlico em exercicio
de intensidade que supera a capacidade de regulacdo do lactato (7). A variacdo observada nos filos
Proteobacteria e Spirochaetes no MLSSLACEX reforca a hip6tese de que o treinamento em
intensidades superiores ao limiar de lactato pode modular adaptagdo microbiana precoce, conforme
relatado em equinos submetidos a esforcos intensos(28). A andlise da lactatemia durante o MFEL
revelou que os valores de lactato permaneceram estaveis quando a intensidade do exercicio foi
mantida préxima ao MLSS, enquanto aumentaram progressivamente quando o limiar foi excedido
(10). Esse comportamento indica que o0 MFEL representa um ponto de equilibrio entre a producéo e
a remocdo de lactato, permitindo a manutencdo do exercicio por periodos prolongados sem acimulo
significativo desse metabdlito (10). Em contrapartida, quando a intensidade ultrapassa o0 MLSS, a
producdo de lactato excede sua remocdo, levando ao aumento progressivo da lactatemia e a
consequente fadiga (10). A estabilidade da microbiota intestinal observada no MLSS pode estar
relacionada a manutencéo da homeostase metabolica nesse estado, uma vez que a regulagéo do lactato
influencia diretamente o metabolismo energético e a resposta fisiologica ao exercicio (12). Por outro
lado, no MLSSLACEX, onde a lactatemia aumentou progressivamente ao longo da sessdo, a
microbiota apresentou maior variacgao, sugerindo que o estresse metabolico imposto pelo acimulo de
lactato pode impactar a composigdo microbiana (12).

A andlise da diversidade alfa repercutiu 0 aumento na riqueza microbiana, no TEI apés 24

horas do exercicio, seguido de leve estabilizacdo em 48 horas (Observed ASVs). A riqueza e
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uniformidade das espécies (indice de Shannon) refletiu essa tendéncia, sugerindo que o esforco
incremental pode promover enriquecimento transitério de grupos bacterianos potencialmente
benéficos (3). A diversidade alfa permaneceu relativamente estavel, no MFEL, reforcando a ideia de
que o exercicio em estado estacionario pouco interfere na microbiota (7,30). No entanto, que a riqueza
microbiana menor no MLSSLACEX em relacdo ao MLSS, sugere que ultrapassar o limiar de lactato
pode comprometer temporariamente a diversidade microbiana intestinal devido ao estresse
fisiologico e inflamatorio (7). A diversidade beta no TEI, apresentou oscilacdes retornando ao basal
apos 48 horas, o que pode indicar resiliéncia microbiana. Por sua vez, o MFEL, a beta diversidade
manteve-se estavel ao longo do tempo, sugerindo que o exercicio moderado e constante ndo induziu
alteracdes significativas na composicdo da microbiota. No entanto, nO MLSSLACEX, a beta
diversidade mostrou maior dissimilaridade em relacdo ao MLSS, indicando que o exercicio acima do
limiar de lactato pode modificar a microbiota intestinal, possivelmente devido a ativacdo de
mecanismos fisioldgicos relacionados ao metabolismo anaerdbico e a resposta inflamatdria sistémica
(11). As abundancias relativas de Lachnospiraceae e Ruminococcaceae aumentaram, apos 24 horas,
no TEI, recuperando-se em 48 horas uma vez que essas familias degradam fibras e produzem SCFAs
sugerindo que o exercicio pode estimular a atividade fermentativa intestinal no curto prazo (7). Ja a
familia Prevotellaceae apresentou leve declinio ap6s o exercicio, possivelmente indicando menor
demanda metabdlica por carboidratos ndo estruturais (31). O aumento, embora transitérios, dos
géneros Treponema e Methanobrevibacter sugere que esses géneros podem participar da adaptacéo
intestinal, ao esforco fisico, possivelmente por meio da regulacdo do metabolismo do metano e da
degradacdo de polissacarideos estruturais (30). No MLSSLACEX, Treponema apresentou reducao
acentuada, sugerindo que o exercicio acima do limiar de lactato pode impactar negativamente na
fermentacdo, essencial para a homeostase intestinal (7).

Houve reducdo do pH fecal apds 48 horas do exercicio, no TEI (p < 0,05 A queda no pH pode
ser atribuida a fermentacgdo bacteriana de substratos energéticos, especialmente pelos filos Firmicutes
e Bacteroidota por meio da degradacdo de fibras e producdo de &cidos graxos de cadeia curta
(SCFAs), entre eles o acetato, propionato e butirato (32). Esse padrdo de reducdo do pH apos o
exercicio corrobora os achados de Almeida (2016)(6), que relataram diminui¢do do pH fecal em
potras submetidas a exercicio incremental. Adicionalmente, subsequente ao teste maxima fase estavel
do lactato (MLSS) o pH manteve-se estavel (p > 0,05) sugerindo que o exercicio de intensidade
moderada ndo altera o pH fecal. Isso corrobora a observagdo de que a microbiota intestinal nesse
estimulo manteve estavel, nos filos dominantes e com menor alteracdo microbiana quando comparado
a0 MLSSLACEX. A estabilidade do pH e da microbiota no MLSS parece indicar que o exercicio

intensidade constante ndo causa estresse metabdlico suficiente para alterar o pH fecal, ao contrario
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do que foi observado no MLSSLACEX, onde houve uma maior variagdo na microbiota e maior

dissimilaridade na composi¢cdo microbiana.

No entanto, algumas limitagdes devem ser consideradas. O periodo de observacao de 48 horas

pode ndo ter sido suficiente para detectar possiveis efeitos de longo prazo na microbiota intestinal.

5. Concluséo

Os resultados indicam que exercicios intensos e agudos modulam a microbiota intestinal de
equinos de forma distinta, dependendo da intensidade e duracdo do esforco. O teste de esforco
incremental (TEI) causou alteracGes transitorias em algumas familias e géneros, enquanto o teste de
méaxima fase estavel do lactato (MFEL) resultou em mudangas mais evidentes, especialmente apos
48 horas, sugerindo adaptacdo metabdlica a demanda energética. A diversidade microbiana foi
modulada de maneira transitdria, sem alteracdo na composicao global, mas com impacto em taxons
especificos. O pH fecal apresentou reducdo apds o TEI, refletindo uma adaptacdo microbiana
temporaria, enquanto se manteve estdvel no MFEL, indicando que a intensidade moderada néo
provocou mudancas abruptas no ambiente intestinal. Esses resultados sugerem que a intensidade do
exercicio influencia diretamente a microbiota intestinal, e que o controle da intensidade e estratégias

nutricionais podem otimizar os beneficios do exercicio e minimizar impactos adversos.
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Figura 2.Distribuicdo da abundancia relativa das principais familias bacterianas entre os estimulos

do teste de esforco incremental (IET) e da maxima fase estavel do lactato em cavalos (MLSS).
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Figura 3.Distribuicdo da abundancia relativa dos principais géneros bacterianos entre os estimulos

do teste de esforco incremental (IET) e da maxima fase estavel do lactato em cavalos (MLSS).
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Figura 4.Anélise de alfa diversidade (Observed ASVs) entre os tempos experimentais do teste de
esforco incremental em cavalos (IET_Start, IET_24h, IET_48h).
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Figura 5.Anélise de alfa diversidade (indice de Shannon) entre os tempos experimentais do teste de

esforco incremental em cavalos (IET_Start, IET_24h, IET_48h).
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Figura 6.Analise de beta diversidade pela distancia de Bray-Curtis do teste de esfor¢o incremental

(IET) em cavalos.
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Figura 7.Anélise de alfa diversidade (Observed ASVs) entre os estimulos induzidos pelo teste de
esforco incremental (IET) e méaxima fase estavel do lactato em cavalos (MFEL).

