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RESUMO

O uso de suplementos em busca de melhor desempenho estd cada vez mais frequente, sendo
que o consumo de algumas substancias podem apresentar riscos a saide. O uso de proteinas
do soro de leite € uma prética eficaz e segura devido ao estimulo da sintese proteica
promovida pela elevada concentracdo de aminodcidos de cadeia ramificada presentes nessas
proteinas. O consumo de probidticos podem promover diversos beneficios a saide, como
melhora na fungdo barreira e microbiota intestinal, tendo em vista o elevado risco de
infec¢des que praticantes de exercicio fisicos e atletas estdo expostos, apds provas exaustivas.
Além das proteinas do lactosoro, destacam-se também os compostos fendlicos presentes na
romd, que podem combater o estresse oxidativo causado pelo exercicio intenso e 0s
probidticos, que melhoram a fungdo intestinal. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
combinado da suplementacdo de proteinas do soro do leite, probidticos e suco de roma
(Punica granatum, L.) sobre a microbiota intestinal, estrutura de vilosidades do trato intestinal
e marcadores inflamatérios de ratos Wistar submetidos a exercicio agudo e de alta
intensidade. Os ratos (n=24) foram divididos nos grupos controle, suplementado, exercitado e
exercitado e suplementado. Os animais suplementados receberam durante seis semanas a
bebida esportiva por gavagem e foram submetidos a exercicio agudo e intenso. O exercicio
fisico agudo e intenso pareceu comprometer a funcdo barreira intestinal, diminuir o transito
intestinal e a proporcdo de espécies do género Lactobacillus, além de aumentar espécies do
género Clostridium. Por outro lado, a suplementacdo com a bebida esportiva acelerou o
transito intestinal, além de, restabelecer a microbiota e a funcdo barreira intestinal. Conclui-se
que o efeito combinado dos componentes da bebida esportiva desenvolvida restabeleceu
parametros de microbiota intestinal e fun¢do barreira protegendo os animais suplementados
dos efeitos deletérios do exercicio agudo e intenso.

Palavras-chave: desempenho fisico, probidtico, soro do leite, atividade antioxidante, roma,
microbiota.



ABSTRACT

Recently, it is increasingly common the use of dietary supplements for improvement of
performance, however the consumption of some substances may incur health risks.
Consumption of whey proteins is effective, safe and promotes protein synthesis from the high
concentration of branched chain amino acids. The consumption of probiotics can promote
several health benefits, such as improvement in the barrier function and intestinal microbiota.
This property may be an important allied for athletes after exhausting tests, once they have
greater risk for infections development. Moreover, phenolics present in pomegranate can
contribute in oxidative stress shrinkage, especially after exercise. In this study, our main goal
was the evaluation of combined effect of whey proteins, probiotics and pomegranate juice
dietary supplementation in intestinal structure and microbiota, and inflammatory markers in
rats submitted to high intensity acute exercise. The dietary supplementation was administered
daily via intragastric gavage of the sports drink for 6 weeks, and an intense and acute exercise
session was proceeded. Our results suggest that an acute and intense exercise session
compromised the intestinal barrier function, decreased intestinal transit and the proportion of
species of the genus Lactobacillus, besides increased species of the genus Clostridium. On the
other hand, supplementation with sports drink accelerated intestinal transit, promoted
maintenance and balance, and reestablished the microbiota and intestinal barrier function.
Therefore, our data showed that the combined effect of whey protein, probiotics and
pomegranate juice supplementation reestablished intestinal microbiota parameters and barrier
function protecting from the deleterious effects of acute and intense exercise.

Key words: physical performance, probiotic, whey, antioxidant activity, pomegranate,
microbiota.
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1 INTRODUCAO GERAL

O uso de suplementos no meio esportivo estd cada vez mais frequente, em busca de
melhor desempenho ou forma fisica (Kreider, 1999). No entanto, ha riscos a sadde, visto que
alguns componentes presentes em suas formulagdes ndo foram analisados e comprovados
como seguros a satde.

As proteinas do soro de leite (whey protein) tém sido empregadas como suplemento
alimentar devido a sua eficicia e seguranca. O uso de proteinas do lactosoro tem sido cada
vez mais comum entre praticantes de atividades fisicas, visto que, essas proteinas possuem
rdpida e alta digestibilidade, alto valor bioldgico e eficiéncia metabdlica, otimizando a
recuperacdo em exercicios extenuantes (Borges et al., 2001). Estas proteinas possuem
aminodcidos de cadeia ramificada (26%) e glutamato (6%), o qual pode ser utilizado
exclusivamente para sintese de glutamina nos musculos (Souza et al., 2009). Além disso,
podem ser utilizadas para preservar ou manter a glutamina muscular, que é amplamente
utilizada por células do sistema imunolégico e no exercicio fisico (Newsholme, Parry-
Billings, 1990; Newsholme, Calder, 1997; Rohde, et al., 1998, Newsholme, 2001). Ademais,
a glutamina apresenta importante papel na manuten¢ao da fungdo barreira intestinal (Wang et
al, 2014). Dessa forma, as proteinas do soro de leite podem proteger o organismo em
particular o intestino, durante atividades fisicas, além de fortalecer o sistema imunolégico
(Souza et al., 2009, Castell, Newsholme, 1997).