Alpha-diversity measure

p-value: 0.0021782; [Kruskal-Wallis] statistic: 18.708
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Figura 8.Andlise de alfa diversidade (indice de Shannon) entre os estimulos do teste de esforco

incremental (IET) e da maxima fase estavel do lactato em cavalos (MLSS).
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Figura 9.Analise de beta diversidade pela distancia de Bray-Curtis entre os estimulos do teste de

esforco incremental (IET) e da maxima fase estavel do lactato (MLSS) em cavalos.
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Figura 10.Distribuicdo da abundancia relativa dos principais filos bacterianos entre os estimulos da
maxima fase estavel do lactato e lactato excedido (MLSS_Start, MLSS, MLSSLACEX).
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Figura 11.Distribuicdo da abundéancia relativa das principais familias bacterianas entre os estimulos
da maxima fase estavel do lactato e lactato excedido (MLSS_Start, MLSS, MLSSLACEX).
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Figura 12.Distribuicdo da abundancia relativa dos principais géneros bacterianos entre os estimulos
da maxima fase estavel do lactato e lactato excedido (MLSS_Start, MLSS, MLSSLACEX).
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Figura 13.Analise de alfa diversidade (Observed ASVs) entre os estimulos da maxima fase estavel
do lactato em cavalos (MLSS_Start, MLSS, MLSSLACEX), com lactato estavel e excedido.
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Figura 14.Anélise de alfa diversidade (indice de Shannon) entre os estimulos da méaxima fase estavel
do lactato em cavalos (MLSS_Start, MLSS, MLSSLACEX), com lactato estavel e excedido.
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Figura 15. Andlise de beta diversidade pela distancia de Bray-Curtis entre os estimulos da maxima
fase estavel do lactato (MLSS_Start, MLSS, MLSSLACEX), com lactato estavel e excedido.
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Figura 16.Variacdo do pH fecal em equinos submetidos a testes de esforco incremental (TEI) e
maxima fase estavel do lactato (MFEL) ao longo de 48 horas.

pH fecal em TEl e MFEL

24

o TEI mem MFEL



Figura 17.Resposta da lactatemia de dez cavalos durante sesséo de exercicio constante no estado
estavel maximo de lactato (MFEL), abaixo do MLSS e acima do MLSS. Amostras de sangue
foram obtidas a cada 5 minutos. WU: aquecimento.
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Tabelas

Tabela 1. Comparacdo da abundancia relativa dos principais filos bacterianos nos diferentes tempos do teste de esforco incremental (IET).

Tratamento IET/ Horas / Médias e Desvios Padroes*

Valor do

Probab.

Filo Teste
0 24 48 Teste do Teste

Others 0,0042 = 0,0019 A 0,0066 = 0,0056 A 0,0057 £ 0,0034 A 1,22 0,5446 Kruskal-Wallis
Actinobacteriota 0,0261 = 0,0096 A 0,0193 = 0,0078 A 0,017 = 0,0086 A 4,41 0,1104 Kruskal-Wallis
Bacteroidota 0,222 = 0,0394 A 0,2389 = 0,054 A 0,2732 = 0,0639 A 3,41 0,1819 Kruskal-Wallis
Desulfobacterota 0,0015 =+ 0,0007 A 0,0043 =+ 0,0034 A 0,004 = 0,0041 A 5,27 0,0718 Kruskal-Wallis
Euryarchaeota 0,0292 = 0,0233 A 0,023 = 0,0266 A 0,0152 = 0,0104 A 3,05 0,2173 Kruskal-Wallis
Fibrobacterota 0,002 = 0,0023 A 0,0045 = 0,0039 A 0,0064 = 0,0063 A 3,29 0,1931 Kruskal-Wallis
Firmicutes 0,5401 = 0,057 A 0,5284 = 0,0416 A 0,5116 = 0,057 A 0,13 0,8745 F

Halobacterota 0,0034 = 0,007 A 0,0028 = 0,0046 A 0,0021 = 0,0027 A 0,07 0,9673 Kruskal-Wallis
Proteobacteria 0,0059 = 0,0061 A 0,005 = 0,0033 A 0,0096 = 0,0076 A 2,17 0,3372 Kruskal-Wallis
Spirochaetota 0,022 = 0,0127 A 0,0305 = 0,0199 A 0,0308 = 0,0193 A 1,52 0,4683 Kruskal-Wallis
Verrucomicrobiota 0,1435 = 0,0623 A 0,1365 = 0,0782 A 0,1244 = 0,0632 A 0,44 0,801 Kruskal-Wallis

*: Valores seguidos pela mesma letra, na linha, nao diferem entre si pelo teste indicado (p=0,05)
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Tabela 2. Comparagdo da abundancia relativa das principais familias bacterianas nos diferentes tempos do teste de esforco incremental (IET).

Tratamento IET / Horas / Médias e Desvios Padroes*

Valor do Probab.

Familia Teste
0 24 48 Teste do Teste

Acidaminococcaceae 0,0062 =+ 0,0070 B 0,0188 + 0,0145 A 0,0106 = 0,0086 AB 7,5578 0,0228 Kruskal_Wallis
Akkermansiaceae 0,0100 = 0,0155 A 0,0077 = 0,0101 A 0,0060 = 0,0066 A 0,122 0,9408 Kruskal_Wallis
Anaerovoracaceae 0,0412 =+ 0,0117 A 0,0293 £ 10,0097 B 0,0271 = 0,0120 B 6,3665 0,0415 Kruskal_Wallis
Bacteroidales_BS11_gut_group 0,0026 =+ 0,0032 A 0,0053 £ 0,0044 A 0,0059 = 0,0122 A 3,4105 0,1817 Kruskal_Wallis
Bacteroidales_RF16_group 0,0049 =+ 0,0033 A 0,0064 = 0,0036 A 0,0108 =+ 0,0117 A 3,231 0,1988 Kruskal_Wallis
Bacteroidales_UCG_001 0,0091 + 0,0058 A 0,0110 = 0,0052 A 0,0076 = 0,0059 A 2,609 0,2713 Kruskal_Wallis
Christensenellaceae 0,0707 £ 0,0320 A 0,0555 = 10,0237 A 0,0524 + 0,0325 A 2,6735 0,2627 Kruskal_Wallis
Eggerthellaceae 0,0188 + 0,0059 A 0,0146 = 0,0059 A 0,0135 =+ 0,0069 A 3,3626 0,1861 Kruskal_Wallis
Erysipelotrichaceae 0,0170 = 0,0064 A 0,0113 =+ 0,0050 AB 0,0118 =+ 0,0072 B 6,7432 0,0343 Kruskal_Wallis
Eubacterium_coprostanoligenes_group 0,0278 = 0,0094 A 0,0258 =+ 0,0105 A 0,0227 = 0,0117 A 0,5895 0,5616 F

F082 0,0096 =+ 0,0078 A 0,0125 = 0,0149 A 0,0127 = 0,0094 A 0,8594 0,6507 Kruskal_Wallis
Hungateiclostridiaceae 0,0100 = 0,0113 A 0,0121 = 0,0140 A 0,0088 = 0,0050 A 0,2348 0,8892 Kruskal_Wallis
Lachnospiraceae 0,2047 £ 0,0344 A 0,2072 = 0,0553 A 0,2212 £ 0,0432 A 0,3873 0,6826 F