O exercicio fisico altera fungdes de células do sistema imune conforme a intensidade
(Nieman, 2008). Desta maneira, o exercicio intenso pode aumentar a incidéncia de infec¢des
do trato géstrico e trato respiratrio superior, sendo responsavel por alteracdes da imunidade
em diversas partes do organismo (Nieman, 2008). Sendo assim, o exercicio de alta
intensidade pode ocasionar reducdo na atividade das células natural killer e no funcionamento
das células B e T (Hoffman-Goetz e Pedersen, 1994).

Nieman e colaboradores (2005) demonstraram que corredores de ultra-maratona ou
triatletas, alguns dias apds o periodo competitivo apresentavam infeccdes no trato respiratorio

(Nieman et al., 2005; Glesson, Bishop, Oliveira e Tauler , 2011; Glesson, Bishop e Oliveira,
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2012). Ademais, o exercicio fisico intenso e prolongado pode alterar negativamente os
processos de absor¢do intestinal, resultando em consequente hipoperfusdo e aumento de
gordura no conteddo intestinal, acarretando na maior ocorréncia de diarreia (Nieman et al.,
2005). Essas alteracdes fisiologicas estdo relacionadas a modificacdo de proteinas estruturais
chamadas tight junctions, que sofrem remodelamentos devido as constantes mudangas no
fluxo sanguineo no ambiente intestinal (Wijck et al., 2011).

A habilidade de controlar e equilibrar invasdes de conteidos maléficos a partir do
limen intestinal para o organismo interno é denominada funcdo barreira (Fanning et al.,
1999). Trabalhando em conjunto, células epiteliais, tecido linféide associado ao intestino e
bactérias luminais podem evitar invasdes por agentes patogénicos, desempenhando assim esta
funcdo (Lamprecht e Frauwallner, 2012). Muitas proteinas transmembranas foram
identificadas dentro das tight junctions com o objetivo de regular células do sistema imune,
permeabilidade paracelular de 4gua e solutos. Duas dessas proteinas s@o de principal interesse
do presente estudo, a Zénula de oclusdo 1 (ZO-1) e a Claudina-1.

A protefna ZO-1 € uma proteina de adesdo celular responsdvel por transdugao de sinal
em juncdes célula-célula (Fanning, Mitic e Anderson, 1999; Gunzel e Yu, 2013). Ja as
claudinas, sdo proteinas integrais de membrana constituindo uma barreira tanto paracelular
quanto de poros, desempenhando um importante papel na determinagdo das propriedades da
permeabilidade das células epiteliais (Fanning, Mitic e Anderson, 1999; Gunzel e Yu, 2013).
A claudina-1 € expressa principalmente no célon intestinal e encontrada em ratos (Lu et al.,
2013). Além disso, Lu e colaboradores (2013), demonstraram que a privacdo de glutamina
diminui a expressao de Claudina-1(Lu et al., 2013). A bebida esportiva oferecida neste estudo
foi suplementada com proteinas do soro do leite, fornecendo glutamina necessdria para
protecdo a saude durante a pratica de exercicios fisicos (Castell e Newsholme, 1997; Li e Neu,
2009; Cruzat et al., 2014). Ademais, probidticos podem alterar a expressao de proteinas tight
junctions e melhorar a funcdo barreira in vitro e em modelos animais (Macpherson, 2004;
Keita e S6derholm, 2010).

Clancy et al. (2006) demonstraram que atletas fatigados apresentavam prejuizo na
funcdo das células T e reversdo apds terapia com probidticos. O qual, apds suplementacdo
com ingestdao de cdpsulas de Lactobacillus acidophilus por um més, a secre¢do de IFN vy de
células T aumentou significativamente. Cox et al. (2010) analisou corredores de longa

distancia, os quais receberam a suplementacdo de Lactobacillus fermentum VRI-003, por 4
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meses, demonstrando manutencdo dos niveis de interferon gama (INF 7y), além de uma
diminuicdo no nimero de dias e na severidade de doengas respiratdrias durante o periodo
experimental. Outro estudo analisou individuos que exerciam atividade fisica de resisténcia,
0s quais receberam culturas probidticas de Lactobacillus casei Shirota, por 16 semanas,
demonstrando redu¢do na frequéncia de infeccdes do trato respiratério superior (Gleeson et
al., 2011). Dessa forma, o exercicio fisico exaustivo pode provocar distensdo abdominal,
diarreia, dor abdominal, em atletas (Pyne et al., 2014). E o uso de probidticos como
suplemento pode auxiliar na reducdo da gravidade, duracdo e frequéncia de doencas
respiratorias e problemas gastrointestinais, isto provavelmente pela interacdo direta destas
culturas com a microbiota intestinal e com o sistema imune (Pyne et al., 2014). Ademais um
unico estudo reportou efeito ergogénico, com diminui¢do significativa no tempo de corrida
em atletas até se atingir fadiga (Shing et al., 2014). Além do que, estudos relacionam a
suplementacdo de probidticos na diminui¢do dos efeitos do exercicio prolongado e intenso
(Gleeson et al., 2011; Gleeson et al., 2012).