Methanobacteriaceae 0,0292 + 0,0233 A 0,0230 £ 0,0266 A 0,0152 £+ 0,0104 A 3,0529 0,2173 Kruskal_Wallis
Oscillospiraceae 0,0827 £+ 0,0138 A 0,0802 £ 0,0220 A 0,0783 £ 0,0209 A 0,1355 0,8738 F

p_251_05 0,0682 + 0,0364 A 0,0679 £ 0,0345 A 0,0949 =+ 10,0463 A 2,7948 0,2472 Kruskal_Wallis
Planococcaceae 0,0089 + 0,0119 A 0,0023 = 0,0040 A 0,0020 £+ 0,0033 a 3,844 0,1463 Kruskal_Wallis
Prevotellaceae 0,0600 =+ 0,0155 A 0,0656 = 0,0140 A 0,0696 = 0,0222 A 1,4168 0,4924 Kruskal_Wallis
RF39 0,0040 =+ 0,0010 A 0,0055 = 0,0051 A 0,0059 £ 0,0052 A 0,0181 0,991 Kruskal_Wallis
Rikenellaceae 0,0617 = 0,0219 A 0,0613 = 0,0151 A 0,0604 = 0,0194 A 0,1006 0,9509 Kruskal_Wallis
Ruminococcaceae 0,0237 =+ 0,0120 A 0,0369 = 0,0195 A 0,0355 £ 0,0174 A 3,7574 0,1528 Kruskal_Wallis
Spirochaetaceae 0,0220 £+ 0,0127 A 0,0305 = 0,0199 A 0,0307 £+ 0,0193 A 1,4116 0,4937 Kruskal _Wallis
UCG_010 0,0153 + 0,0049 A 0,0171 = 0,0058 A 0,0149 =+ 0,0070 A 0,9394 0,6252 Kruskal_Wallis
WCHB1_41 0,1335 + 0,0633 A 0,1287 = 0,0780 A 0,1183 = 0,0654 A 0,3019 0,8599 Kruskal_Wallis
Others 0,0521 £+ 0,0140 A 0,0585 = 0,0112 A 0,0566 = 0,0156 A 1,6206 0,4447 Kruskal Wallis

*:Valores seguidos pela mesma letra, na linha, nao diferem entre si pelo teste indicado (p=0,05)
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Tabela 3. Comparacdo da abundancia relativa dos principais géneros bacterianos nos diferentes tempos do teste de esforco incremental (IET).

Tratamento IET/ Horas / Médias e Desvios Padrdes*

Valor do Probab.

Genero Teste
0 24 48 Teste do Teste

Phascolarctobacterium 0,0062 + 0,007 B 0,0188 + 0,0145 A 0,0106 = 0,0086 AB 7,56 0,0228 Kruskal-Wallis
Christensenellaceae_R7_group 0,0535 =+ 0,0228 A 0,0467 + 0,0182 A 0,0413 =+ 0,0228 A 2,35 0,3083 Kruskal-Wallis
Eggerthellaceae_uncultured 0,0115 =+ 0,004 A 0,0102 =+ 0,004 A 0,0091 =+ 0,0045 A 2,29 0,3190 Kruskal-Wallis
Eubacterium_coprostanoligenes_group 0,0278 = 0,0094 A 0,0258 + 0,0105 A 0,0227 £ 0,0117 A 1,62 0,4448 F

F082 0,0096 + 0,0078 A 0,0125 =+ 0,0149 A 0,0127 = 0,0094 A 0,86 0,6507 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae 0,0724 + 0,016 A 0,0762 = 0,0269 A 0,0848 + 0,0223 A 1,14 0,5661 F

Eubacterium_hallii_group 0,0139 £ 0,0063 A 0,01 £ 0,0041 A 0,012 + 0,0073 A 1,70 0,4284 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae_AC2044_group 0,0292 £ 0,0099 A 0,0361 £ 0,0142 A 0,0384 + 0,013 A 2,14 0,3422 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae_UCG_009 0,0181 £ 0,0089 A 0,0184 = 0,0073 A 0,0164 = 0,0098 A 1,04 0,5945 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae_XPB1014_group 0,0359 = 0,0157 A 0,0289 = 0,0129 A 0,0271 = 0,014 A 2,48 0,2894 Kruskal-Wallis
Marvinbryantia 0,0088 + 0,0034 A 0,0111 + 0,0042 A 0,0113 + 0,005 A 2,24 0,3263 Kruskal-Wallis
Methanobrevibacter 0,0292 + 0,0233 A 0,023 =+ 0,0266 A 0,0152 + 0,0104 A 3,05 0,2173 Kruskal-Wallis
Oscillospiraceae_NK4A214_group 0,0493 + 0,008 A 0,0407 =+ 0,0086 A 0,0387 =+ 0,0122 A 4,85 0,0885 F

Oscillospiraceae_UCG_002 0,0113 + 0,007 A 0,0141 + 0,0114 A 0,0117 + 0,0088 A 0,59 0,7433 Kruskal-Wallis
Oscillospiraceae_UCG_005 0,0133 =+ 0,0045 A 0,0154 + 0,005 A 0,0193 + 0,0109 A 1,84 0,3985 Kruskal-Wallis
p_251_05 0,0682 =+ 0,0364 A 0,0679 = 0,0345 A 0,0949 + 0,0463 A 2,79 0,2472 Kruskal-Wallis
Planococcaceae 0,0062 =+ 0,0087 A 0,0009 + 0,002 AB 0,0001 + 0,0002 B 8,78 0,0124 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae_UCG_001 0,0119 = 0,0041 A 0,0148 + 0,0053 A 0,0196 + 0,0093 A 5,95 0,0511 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae_UCG_003 0,0203 + 0,009 A 0,0203 =+ 0,0075 A 0,0212 + 0,0102 A 0,02 0,9885 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae_UCG_004 0,0117 = 0,0071 A 0,0144 + 0,0084 A 0,0102 =+ 0,0055 A 1,32 0,5159 F

Rikenellaceae_RC9_gut_group 0,0519 =+ 0,0215 A 0,0489 =+ 0,0133 A 0,05 = 0,0166 A 0,01 0,9961 Kruskal-Wallis
Ruminococcus 0,0124 = 0,0102 A 0,0265 = 0,0207 A 0,0258 + 0,018 A 3,93 0,1405 Kruskal-Wallis
Treponema 0,0218 =+ 0,0126 A 0,0303 =+ 0,0197 A 0,0306 = 0,0192 A 1,41 0,4937 Kruskal-Wallis
UCG_010 0,0153 =+ 0,0049 A 0,0171 + 0,0058 A 0,0149 =+ 0,007 A 0,94 0,6252 F

WCHB1_41 0,1335 =+ 0,0633 A 0,1287 + 0,078 A 0,1183 = 0,0654 A 0,30 0,8599 Kruskal-Wallis
Others 0,2567 =+ 0,0384 A 0,2425 =+ 0,0313 A 0,2431 =+ 0,0574 A 1,12 0,5724 F

*:Valores seguidos pela mesma letra, na linha, nao diferem entre si pelo teste indicado (p=0,05)
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Tabela 4.Comparacao da abundancia relativa dos principais filos bacterianos entre os protocolos de esforgo incremental (IET) e maxima fase estavel do

lactato (MFEL).

Filo Hora Zero / Tratatamentos / Médias e Desvios Padroes™* Valor Probab. Teste
IET MLSS doTeste doTeste
Others 0,0042 = 0,0019 B 0,0071 = 0,0027 A 8,8984 0,0029 Kruskal-Wallis
Actinobacteriota 0,0261 = 0,0096 A 0,0228 =+ 0,0101 A 0,6358 0,4253 Kruskal-Wallis
Bacteroidota 0,222 =+ 0,0394 A 0,2422 =+ 0,0516 A 1,5386 0,2148 Kruskal-Wallis
Desulfobacterota 0,0015 = 0,0007 A 0,0027 = 0,0025 A 2,4049 0,121 Kruskal-Wallis
Euryarchaeota 0,0292 = 0,0233 A 0,0327 = 0,0284 A 0,0218 0,8826 Kruskal-Wallis
Fibrobacterota 0,002 = 0,0023 A 0,0035 = 0,0044 A 0,4417 0,5063 Kruskal-Wallis
Firmicutes 0,5401 = 0,057 A 0,5263 =+ 0,0572 A 0,3488 0,5548 F
Halobacterota 0,0034 =+ 0,007 A 0,0032 + 0,0046 A 0,7858 0,3754 Kruskal-Wallis
Proteobacteria 0,0059 = 0,0061 A 0,0077 = 0,0055 A 1,6505 0,1989 Kruskal-Wallis
Spirochaetota 0,022 = 0,0127 A 0,0256 = 0,0136 A 0,8654 0,3522 Kruskal-Wallis
Verrucomicrobiota 0,1435 =+ 0,0623 A 0,1263 = 0,0629 A 0,7334 0,3918 Kruskal-Wallis
Filo 24 Horas / Tratatamentos / Médias e Desvios Padrées* Valor Probab. Teste
IET MLSS doTeste doTeste