O exercicio fisico moderado diminui espécies reativas de oxigénio através de
adaptacdes dos sistemas antioxidantes enddgenos (Cruzat et al., 2014; Fuster-Munoz et al.,
2016). O aumento na inflamac@o e o estresse oxidativo podem diminuir a funcdo muscular
(Fuster-Munoz et al., 2016). Antioxidantes endégenos podem proteger o organismo contra os
danos oxidativos provocados pelo exercicio fisico, no entanto, eles podem nao ser suficientes
em exercicios intensos e/ou extenuantes (Cruzat et al., 2014). Por isso, muitas estratégias tém
sido usadas para melhorar esses danos, como o uso de antioxidantes exdgenos, através de
intervencoes nutricionais (Fuster-Munoz et al., 2016; Crum et al., 2017; Sharma et al., 2017).
Nesse contexto, o suco de roma, é rico em polifendis, como, flavondis, antocianinas e
elagitaninos (Gil er al., 2000; Fuster-Munoz et al., 2016) e pode ser oferecido como
antioxidante exogeno. Alguns estudos tém comprovado a a¢do antioxidante da roma (Punica
granatum, L.), através da presenca de compostos fendlicos, como o dcido gélico (Jardini et
al., 2007). Testes feitos em coelhos que ingeriram sucos preparados com suspensao aquosa de
romd em po, apresentaram um aumento no nivel de anticorpos e também da inibicdo na
migracdo leucocitaria (Ross et al., 2001). Chaves et al. (2014) analisou oito
alimentos/condimentos, entre eles polpa e casca da roma, em relagdo as suas propriedades
antioxidante e antimicrobiana. Os alimentos analisados demonstraram alto potencial

antioxidante. Ao avaliar a propriedade antimicrobiana demonstraram que esses alimentos
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foram capazes de reduzir o crescimento de bactérias patogénicas Staphylococcus aureus e
Bacillus cereus, mas ndao observaram reducdo da viabilidade de bactérias probidticas
Lactobacillus casei Shirota e Lactobacillus casei defensis (Chaves et al.,, 2014). Assim,
compostos presentes na roma podem apresentar atividade antimicrobiana, mas essa atividade
ndo necessariamente € inibitéria de culturas probidticas.

Ademais, Kaplan et al. (2009) suplementou camundongos ateroscleréticos durante 2
meses para determinar os efeitos da suplementacdo com suco de roma. Neste estudo foi
fornecido 31 microlitros de suco de romd/dia equivalente a 0,875mmol/polifendis/dia,
mostrando que a bebida foi capaz de reduzir as varidveis pro-aterogénicas avaliadas. Carmo
(2014) avaliou melhora do desempenho de ratos Wistar suplementados com extrato de roma e
submetidos a teste agudo de natacdo. Os animais suplementados conseguiram nadar por mais
tempo que os animais que ndo receberam extrato de suco de romd. Conforme a referida
pesquisa 0s compostos bioativos presente no suco da roma participaram como agentes
antioxidantes ndo enzimaticos no combate aos radicais livres gerados no exercicio exaustivo,
sendo que as doses de 0,875mmol e 1,75mmol de polifendis/dia apresentaram maior potencial
in vivo, em comparacao aos controles.

Pelo presente exposto objetiva-se avaliar o efeito da suplementacdo de ratos Wistar com
bebida esportiva elaborada com adi¢do de proteinas do soro do leite, probidticos e suco de
roma (Punica granatum, L.) sobre a microbiota intestinal, estrutura de vilosidades do trato
intestinal e marcadores inflamatérios, quando submetidos a exercicio agudo e de alta
intensidade. A hipdtese deste trabalho foi de que a suplementacdo poderia melhorar a fungao

barreira intestinal e reverter efeitos inflamatérios induzidos pelo exercicio fisico extenuante.
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Este artigo estd escrito no formato de artigo original de acordo com as normas e exigéncias da
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo de ratos Wistar com
bebida esportiva desenvolvida com adi¢do de proteico do soro do leite (~80% proteinas),
probidtico (B. animalissubsp. lactis BB12,) e suco de roma (Punica granatum, L.) sobre a
microbiota intestinal, estrutura de vilosidades do trato intestinal e marcadores inflamatorios,
quando submetidos a exercicio agudo e de alta intensidade. Os ratos (n=24) foram divididos
nos grupos controle, suplementado, exercitado e exercitado e suplementado. Os animais
suplementados receberam durante seis semanas a bebida esportiva por gavagem e foram
submetidos a exercicio agudo e intenso em esteira rolante. Nossos resultados demonstraram
que o exercicio fisico agudo e intenso parece comprometer a funcdo barreira intestinal,
diminuir o transito intestinal e a proporcdo de espécies do género Lactobacillus, além de
aumentar espécies do género Clostridium. Enquanto que, a suplementacdo com a bebida
esportiva acelerou o transito intestinal, modulou e reestabeleceu a propor¢do natural de
géneros componentes da microbiota, contribuindo para melhoria da funcdo barreira intestinal.
Concluimos que o efeito da bebida esportiva contendo proteinas do soro do leite, probidticos
e suco de roma reestabeleceu parametros de microbiota intestinal e funcdo barreira

protegendo os animais suplementados dos efeitos deletérios do exercicio agudo e intenso.