Others 0,0066 = 0,0056 0,0086 = 0,0037 A 4,0502 0,0442 Kruskal-Wallis
Actinobacteriota 0,0193 = 0,0078 A 0,0236 = 0,0069 A 2,4099 0,1206 Kruskal-Wallis
Bacteroidota 0,2389 = 0,054 A 0,2249 = 0,0373 A 0,6951 0,4044 Kruskal-Wallis
Desulfobacterota 0,0043 = 0,0034 A 0,0024 = 0,0015 A 2,9265 0,0871 Kruskal-Wallis
Euryarchaeota 0,023 = 0,0266 B 0,0308 * 0,0174 A 4,2846 0,0385 Kruskal-Wallis
Fibrobacterota 0,0045 = 0,0039 A 0,0026 = 0,0023 A 1,1318 0,2874 Kruskal-Wallis
Firmicutes 0,5284 = 0,0416 A 0,5375 = 0,0476 A 0,4 0,5271 F
Halobacterota 0,0028 = 0,0046 A 0,0045 = 0,0055 A 0,517 0,4721 Kruskal-Wallis
Proteobacteria 0,005 = 0,0033 A 0,0102 = 0,0201 A 0,9 0,3428 Kruskal-Wallis
Spirochaetota 0,0305 = 0,0199 A 0,0229 =+ 0,0114 A 1,1011 0,294 Kruskal-Wallis
Verrucomicrobiota 0,1365 = 0,0782 A 0,132 = 0,053 A 0,186 0,6663 Kruskal-Wallis




48 Horas/ Tratatamentos / Médias e Desvios Padrdes™

Valor

Probab.

Filo Teste
IET MLSS doTeste doTeste

Others 0,0074 = 0,0024 A 0,0057 = 0,0034 B 3,4804 0,0621 Kruskal-Wallis
Actinobacteriota 0,0255 = 0,0097 A 0,017 = 0,0086 B 5,069 0,0244 Kruskal-Wallis
Bacteroidota 0,2206 = 0,0409 B 0,2732 = 0,0639 A 4,2372 0,0395 Kruskal-Wallis
Desulfobacterota 0,0021 = 0,0012 A 0,004 = 0,0041 A 1,027 0,3109 Kruskal-Wallis
Euryarchaeota 0,0393 = 0,0288 A 0,0152 = 0,0104 B 8,5666 0,0034 Kruskal-Wallis
Fibrobacterota 0,002 =+ 0,0024 B 0,0064 = 0,0063 A 5,3633 0,0206 Kruskal-Wallis
Firmicutes 0,5422 = 0,0623 A 0,5116 = 0,057 A 1,9128 0,1667 F

Halobacterota 0,0042 = 0,0052 A 0,0021 = 0,0027 A 0,9322 0,3343 Kruskal-Wallis
Proteobacteria 0,0163 = 0,0325 A 0,0096 = 0,0076 A 0,0093 0,9231 Kruskal-Wallis
Spirochaetota 0,0222 = 0,0086 A 0,0308 = 0,0193 A 1,1959 0,2742 Kruskal-Wallis
Verrucomicrobiota 0,1184 = 0,0634 A 0,1244 = 0,0632 A 0,1748 0,6759 Kruskal-Wallis

*: Valores seguidos pela mesma letra, na linha, nio diferem entre si pelo teste indicado (p=0,05).
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Tabela 5.Comparacdo da abundancia relativa das principais familias bacterianas entre os protocolos de esforco incremental (IET) e maxima fase estavel

do lactato (MFEL)

- Hora Zero / Tratatamentos / Médias e Desvios Padroes™* Valor Probab.
Familia Teste
IET MLSS do Teste do Teste

Acidaminococcaceae 0,0062 = 0,0070 B 0,0214 = 0,0132 A 12,98 0,0003 Kruskal-Wallis
Akkermansiaceae 0,0100 = 0,0155 A 0,0093 = 0,0091 A 0,87 0,3522 Kruskal-Wallis
Anaerovoracaceae 0,0412 = 0,0117 A 0,0304 = 0,0086 B 5,31 0,0213 Kruskal-Wallis
Bacteroidales_BS11_gut_group 0,0026 = 0,0032 A 0,0050 = 0,0088 A 0,40 0,5254 Kruskal-Wallis
Bacteroidales_RF16_group 0,0049 = 0,0033 A 0,0088 = 0,0086 A 1,58 0,2094 Kruskal-Wallis
Bacteroidales_UCG_001 0,0091 = 0,0058 A 0,0084 = 0,0073 A 0,78 0,3756 Kruskal-Wallis
Christensenellaceae 0,0707 = 0,0320 A 0,0498 = 0,0226 A 3,80 0,0513 Kruskal-Wallis
Eggerthellaceae 0,0188 = 0,0059 A 0,0190 = 0,0093 A 0,11 0,7453 Kruskal-Wallis
Erysipelotrichaceae 0,0170 = 0,0064 A 0,0111 = 0,0047 B 9,80 0,0017 Kruskal-Wallis
Eubacterium_coprostanoligenes_group 0,0278 = 0,0094 A 0,0265 = 0,0100 A 1,26 00,2683 F

F082 0,0096 = 0,0078 A 0,0167 = 0,0121 A 3,04 0,0814 Kruskal-Wallis
Hungateiclostridiaceae 0,0100 = 0,0113 A 0,0078 = 0,0045 A 0,01 0,9294 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae 0,2047 = 0,0344 A 0,2165 = 0,0416 A 0,66 0,4229 F

Methanobacteriaceae 0,0292 = 0,0233 A 0,0327 = 0,0284 A 0,02 0,8826 Kruskal-Wallis
Oscillospiraceae 0,0827 = 0,0138 A 0,0758 = 0,0178 A 0,15 0,7038 F

p_251_o5 0,0682 = 0,0364 A 0,0723 = 0,0354 A 0,04 0,8362 Kruskal-Wallis
Planococcaceae 0,0089 = 0,0119 A 0,0144 = 0,0371 A 0,76 0,3834 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae 0,0600 = 0,0155 A 0,0641 = 0,0190 A 0,15 0,7010 Kruskal-Wallis
RF39 0,0040 = 0,0010 A 0,0049 = 0,0033 A 0,20 0,6577 Kruskal-Wallis
Rikenellaceae 0,0617 = 0,0219 A 0,0581 = 0,0178 A 0,22 0,6366 Kruskal-Wallis
Ruminococcaceae 0,0237 = 0,0120 A 0,0300 = 0,0134 A 1,65 0,1989 Kruskal-Wallis
Spirochaetaceae 0,0220 = 0,0127 A 0,0256 = 0,0135 A 0,81 0,3677 Kruskal-Wallis
UCG_010 0,0153 = 0,0049 A 0,0155 = 0,0050 A 0,13 0,7231 Kruskal-Wallis
WCHB1_41 0,1335 = 0,0633 A 0,1170 = 0,0641 A 0,71 0,4000 Kruskal-Wallis
Others 0,0521 = 0,0140 A 0,0528 = 0,0130 A 0,28 0,5950 Kruskal-Wallis




Familia 24 Horas / Tratatamentos / Médias e Desvios Padrboes™ Valor Probab. Teste
IET MLSS do Teste do Teste