Introducao

As proteinas do soro de leite fornecem de forma abundante aminodcidos utilizados
preferencialmente para sintese de glutamina nos musculos: os aminodcidos de cadeia
ramificada (26%) e glutamato (6%)(Cruzat et al., 2014). Sendo assim tais aminodcidos podem

ser utilizados para preservar as reservas de glutamina muscular, a qual € largamente utilizada
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pelas células do sistema imunolégico como fonte energética em vdrias situacdes clinicas
(Newsholme e Parry-Billings, 1990; Newsholme, 2001) e também no exercicio fisico
(Newsholme e Calder, 1997; Rohde et al., 1998). H4 evidéncias que a glutamina desempenhe
papel importante na manutencdo da fungdo barreira intestinal (Wang et al., 2015), sobre a
qual o exercicio fisico intenso e prolongado atua como regulador negativo, reduzindo a
capacidade de absorc¢ao intestinal (Clark e Mach, 2016).

O exercicio fisico altera fungdes de células do sistema imune conforme a sua
intensidade (Nieman e Pedersen, 1999). Desta maneira, o exercicio intenso pode aumentar a
incidéncia de infec¢des do trato gastrointestinal e trato respiratério superior devido a
alteracdes no sistema imune (Nieman, 2008). Essas alteracdes fisioldgicas estao relacionadas
a modificacdo de proteinas estruturais chamadas tight junctions, que sofrem remodelamentos
devido as constantes mudangas no fluxo sanguineo no ambiente intestinal(Van Wijck et al.,
2011). Trabalhando em conjunto, células epiteliais, tecido linféide associado ao intestino e
bactérias luminais podem evitar invasdes por agentes patogénicos, desempenhando
importante papel na funcdo barreira (Lamprecht e Frauwallner, 2012). Muitas proteinas
transmembrana foram identificadas dentro das tight junctions com o objetivo de regular
células do sistema imune, permeabilidade paracelular de dgua e solutos (Fanning et al., 1999;
Garcia-Hernandez et al., 2017). Duas destas proteinas sao extensamente estudadas em
modelos animais, a zonula de oclusdao 1 (ZO-1), proteina de adesdo celular responsavel por
transdugdo de sinal em jungOes célula-célula; e claudina-1, pertencente a classe das claudinas,
que sdo proteinas integrais de membrana constituindo uma barreira tanto paracelular quanto
de poros e desempenhando um importante papel na determinacdo das propriedades da
permeabilidade das células epiteliais(Fanning et al., 1999; Gunzel e Yu, 2013).

O uso de probidticos como suplemento para atletas pode auxiliar na reducdo de
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frequéncia, gravidade e/ou duracdo de problemas gastrointestinais, bem como de doencgas
respiratdrias, e isso deve, provavelmente pela interacdo direta destas culturas com a
microbiota intestinal e com o sistema imune (Pyne et al., 2015).

A pratica de exercicios fisicos intensos ou extenuantes pode ocasionar um
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e os sistemas antioxidantes
endégenos, gerando um aumento das espécies reativas de oxigénio em relagdo aos
antioxidantes (Fuster-Munoz et al., 2016). Paralelamente, alguns estudos t€ém comprovado a
acdo antioxidante e anti-inflamatéria da fruta romad (Punica granatum, L.), resultante da
presenca de compostos fendlicos, principalmente o dcido galico(Gracious Ross et al., 2001;
Sharma et al., 2017; Varghese et al., 2017).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a suplementacdo com bebida esportiva
elaborada com concentrado proteico do soro de leite, probidtico e suco de roma (Punica
granatum, L.) sobre a microbiota intestinal, estrutura de vilosidades do trato intestinal e
marcadores inflamatérios de ratos Wistar submetidos a exercicio agudo e de alta intensidade.
A hipétese deste trabalho foi de que a suplementagdo desta bebida com combinacdo de
agentes funcionais poderia melhorar a funcdo barreira intestinal e reverter efeitos

inflamatérios induzidos pelo exercicio fisico extenuante.

Materiais e Métodos

Declaracdo ética
Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual de Campinas (Protoloco 4150-1) e segue os principios éticos na

experimentacao animal do Colégio Brasileiro de Experimentagdao Animal (COBEA).
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Grupos experimentais

Foram utilizados vinte e quatro ratos Wistar machos SPF provenientes do Biotério
Central da Unicamp, com dez semanas de idade e com massa corporal de aproximadamente
350 gramas no inicio do experimento, os quais foram alocados no biotério da Faculdade de
Ciéncias Aplicadas da Unicamp — Limeira (FCA — UNICAMP). Os animais foram
acondicionados em gaiolas pldsticas, contendo 4 ratos/gaiola, em ambiente mantido a 25°C,
com ciclos escuro - claro fixos (12/12 horas), recebendo dgua potavel e ad libitum dieta
padrao da marca Nuvilab.