Acidaminococcaceae 0,0188 = 0,0145 A 0,0215 = 0,0088 A 1,2570 0,2622 Kruskal-Wallis
Akkermansiaceae 0,0077 = 0,0101 A 0,0111 = 0,0138 A 0,7943 0,3728 Kruskal-Wallis
Anaerovoracaceae 0,0293 = 0,0097 A 0,0320 = 0,0070 A 0,9555 0,3283 Kruskal-Wallis
Bacteroidales_BS11_gut_group 0,0053 = 0,0044 A 0,0049 = 0,0063 A 0,6480 0,4208 Kruskal-Wallis
Bacteroidales_RF16_group 0,0064 = 0,0036 A 0,0056 = 0,0043 A 1,4580 0,2273 Kruskal-Wallis
Bacteroidales_UCG_001 0,0110 = 0,0052 A 0,0082 = 0,0057 A 2,7802 0,0954 Kruskal-Wallis
Christensenellaceae 0,0555 = 0,0237 A 0,0480 = 0,0131 A 0,4761 0,4902 Kruskal-Wallis
Eggerthellaceae 0,0146 = 0,0059 B 0,0195 = 0,0066 A 3,9347 0,0473 Kruskal-Wallis
Erysipelotrichaceae 0,0113 = 0,0050 A 0,0101 = 0,0041 A 0,5166 0,4723 Kruskal-Wallis
Eubacterium_coprostanoligenes_group 0,0258 = 0,0105 A 0,0287 = 0,0087 A 00,0645 0,8008 F

FO82 0,0125 = 0,0149 B 0,0198 = 0,0138 A 4,5260 0,0334 Kruskal-Wallis
Hungateiclostridiaceae 0,0121 = 0,0140 A 0,0089 = 0,0052 A 0,0074 0,9313 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae 0,2072 = 0,0553 A 0,2171 = 0,0601 A 00,2169 0,6439 F

Methanobacteriaceae 0,0230 = 0,0266 B 0,0308 = 0,0174 A 4,2846 0,0385 Kruskal-Wallis
Oscillospiraceae 0,0802 = 0,0220 A 0,0783 = 0,0200 A 0,7851 00,3808 F

p_251_o5 0,0679 = 0,0345 A 0,0608 = 0,0260 A 0,2388 0,6250 Kruskal-Wallis
Planococcaceae 0,0023 = 0,0040 A 0,0167 = 0,0597 A 22,2369 0,1348 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae 0,0656 = 0,0140 A 0,0605 = 0,0175 A 1,3894 0,2385 Kruskal-Wallis
RF39 0,0055 = 0,0051 A 0,0058 = 0,0030 A 1,5643 0,2110 Kruskal-Wallis
Rikenellaceae 0,0613 = 0,0151 A 0,0576 = 0,0189 A 0,6025 0,4376 Kruskal-Wallis
Ruminococcaceae 0,0369 = 0,0195 A 0,0297 = 0,0110 A 0,7439 0,3884 Kruskal-Wallis
Spirochaetaceae 0,0305 = 0,0199 A 0,0227 = 0,0114 A 1,0711 0,3007 Kruskal-Wallis
UCG_010 0,0171 = 0,0058 A 0,0166 = 0,0041 A 0,2389 0,6250 Kruskal-Wallis
WCHB1_41 0,1287 = 0,0780 A 0,1209 = 0,0555 A 0,0000 1,0000 Kruskal-Wallis
Others 0,0585 = 0,0112 A 0,0587 = 0,0233 A 0,6025 0,4376 Kruskal-Wallis
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. 48 Horas / Tratatamentos / Médias e Desvios Padrées™* Valor Probab.
Familia Teste
IET MLSS do Teste do Teste

Acidaminococcaceae 0,0106 = 0,0086 B 0,0250 = 0,0119 A 10,7628 0,0010 Kruskal-Wallis
Akkermansiaceae 0,0060 = 0,0066 A 0,0099 = 0,0090 A 1,9577 0,1618 Kruskal-Wallis
Anaerovoracaceae 0,0271 = 0,0120 A 0,0313 = 0,0062 A 1,1267 0,2885 Kruskal-Wallis
Bacteroidales_BS11_gut_group 0,0059 = 0,0122 A 0,0043 = 0,0063 A 00,0313 0,8596 Kruskal-Wallis
Bacteroidales_RF16_group 0,0108 = 0,0117 A 0,0065 = 0,0061 A 2,484 0,1150 Kruskal-Wallis
Bacteroidales_UCG_001 0,0076 = 0,0059 A 0,0081 = 0,0069 A 0,021 0,8849 Kruskal-Wallis
Christensenellaceae 0,0524 = 0,0325 A 0,0480 = 0,0179 A 00,0259 0,8722 Kruskal-Wallis
Eggerthellaceae 0,0135 = 0,0069 B 0,0214 = 0,0091 A 5,819 0,0159 Kruskal-Wallis
Erysipelotrichaceae 0,0118 = 0,0072 A 0,0102 = 0,0038 A 0,0259 0,8722 Kruskal-Wallis
Eubacterium_coprostanoligenes_group 0,0227 = 0,0117 A 0,0269 = 0,0089 A 00,8838 0,3533 F

FO82 0,0127 = 0,0094 A 0,0186 = 0,0122 A 1,8248 0,1767 Kruskal-Wallis
Hungateiclostridiaceae 0,0088 = 0,0050 A 0,0072 = 0,0038 A 0,7825 0,3764 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae 0,2212 = 0,0432 A 0,2110 = 0,0406 A 0,4543 0,5045 F

Methanobacteriaceae 0,0152 = 0,0104 B 0,0393 = 0,0288 A 8,5666 0,0034 Kruskal-Wallis
Oscillospiraceae 0,0783 = 0,0209 A 0,0721 = 0,0170 A 1,4157 0,2417 F

p_251_o5 0,0949 = 0,0463 A 0,0626 = 0,0227 B 4,3707 0,0366 Kruskal-Wallis
Planococcaceae 0,0020 = 0,0033 A 0,0400 = 0,0743 A 2,5899 0,1075 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae 0,0696 = 0,0222 A 0,0598 = 0,0182 A 1,4162 0,2340 Kruskal-Wallis
RF39 0,0059 = 0,0052 A 0,0048 = 0,0030 A 00,0166 0,8976 Kruskal-Wallis
Rikenellaceae 0,0604 = 0,0194 A 0,0537 = 0,0181 A 0,931 0,3346 Kruskal-Wallis
Ruminococcaceae 0,0355 = 0,0174 A 0,0273 = 0,0105 A 1,3408 0,2469 Kruskal-Wallis
Spirochaetaceae 0,0307 = 0,0193 A 0,0221 = 0,0085 A 1,1959 0,2742 Kruskal-Wallis
UCG_010 0,0149 = 0,0070 A 0,0154 = 0,0047 A 0,0437 0,8344 Kruskal-Wallis
WCHB1_41 0,1183 = 0,0654 A 0,1086 = 0,0636 A 0,5472 0,4594 Kruskal-Wallis
Others 0,0566 = 0,0156 A 0,0605 = 0,0336 A 0,2486 0,6181 Kruskal-Wallis
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Tabela 6.Comparacdo da abundancia relativa dos principais géneros bacterianos entre os protocolos de esforgo incremental (IET) e maxima fase estavel

do lactato (MFEL).

0 Horas / Tratatamentos / Médias e Desvios Padrboes* Valor Probab.
Genero Teste
doTeste doTeste

Phascolarctobacterium 0,0062 = 0,007 B 0,0214 = 0,0132 A 12,98 0,0003 Kruskal-Wallis
Christensenellaceae_R7_group 0,0535 = 0,0228 A 0,0455 = 0,019 A 0,68 0,4083 Kruskal-Wallis
Eggerthellaceae_uncultured 0,0115 = 0,004 A 0,014 = 0,0069 A 0,55 0,4603 Kruskal-Wallis
Eubacterium_coprostanoligenes_group 0,0278 = 0,0094 A 0,0265 = 0,01 A 0,15 0,7038 F

F082 0,0096 =+ 0,0078 A 0,0167 = 0,0121 A 3,04 0,0814 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae 0,0724 = 0,016 A 0,081 = 0,0186 A 1,74 0,1949 F

Eubacterium_hallii_group 0,0139 = 0,0063 A 0,0109 = 0,0064 A 1,81 0,179 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae_AC2044_group 0,0292 + 0,0099 A 0,0347 = 0,0112 A 1,54 0,2149 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae_UCG_009 0,0181 = 0,0089 A 0,016 = 0,0097 A 1,36 0,2434 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae_XPB1014_group 0,0359 = 0,0157 A 0,0296 = 0,0121 A 1,36 0,2434 Kruskal-Wallis
Marvinbryantia 0,0088 = 0,0034 B 0,0143 = 0,0085 A 3,92 0,0479 Kruskal-Wallis
Methanobrevibacter 0,0292 = 0,0233 A 0,0327 = 0,0284 A 0,02 0,8826 Kruskal-Wallis
Oscillospiraceae_NK4A214_group 0,0493 = 0,008 A 0,0379 = 0,0096 B 11,61 0,0015 F

Oscillospiraceae_UCG_002 0,0113 = 0,007 A 0,0112 = 0,0075 A 0,06 0,8132 Kruskal-Wallis
Oscillospiraceae_UCG_005 0,0133 = 0,0045 A 0,0171 = 0,0084 A 1,61 0,2041 Kruskal-Wallis
p_251_05 0,0682 = 0,0364 A 0,0723 = 0,0354 A 0,04 0,8362 Kruskal-Wallis
Planococcaceae 0,0062 = 0,0087 A 0,0084 =+ 0,0227 A 3,24 0,0719 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae_UCG_001 0,0119 = 0,0041 A 0,018 = 0,007 B 7,71 0,0055 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae_UCG_003 0,0203 = 0,009 A 0,0199 = 0,0081 A 0,01 0,906 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae_UCG_004 0,0117 = 0,0071 A 0,011 = 0,0063 A 0,07 0,7873 F

Rikenellaceae_RC9_gut_group 0,0519 = 0,0215 A 0,0487 = 0,0166 A 0,04 0,8362 Kruskal-Wallis
Ruminococcus 0,0124 = 0,0102 A 0,0179 = 0,013 A 1,4 0,2375 Kruskal-Wallis
Treponema 0,0218 = 0,0126 A 0,0254 = 0,0134 A 0,84 0,3599 Kruskal-Wallis
UCG_010 0,0153 = 0,0049 A 0,0155 =+ 0,005 A 0,02 0,8895 F

WCHB1_41 0,1335 = 0,0633 A 0,117 = 0,0641 A 0,71 0,4 Kruskal-Wallis
Others 0,2567 = 0,0384 A 0,2363 = 0,0437 A 1,75 0,1931 F




24 Horas/ Tratatamentos / Médias e Desvios Padroes* Valor Probab.

Genero Teste
IET MLSS doTeste doTeste

Phascolarctobacterium 0,0188 = 0,0145 A 0,0215 = 0,0088 B 1,26 0,2622 Kruskal-Wallis
Christensenellaceae_R7_group 0,0467 = 0,0182 A 0,0462 + 0,0126 A 0,04 0,8405 Kruskal-Wallis
Eggerthellaceae_uncultured 0,0102 = 0,004 B 0,0149 = 0,0055 A 6,47 0,0109 Kruskal-Wallis
Eubacterium_coprostanoligenes_group 0,0258 = 0,0105 A 0,0287 = 0,0087 A 0,79 0,3808 F

F082 0,0125 = 0,0149 B 0,0198 = 0,0138 A 4,53 0,0334 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae 0,0762 = 0,0269 A 0,0822 = 0,0233 A 0,48 0,4906 F

Eubacterium_hallii_group 0,01 = 0,0041 A 0,0105 = 0,0047 A 0 0,9771 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae_AC2044_group 0,0361 = 0,0142 A 0,0339 = 0,0122 A 0,19 0,6663 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae_UCG_009 0,0184 = 0,0073 A 0,0167 = 0,0111 A 1,79 0,1813 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae_XPB1014_group 0,0289 = 0,0129 A 0,0301 = 0,0143 A 0 0,9771 Kruskal-Wallis
Marvinbryantia 0,0111 = 0,0042 A 0,0147 = 0,008 A 1,13 0,2875 Kruskal-Wallis
Methanobrevibacter 0,023 = 0,0266 B 0,0308 = 0,0174 A 4,28 0,0385 Kruskal-Wallis
Oscillospiraceae_NK4A214_group 0,0407 = 0,0086 A 0,0394 = 0,0102 A 0,12 0,7315 F

Oscillospiraceae_UCG_002 0,0141 = 0,0114 A 0,0126 = 0,0097 A 0,1 0,7518 Kruskal-Wallis
Oscillospiraceae_UCG_005 0,0154 = 0,005 A 0,0158 = 0,0066 A 0 0,9771 Kruskal-Wallis
p_251_05 0,0679 = 0,0345 A 0,0608 = 0,026 A 0,24 0,625 Kruskal-Wallis
Planococcaceae 0,0009 = 0,002 A 0,0102 = 0,0384 A 1,89 0,1693 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae_UCG_001 0,0148 = 0,0053 A 0,0167 = 0,0066 A 0,79 0,3728 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae_UCG_003 0,0203 = 0,0075 A 0,0181 = 0,0077 A 0,93 0,3355 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae_UCG_004 0,0144 = 0,0084 A 0,0118 = 0,006 A 1,18 0,2836 F

Rikenellaceae_RC9_gut_group 0,0489 = 0,0133 A 0,0476 = 0,0181 A 0,16 0,6873 Kruskal-Wallis
Ruminococcus 0,0265 = 0,0207 A 0,0175 = 0,0106 A 1,6 0,2059 Kruskal-Wallis
Treponema 0,0303 = 0,0197 A 0,0225 = 0,0114 A 1,13 0,2875 Kruskal-Wallis
UCG_010 0,0171 = 0,0058 A 0,0166 = 0,0041 A 0,11 0,7453 F

WCHB1_41 0,1287 = 0,078 A 0,1209 = 0,0555 A 0 1 Kruskal-Wallis

Others 0,2425

H

0,0313 A 0,2395

H

0,0417 A 0,04 0,8364 F




48 Horas/ Tratatamentos / Médias e Desvios Padroes* Valor Probab.

Genero Teste
IET MLSS doTeste doTeste

Phascolarctobacterium 0,0106 = 0,0086 B 0,025 = 0,0119 A 10,762 0,001 Kruskal-Wallis
Christensenellaceae_R7_group 0,0413 = 0,0228 A 0,0466 = 0,0176 A 0,9941 0,3187 Kruskal-Wallis
Eggerthellaceae_uncultured 0,0091 = 0,0045 B 0,0162 = 0,0068 A 6,9559 0,0084 Kruskal-Wallis
Eubacterium_coprostanoligenes_group 0,0227 = 0,0117 A 0,0269 = 0,0089 A 1,4157 0,2417 F

F082 0,0127 = 0,0094 A 0,0186 = 0,0122 A 1,8248 0,1767 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae 0,0848 = 0,0223 A 0,0782 = 0,0156 A 1,0871 0,3039 F

Eubacterium_hallii_group 0,012 = 0,0073 A 0,0108 = 0,006 A 0,0934 0,7599 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae_AC2044_group 0,0384 = 0,013 A 0,0329 = 0,0097 A 1,1959 0,2742 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae_UCG_009 0,0164 = 0,0098 A 0,0153 = 0,0088 A 0,4138 0,52 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae_XPB1014_group 0,0271 = 0,014 A 0,0301 = 0,0118 A 1,1266 0,2885 Kruskal-Wallis
Marvinbryantia 0,0113 = 0,005 A 0,015 = 0,0091 A 1,0593 0,3034 Kruskal-Wallis
Methanobrevibacter 0,0152 = 0,0104 B 0,0393 = 0,0288 A 8,5666 0,0034 Kruskal-Wallis
Oscillospiraceae_NK4A214_group 0,0387 = 0,0122 A 0,0362 = 0,0082 A 0,5268 0,4725 F