Os animais foram divididos em quatro grupos: Grupo controle (Ctrl) — sem
suplementagcdo e sem exercicio; grupo suplementado (Supp) — suplementado com a bebida
esportiva e ndo exercitado; grupo exercitado (Exe) — sem suplementacdo e exercitado em
esteira rolante; e grupo suplementado e exercitado (Exe+Supp) — suplementado com a bebida
esportiva e exercitado em esteira rolante.

Os animais foram pesados semanalmente em balanga semi-analitica estabilizada
(Marte Cientifica, modelo UX620H) para avaliar o peso corporal durante o periodo
experimental.

Doze horas apds a sessdo de exercicio agudo, os ratos foram anestesiados através da
administracao intraperitoneal de uma mistura de hidrocloreto de quetamina e diazepan (70:30)
(50 mg/kg, intraperitoneal) e eutanasiados. O célon e as fezes foram cuidadosamente
retirados, e imediatamente congelados em freezer -80°C, sendo partes do cdlon distal
congelados em isopentano resfriado em nitrogénio liquido para andlise histolégica e de

imunofluorescéncia. Amostras de sangue foram coletadas.



19

Suplementagdao com a bebida esportiva

A bebida fornecida aos animais era composta dos seguintes ingredientes: leite
desnatado em p6 (Molico ®), concentrado protéico do soro de leite (Alibra®, contendo cerca
de 80% de proteina), maltodextrina (SweetMix ®), frutose (Lowcucar®), suco de roma
variedade Wonderful (obtido diretamente da fruta com emprego de despolpador de frutas
industrial, marca Tomasi®), sorbato de potdssio (SweetMix ®), culturas stater Streptococcus
thermophilus (TA 072) e probidtica Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12, cedidas
respectivamente pelas empresas Danisco e Chr-Hansen.

Para suplementacdo foi obtido semanalmente o peso médio dos animais e a partir dai
calculado a quantidade de oferta de concentrado proteico de soro de leite, considerando-se
dose equivalente a 20g dia de proteina deste ingrediente de acordo com Witard et al (Witard
et al., 2014). Desta forma o concentrado proteico do soro de leite era adicionado a bebida
previamente preparada e homogeneizado para administragdo aos animais, 0s quais receberam
2mL da bebida esportiva, cinco vezes por semana, contendo 8,9 log UFC de B. animalis
BB12, concentrado proteico de soro de leite adicionado na quantidade semanalmente

calculada e suco de roma na concentragao de 2,625 mmol de polifendis.

Determinagao de proteinas
Para a determinacdo quantitativa do teor de proteinas do concentrado proteico do soro
de leite foi utilizado o método Micro-Kjeldahl, empregando-se fator de conversdo de 6,38

(Drochioiu et al., 2016).

Viabilidade da cultura probidtica na bebida esportiva

A viabilidade do probidtico Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB12) foi
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avaliado na bebida esportiva nos tempos 0, 14 dias e 28 dias empregando-se meio TOS-MUP

com incubagdo em anaerobiose (Anaerogen, Oxoid) a 37°C por 72h.

Andlise do teor de fendlicos e atividade antioxidante do suco de roma e do sangue
(soro)

A determinacdo de fendlicos totais do suco de romd foi feita por método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, conforme descrito por Musci e Yao (Musci e Yao,
2017). Foram obtidos os extratos das amostras e depositados em cada po¢o da microplaca 20
microlitros da amostra, padrao ou dgua (branco); 100 microlitros da solucdo Folin-Ciocalteau
e apos 5 minutos, 75 microlitros de carbonato de sédio. Em seguida, a placa foi agitada e
incubada a temperatura ambiente durante 40 minutos. A leitura foi realizada em
espectrofotometro a 740nm.

Para avaliacdo da atividade antioxidante pelo método FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) foram obtidos os extratos das amostras e depositados em cada pogo da
microplaca 20 microlitros da amostra, padrdo ou 4gua (branco); 30 microlitros de 4gua
destilada e 200 microlitros do reagente FRAP (preparado no momento da andlise) segundo
metodologia de Benzie e Strain (Benzie e Strain, 1996) com algumas modificacdes. Em
seguida, a placa foi agitada e incubada a 37°C durante 8 minutos, com leitura posterior em
espectrofotdmetro a 595nm. A atividade antioxidante foi expressa em equivalente de sulfato
ferroso por meio da equacdo da reta obtida no grafico da curva de calibracdo. Para essa
equacdo, foi realizada plotagem da concentrag@o no eixo y e a absorbéancia no €ixo X.