Oscillospiraceae_UCG_002 0,0117 = 0,0088 A 0,0099 = 0,0066 A 0,299 0,5845 Kruskal-Wallis
Oscillospiraceae_UCG_005 0,0193 =+ 0,0109 A 0,0157 = 0,0068 A 0,4139 0,52 Kruskal-Wallis
p_251_05 0,0949 = 0,0463 A 0,0626 = 0,0227 B 4,3707 0,0366 Kruskal-Wallis
Planococcaceae 0,0001 = 0,0002 B 0,027 = 0,0515 A 4,9119 0,0267 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae_UCG_001 0,0196 = 0,0093 A 0,0171 = 0,0064 A 0,0838 0,7722 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae_UCG_003 0,0212 = 0,0102 A 0,0187 = 0,0068 A 0,2028 0,6525 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae_UCG_004 0,0102 =+ 0,0055 A 0,0119 = 0,0069 A 0,4931 0,4869 F

Rikenellaceae_RC9_gut_group 0,05 = 0,0166 A 0,0451 = 0,0169 A 0,5007 0,4792 Kruskal-Wallis
Ruminococcus 0,0258 = 0,018 A 0,0145 = 0,0084 A 2,6907 0,1009 Kruskal-Wallis
Treponema 0,0306 = 0,0192 A 0,022 =+ 0,0084 A 1,3407 0,2469 Kruskal-Wallis
UCG_010 0,0149 = 0,007 A 0,0154 = 0,0047 A 0,0602 0,8075 F

WCHB1_41 0,1183 = 0,0654 A 0,1086 = 0,0636 A 0,5472 0,4594 Kruskal-Wallis

Others 0,2431

H

0,0574 A 0,2403

H

0,0421 A 0,0273 0,8696 F
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Tabela 7. Comparacdo da alfa diversidade microbiana intestinal entre os protocolos de esforco incremental (IET) e maxima fase estavel do lactato
(MLSS) nos diferentes tempos. IET_Start: antes do teste de esforco incremental (TEI); IET24H e IET48H: 24h e 48h apos apds o TEI, respectivamente;
MLSS_Start: antes da sessdo da maxima fase estavel do lactato (MFEL); MLSS24H: 24h apds a MFEL.

Group pval p.adj
MLSST24H vs IET48H 0,00039014 0,0058521
MLSST24H vs IETOH 0,0036883 0,027663

MLSST24H vs MLSSTOH 0,0086786 0,043393

Tabela 8. Comparacdo da abundancia relativa dos principais filos bacterianos entre maxima fase estavel do lactato (MLSS) e do lactato excedido
(MLSSLACEX).

FILO Tratamentos / Médias e Desvios Padroes* Valor Probab. Teste
MLSS MLSSLACE MLSS_sta doTeste doTeste

Others 0,0070 = 0,0025 A 0,0076 = 0,0028 A 0,0081 = 0,0050 A 0,71 0,7029 Kruskal-Wallis
Actinobacteriota 0,0410 £ 0,0261 A 0,0336 + 0,0250 A 0,0152 = 0,0106 B 3,17 0,0467 Tukey
Bacteroidota 0,0015 = 0,0019 B 0,0027 = 0,0026 B 0,0063 = 0,0061 A 7,88 0,0007 Tukey
Euryarchaeota 0,5545 £ 0,0592 A 0,5287 = 0,0504 A 0,5088 = 0,0567 B 11,21 0,0037 Kruskal-Wallis
Fibrobacterota 0,0032 = 0,0037 B 0,0048 = 0,0060 A 0,0018 = 0,0024 C 11,65 0,0029 Kruskal-Wallis
Firmicutes 0,0027 =+ 0,0012 B 0,0029 + 0,0019 A 0,0017 = 0,0011 C 3,55 0,0326 Tukey
Halobacterota 0,0185 = 0,0359 A 0,0072 = 0,0075 A 0,0096 = 0,0074 A 2,67 0,2632 Kruskal-Wallis
Planctomycetota 0,0224 = 0,0096 A 0,0229 = 0,0100 A 0,0311 = 0,0197 A 2,24 0,1119 Tukey
Proteobacteria 0,1088 =+ 0,0593 A 0,1360 = 0,0572 A 0,1252 + 0,0645 A 1,07 0,5855 Kruskal-Wallis
Spirochaetota 0,0250 = 0,0090 A 0,0245 = 0,0086 A 0,0174 = 0,0088 A 1,16 0,5605 Kruskal-Wallis
Verrucomicrobiota 0,2154 = 0,0376 A 0,2291 = 0,0381 A 0,2750 = 0,0642 A 5,50 0,0640 Kruskal-Wallis

*:Valores seguidos pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste indicado (p=0,05)
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Tabela 9.Comparacdo da abundancia relativa das principais familias bacterianas entre os estimulos da maxima fase estavel do lactato (MLSS) e do
lactato excedido (MLSSLACEX).

o Tratamentos / Médias e Desvios Padroes* Valor Probab.
Familia Teste
MLSS MLSSLACE MLSS_sta doTeste doTeste

Acidaminococcaceae 0,0235 + 0,0086 A 0,0242 + 0,0121 A 0,0109 = 0,0090 B 12,01 0,0025 Kruskal-Wallis
Akkermansiaceae 0,0138 + 0,0140 A 0,0087 + 0,0088 A 0,0059 + 0,0063 A 4,08 0,1298 Kruskal-Wallis
Anaerovoracaceae 0,0324 + 0,0084 A 0,0314 + 0,0052 A 0,0267 = 0,0115 A 2,33 0,3121 Kruskal-Wallis
Bacteroidales_RF16_group 0,0052 = 0,0047 A 0,0072 = 0,0060 A 0,0111 = 0,0119 A 5,75 0,0565 Kruskal-Wallis
Bacteroidales_UCG_001 0,0077 = 0,0061 A 0,0086 + 0,0069 A 0,0076 = 0,0063 A 1,28 0,5274 Kruskal-Wallis
Christensenellaceae 0,0487 = 0,0164 A 0,0480 = 0,0156 A 0,0517 £ 0,0323 A 0,34 0,8457 Kruskal-Wallis
Eggerthellaceae 0,0211 + 0,0088 A 0,0205 + 0,0080 B 0,0136 + 0,0069 C 6,63 0,0363 Kruskal-Wallis
Erysipelotrichaceae 0,0097 = 0,0041 A 0,0106 = 0,0036 A 0,0120 = 0,0069 A 1,18 0,3112 Tukey
Eubacterium_coprostanoligenes_group 0,0266 + 0,0082 A 0,0288 = 0,0089 A 0,0223 = 0,0120 A 4,53 0,1038 Kruskal-Wallis
F082 0,0206 = 0,0141 A 0,0182 = 0,0123 A 0,0128 = 0,0091 A 2,48 0,2895 Kruskal-Wallis
Hungateiclostridiaceae 0,0072 £ 0,0041 A 0,0083 = 0,0047 A 0,0089 = 0,0050 A 1,69 0,4293 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae 0,2087 + 0,0579 A 0,2177 = 0,0429 A 0,2206 + 0,0446 A 0,48 0,7855 Kruskal-Wallis
Methanobacteriaceae 0,0410 + 0,0261 A 0,0336 + 0,0250 A 0,0152 + 0,0106 B 11,21 0,0037 Kruskal-Wallis
Moraxellaceae 0,0140 + 0,0365 A 0,0018 + 0,0074 B 0,0010 = 0,0029 B 3,33 0,0403 Tukey
Oscillospiraceae 0,0782 = 0,0210 A 0,0737 = 0,0166 A 0,0771 = 0,0197 A 0,83 0,6604 Kruskal-Wallis
p_251_o5 0,0592 + 0,0232 A 0,0631 + 0,0245 A 0,0956 + 0,0464 A 6,02 0,0493 Kruskal-Wallis
Planococcaceae 0,0428 + 0,0874 A 0,0155 + 0,0379 A 0,0019 + 0,0033 A 4,57 0,1019 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae 0,0548 + 0,0161 B 0,0638 + 0,0172 AB 0,0701 = 0,0236 A 7,73 0,0210 Kruskal-Wallis
RF39 0,0052 = 0,0026 A 0,0051 = 0,0029 A 0,0059 = 0,0053 A 0,26 0,7748 Tukey
Rikenellaceae 0,0562 + 0,0216 A 0,0561 = 0,0161 A 0,0605 = 0,0187 A 0,56 0,7542 Kruskal-Wallis
Ruminococcaceae 0,0302 = 0,0098 A 0,0272 £ 0,0112 A 0,0356 £ 0,0171 A 3,64 0,1619 Kruskal-Wallis
Spirochaetaceae 0,0223 + 0,0096 A 0,0228 + 0,0100 A 0,0310 = 0,0197 A 1,31 0,5200 Kruskal-Wallis
UCG_010 0,0162 + 0,0050 A 0,0158 + 0,0040 A 0,0150 + 0,0066 A 0,25 0,8816 Kruskal-Wallis
WCHB1_41 0,0950 + 0,0578 B 0,1273 = 0,0591 A 0,1193 = 0,0664 AB 7,32 0,0257 Kruskal-Wallis
Others 0,0551 = 0,0112 A 0,0561 = 0,0125 A 0,0610 = 0,0203 A 0,59 0,7444 Kruskal-Wallis

*: Valores seguidos pela mesma letra, na linha, nao diferem entre si pelo teste indicado (p=0,05)



Tabela 10.Comparacéo da abundéncia relativa dos principais géneros bacterianos entre os estimulos da maxima fase estavel do lactato (MLSS) e do
lactato excedido (MLSSLACEX).

Tratamentos / Médias e Desvios Padroes* Valor Probab.
Genero Teste
MLSS MLSSLACE MLSS_sta doTeste doTeste

Phascolarctobacterium 0,0235 = 0,0086 A 0,0242 = 0,0121 A 0,0109 = 0,0090 B 6,57 0,0022 Tukey
Christensenellaceae_R7_group 0,0471 £+ 0,0161 A 0,0465 = 0,0153 A 0,0408 = 0,0230 A 2,47 0,2915 Kruskal-Wallis
Eggerthellaceae_uncultured 0,0158 = 0,0069 A 0,0156 = 0,0059 A 0,0092 = 0,0047 B 9,562 0,0086 Kruskal-Wallis
Eubacterium_coprostanoligenes_group 0,0266 + 0,0082 A 0,0288 + 0,0089 A 0,0223 = 0,0120 A 2,33 0,1029 Tukey
F082 0,0206 = 0,0141 A 0,0182 = 0,0123 A 0,0128 = 0,0091 A 2,48 0,2895 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae 0,0773 = 0,0212 A 0,0816 =+ 0,0178 A 0,0850 = 0,0226 A 0,77 0,4672 Tukey
Eubacterium_hallii_group 0,0115 =+ 0,0061 A 0,0100 = 0,0050 A 0,0121 += 0,0076 A 1,02 0,6005 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae_AC2044_group 0,0325 £ 0,0105 A 0,0339 =+ 0,0110 A 0,0381 = 0,0130 A 0,97 0,3837 Tukey
Lachnospiraceae_UCG_009 0,0157 = 0,0108 A 0,0161 = 0,0094 A 0,0160 = 0,0101 A 0,45 0,7970 Kruskal-Wallis
Lachnospiraceae_XPB1014_group 0,0315 £ 0,0155 A 0,0295 = 0,0107 A 0,0274 = 0,0141 A 0,95 0,6221 Kruskal-Wallis
Marvinbryantia 0,0138 = 0,0076 A 0,0157 = 0,0092 A 0,0116 = 0,0054 A 1,74 0,4184 Kruskal-Wallis
Methanobrevibacter 0,0410 = 0,0261 A 0,0336 + 0,0250 A 0,0152 = 0,0106 B 11,21 0,0037 Kruskal-Wallis
Oscillospiraceae_NK4A214 group 0,0391 =+ 0,0107 A 0,0371 = 0,0081 A 0,0384 = 0,0122 A 0,45 0,6420 Tukey
Oscillospiraceae_UCG_002 0,0123 + 0,0101 A 0,0107 = 0,0068 A 0,0112 = 0,0081 A 0,03 0,9844 Kruskal-Wallis
Oscillospiraceae_UCG_005 0,0158 = 0,0064 A 0,0159 = 0,0070 A 0,0189 = 0,0109 A 0,28 0,8697 Kruskal-Wallis
p_251_05 0,0592 + 0,0232 A 0,0631 = 0,0245 A 0,0956 = 0,0464 A 6,02 0,0493 Kruskal-Wallis
Planococcaceae 0,0289 = 0,0597 A 0,0093 = 0,0229 B 0,0002 = 0,0002 B 9,65 0,0080 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae_UCG_001 0,0150 =+ 0,0070 A 0,0182 = 0,0055 A 0,0194 = 0,0096 A 2,91 0,0597 Tukey
Prevotellaceae_UCG_003 0,0180 = 0,0075 A 0,0189 = 0,0067 A 0,0220 = 0,0113 A 1,76 0,4158 Kruskal-Wallis
Prevotellaceae_UCG_004 0,0102 = 0,0053 A 0,0127 = 0,0069 A 0,0099 = 0,0053 A 1,94 0,1501 Tukey
Rikenellaceae_RC9_gut_group 0,0490 = 0,0210 A 0,0456 = 0,0146 A 0,0502 = 0,0168 A 0,57 0,5702 Tukey
Ruminococcus 0,0154 + 0,0069 A 0,0159 + 0,0106 A 0,0257 = 0,0178 A 2,61 0,2708 Kruskal-Wallis
Treponema 0,0222 = 0,0096 A 0,0226 = 0,0099 A 0,0308 = 0,0197 A 1,39 0,4988 Kruskal-Wallis
UCG_010 0,0162 = 0,0050 A 0,0158 = 0,0040 A 0,0150 = 0,0066 A 0,27 0,7644 Tukey
WCHB1_41 0,0950 = 0,0578 B 0,1273 = 0,0591 A 0,1193 = 0,0664 AB 7,32 0,0257 Kruskal-Wallis
Others 0,2469 = 0,0466 A 0,2333 = 0,0356 A 0,2418 = 0,0573 A 1,06 0,3499 Tukey

*:Valores seguidos pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste indicado (p=0,05)
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Tabela 11.Comparacéo da alfa diversidade microbiana intestinal da MFEL: MLSS_Start: antes da sessdo da méxima fase estavel do lactato (MFEL);
MLSS: sessbes onde o lactato permaneceu estavel; MLSSLACEX: sessdes onde o lactato excedeu o limiar.

Group pval p.adj
MLSS vs MLSSSstart 0,00093819 0,0028146
MLSSLACEX vs MLSSSstart 0,010909 0,016363
MLSS vs MLSSLACEX 0,38152 0,38152

Tabela 12.Comparacdo da beta diversidade microbiana intestinal da MFEL: MLSS_Start, MLSS e MLSSLACEX pelo indice de Bray-Curtis.
MLSS_Start: antes da sessdo da maxima fase estavel do lactato (MFEL); MLSS: sessdes onde o lactato permaneceu estavel; MLSSLACEX: sessfes
onde o lactato excedeu o limiar.

Group pval p.adj
MLSS vs MLSSSstart 0,009 0,027
MLSS vs MLSSLACEX 0,033 0,0495

MLSSLACEX vs MLSSSstart 0,079 0,079
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Tabela 13.Variacao do pH fecal em equinos submetidos a testes de esforgo incremental (TEI) e maxima fase estavel do lactato (MFEL) ao longo de 48
horas.

Tratamentos / Médias e Desvios padrdes™*

Dia Valorde F P>F
IET MLSS

0 7,10 £ 0,28 A 6,94 = 0,37 A 1,373 0,2482

24 6,53 £ 0,28 B 7,02 £ 0,29 A 22,72 <0,0001

48 6,45 + 0,31 B 7,08 £ 0,30 A 32,22 <0,0001

*:Valores seguidos pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste F (p=0,05)