A atividade antioxidante no soro dos ratos foi avaliada pelo FRAP, no qual o sangue
dos animais foram coletados e centrifugados a 2000 x g por 10 minutos e utilizado o

sobrenadante para a andlise.
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Protocolo de exercicio agudo

Os animais foram adaptados em esteira rolante com estimulo de choque elétrico (AVS,
Sdo Paulo, Brasil) por 1 semana durante 10 minutos/dia a 6 m/s. Apds a adaptagdo foram
realizados trés testes progressivo até a exaustdo com corrida na esteira rolante sendo iniciado
na velocidade de 6m/min, com incrementos de 3 m/min a cada trés minutos até a exaustdo do
animal. O tempo de um teste para o outro foi de 48h de descanso. A partir do desempenho dos
animais nos trés testes, foram selecionados 12 animais para serem divididos aleatoriamente
nos grupos exercitados. Os animais que tiveram baixo rendimento ou que se recusaram a
correr foram alocados nos grupos sem exercicio fisico.

Apds essa selecdo os animais foram submetidos a seis semanas de tratamento, que
consistiu na suplementacdo com a bebida esportiva ou dgua potavel (controle). Na quarta
semana os animais selecionados para realizar o exercicio fisico foram novamente adaptados
por uma semana na esteira. Na quinta semana foram realizados dois testes progressivos até a
exaustao com o tempo de 48h de descanso entre os testes.

Apé6s o dltimo periodo de familiarizagdo em esteira e os testes progressivos até a
exaustdo descritos acima, os animais dos grupos exercitados foram submetidos a sessdo aguda
de exercicio aerébio de forma continua em intensidade correspondente a 85% da velocidade
maxima atingida no teste de exercicio fisico progressivo até a exaustdo. Doze horas apos o
exercicio agudo eles foram eutanasiados. Os grupos sedentérios apenas ficaram na esteira
desligada por 15 minutos, para mimetizar o possivel estresse causado aos animais por serem
colocados em num ambiente estranho a gaiola. Estes animais também foram eutanasiados

doze horas apds esta etapa.
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Extragdo de RNA e PCR em tempo real

Iug de RNA extraido foi utilizado na tipica reacdo de transcri¢do reversa, contendo
OligodT (500ug/ml), 10nM de dNTP Mix, 5x FirstStrand Buffer, 0,1M de DTT e 200U de
transcriptase reversa (MMLYV Reverse Trancriptase - Promega Corporation). A transcricao
reversa foi efetuada a 70°C por 10 minutos. Adicionada a enzima, continuou-se o ciclo a 42°C
por 60minutos e 95°C por 10minutos. A expressdo génica foi analisada através da
quantificacdo da fluorescéncia com QuantStudio Real-Time System (Thermo Fisher
Scientific). A reacdo foi feita com cDNA (DNA complementar), diluido em mix contendo
Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), dgua MiliQ e respectivos
iniciadores senso e anti-senso. As condicdes de ciclagem utilizadas foram 60°C por 1 min,
50°C por 2min e 95°C por 10min e a amplificacdo ocorreu em 40 ciclos de desnaturacdo a
95°C por 15s e anelamento e extensdo a 60°C por 60s. Foi realizada a andlise da expressdao
génica através da formula: 2-DDCt, descrito por K. Livak no Manual do Usudrio do
Biosystem Sequence Detctor Bulletin 2, onde DDCt = [Ct amostra — Ct controle interno da
mesma amostra] — [Ct controle — Ct do controle interno com a mesma amostra controle]. A
formula € baseada na suposicao que a taxa com que o Ct mude versus a taxa que a copia alvo
mude, seja idéntica para o gene de interesse e o controle interno beta actina.

Todos os primers foram sintetizados pela empresa Sigma Life Science. Segue abaixo a
lista de primers empregada:

Beta actina: Forward 5-3'GTCTCACCACTGGCATTGTG, Reverse 5'-
3TCTCAGCTGTGGTGGT

Claudina 1: Forward 5'-3' CTGGGAGGTGCCCTACTTT, Reverse 5'-3'
CCGCTGTCACACGTA GTCTT

Z0-1:Forward5'-3' GAGGCTTCAGAACGAGGCTATTT, Reverse 5'-3'
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CATGTCGGAGAGTAGAGGTTCGA

IL1B: Forward 5-3' CACCTCTCAAGCAGAGCACAG, Reverse 5'-3'
GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC

IL6: Forward 5'- TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC, Reverse 5'-3'
TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC

TNFa: Forward 5- AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC, Reverse 5'-3'

TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC

Histologia

A estrutura intestinal dos animais foi analisada por histologia. Os cdlons distais
congelados em isopentano, resfriados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80°C
foram cortados em cortes de 10 micrometros (espessura) em criostato (Marca Leica, modelo
CM1860). Os cortes histologicos nao fixados foram coloridos com uma solu¢do de
hematoxilina e eosina (os dois na concentragdo 1% massa/volume) para revelar a morfologia
geral. As imagens utilizadas para estas andlises foram feitas em microscépio da marca Leica,
através do software LAS X.

A partir das imagens obtidas na histologia, foi avaliado a distancia entre as vilosidades
intestinais pelo software ImageJ. Ao todo foram analisadas 4 imagens de cada animal, sendo

n=3 por grupo.

Imunofluorescéncia
Seccdes transversais do coOlon distal para imunomarcacdo foram fixadas em acetona
gelada (-20°C) em 0,2 M de tampao fosfato (PB) por 10 min, lavando com tampao fosfato

salino (PBS) 3 vezes por 3 minutos cada um e em seguida bloqueado com 0,1 glicina/0,2%
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Triton X-100 em tampdao PBS por 1 hora. Posteriormente as laminas foram incubadas com
uma solucdo contendo o anticorpo primdrio, 3% de soro normal de cabra e 0,3% Triton X-
100/0.1 M (trés vezes de 10 minutos cada) e montado com Vectashield, meio de montagem
para florescéncia com 40, 6-diamididino-2-phenylindole (DAPI) cat (#H-1200, Vector Labs)
e laminulas. Os anticorpos primdrios utilizados para a imunolocalizacdo foram Claudin-1
(cédigo: 374900, Life Technologies do Brasil) e ZO-1/TJP1 (cédigo: 402200, Life
Technologies do Brasil). Os anticorpos secundérios utilizados para a imunofluorescéncia
foram: donkey Cy3 anti-mouse (1:500; cat 715-165-150 Jackson Lab) e donkey Cy3 anti-
rabbit (1:500; cat # 711-165—152 Jackson Lab). As imagens foram feitas em microscépio da

marca Leica, através do software LAS X.

Andlise da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A migracdo de neutréfilos para o intestino dos ratos foi avaliada pelo teste cinético-
colorimétrico da mieloperoxidase (MPO). Aproximadamente 0,3g de célon distal foram
pesados. As amostras foram homogeneizadas em tampao tendo um pH de 4,7 (0.1 M NaCl,
0.02 M NaPO4, 1.015 M NaEDTA) e centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos. O
sedimento foi submetido a lise hipotdnica (1,5 mL de solu¢do de NaCl a 0,2% seguida por
adicdo de um volume igual de solucdo contendo NaCl 1,6% e glucose 5%). Apos
centrifugacdo, o sedimento foi ressuspenso em tampao 0.05 M NaPO, (pH 5,4) contendo
0,5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB). Depois disso, o sedimento foi
congelado instantaneamente em nitrogénio liquido por tré s vezes, foi centrifugado a 11963 x
g durante 15 minutos e novamente homogeneizado. A atividade de mieloperoxidase no
sedimento ressuspenso foi analisada medindo a alteracdo na densidade Optica a 450nm

utilizando tetrametilbenzidina (1,6 mM) e H,O;, (0,5 mM). Os resultados foram calculados
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comparando a densidade Optica do sobrenadante com uma curva padrio de nimeros de

neutréfilos (> 95% de pureza).

Andlise de microbiota por sequenciamento de dltima geracao

A andlise da microbiota intestinal foi conduzida por sequenciamento de ultima
geragdo, conduzida pela empresa Neoprospecta Microbiome Technologies, na qual a partir de
Ing de DNA, foi realizada a amplificacdo com os primers especificos da regiao V3-V4 do
rRNA 168, 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT), na concentragdo de 0.2uM. O preparo das bibliotecas de
sequenciamento ocorreu de acordo com tecnologia da empresa e o sequenciamento realizado

pela plataforma MiSeq (Illumina), conforme Christoff et al (2017).

Andlise Estatistica

Todos os valores foram expressos como média + desvio padrao da média. Os dados
foram avaliados por andlise de variancia (two-way ANOVA), sendo utilizadas medidas
repetidas quando o tempo aparecia como fator. Os testes foram seguidos por teste de
significancia post hoc (Bonferroni), sendo que o alfa escolhido para rejeitar a hipdtese nula é

de p = 0,05, através do software GraphPad Prism 5.

Resultados

Bebida esportiva

Previamente a elaboracdo da bebida esportiva foi avaliado o teor de fendlicos

presentes no suco de roma extraido diretamente da fruta in natura e o teor de proteinas do
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concentrado proteico do soro de leite. O suco obtido da fruta continha 4,64mM de polifendis e
a partir deste valor foi calculado seu percentual para adi¢cdo na bebida visando alcancar a
quantidade de 2,625 mmol de polifendis. O teor de proteinas do concentrado proteico de soro
de leite foi de 77.3 £ 0.14% e a partir desta informacgdo calculou-se seu percentual de adi¢ao
para se alcancar a dose equivalente a 20g/dia de proteina do soro de leite, calculado por peso
semanal dos animais. Foi avaliada a viabilidade da cultura probidtica na bebida esportiva
obtendo-se contagens acima de 8,5 log UFC/mL durante todo o tempo de validade do

produto.

Desempenho dos animais

A Figura 1A mostra o teste progressivo até a exaustdo antes dos animais receberem
tratamento, demonstrando que o grupo exercitado e o grupo exercitado e suplementado eram
equivalentes. A Figura 1B apresenta o mesmo teste apds o tratamento, demonstrando que nao
houve diferenca significativa entre os grupos. A Figura 1C demonstra o exercicio agudo, a
85% da capacidade maxima dos animais obtida no teste progressivo até a exaustdo (mostrado
na Figura 1B), o tratamento com a bebida esportiva ndo aumentou ou diminuiu o desempenho

dos animais exercitados e suplementados em comparag@o aos animais somente exercitados.
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FIGURA 1. Desempenho dos animais em corrida em esteira rolante. (A) Teste progressivo até
a exaustao (teste maximo) pré-tratamento, velocidade em m/min, distancia em m e tempos em
min. (B) Teste progressivo até a exaustdo pds-tratamento, velocidade em m/min, distancia em
m e tempos em min. (C) Exercicio agudo a 85% do teste maximo, velocidade em m/min,

distancia em m e tempos em min. Foram utilizados 6 animais em cada grupo. Resultados
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representados em média + desvio padrao. Nao houve diferenca estatista entre os grupos.

Avaliagdo corporal e contetdo intestinal

A suplementacdo com bebida esportiva ndo resultou em ganho de peso superior,
comparativamente aos animais controles (Figura 2A e 2B). Destaca-se, porém, que os animais
apenas suplementados apresentaram menor conteido fecal no célon quando comparado aos

outros grupos, sem diferencas estatisticas (Figura 2C).
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FIGURA 2. Avaliacdo corporal. (A) Peso inicial versus peso final. (B) Curva de peso

corporal. (C) Peso das fezes do c6lon. Foram utilizados 6 animais em cada grupo. Resultados

representados em média + desvio padrao. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Histologia e distancia entre as vilosidades intestinais

A Figura 3A apresenta histologia do cdlon distal, demonstrando que o grupo
suplementado apresentou as vilosidades intestinais muito semelhantes com a do grupo
controle, enquanto que o grupo exercitado apresentou maior espacamento entre as vilosidades,
e o grupo suplementado e exercitado demonstrou reestabelecer o espagcamento original. Ao
avaliar a distancia entre as vilosidades intestinais pelo software ImageJ (Figura 3B),
encontramos que o grupo exercitado apresentou significativamente maior espacamento entre
as vilosidades comparado ao grupo controle e ao grupo suplementado, indicando que o
exercicio agudo e intenso pode causar alteragdes estruturais nesta mucosa (a = p<0.05 vs.
Ctrl, b = p<0.05 vs. Supp). Por outro lado, o tratamento com a bebida esportiva reestabeleceu
o distanciamento original entre as vilosidades, denotando-se um efeito protetor dessa

suplementagdo em exercicio agudo de alta intensidade (¢ = p<0.05 vs. Exe).
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FIGURA 3. Histologia e distincia entre as vilosidades intestinais. (A) Histologia do cdlon
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intestinal, barra: 50um. (B) Distancia entre as vilosidades do célon intestinal. Foram
utilizados 6 animais em cada grupo. Resultados representados em média + desvio padrdo. a =

p<0.05 vs. Ctrl, b = p<0.05 vs. Supp e ¢ = p<0.05 vs. Exe.

Imunofluorescéncia e expressao de proteinas de funcdo barreira

A Figura 4A apresenta a marcacdo da proteina Claudina 1, no qual o grupo
suplementado e o grupo exercitado e suplementado demonstram marcacao muito semelhante
ao grupo controle, enquanto que o grupo apenas exercitado apresentou menor marcagdo. Ao
analisar a expressaio de mRNA da mesma proteina (Figura 4B), encontrou-se que a
suplementagcdo com a bebida esportiva aumentou significativamente a expressao de Claudina
1 (a = p<0.05 vs. Ctrl), o exercicio agudo e intenso ndo modificou a expressdo desta proteina
em comparacdo ao grupo controle. Porém, o grupo exercitado e suplementado apresentou um
aumento da expressao de Claudina 1 (a = p<0.05 vs. Ctrl, b = p<0.05 vs. Supp e ¢ = p<0.05
vs. Exe), demonstrando que a suplementacdo aumentou a expressao desta proteina, mesmo em
exercicio agudo e intenso, corroborando os resultados expostos na Figura 4A. Resultados

semelhantes foram observados para a proteina ZO-1, conforme Figura 4C e D.
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FIGURA 4. Imunofluorescéncia e expressdo de proteinas de funcdo barreira.
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(A)

Imunofluorescéncia de Claudina 1, barra: S0um. (B) Expressdo de Claudina 1. (C)

Imunofluorescéncia de ZO-1, barra: S0um. (D) Expressio de ZO-1. Foram utilizados 6

animais em cada grupo. Resultados representados em média + desvio padrdo. a = p<0.05 vs.

Ctrl, b = p<0.05 vs. Supp e ¢ = p<0.05 vs. Exe.
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Expressdo de citocinas pré-inflamatorias

Na expressdo da citocina IL-1p (Figura 5A) o exercicio e a suplementacdo com a
bebida esportiva pode ter um efeito protetor, diminuindo a expressdo desta citocina
inflamatodria, porém, ndo observamos diferengas significativas entre os grupos. Ao analisar a
citocina IL-6 (Figura 5B), a suplementacdo com a bebida parece diminuir a expressao desta
citocina e o exercicio agudo e intenso parece aumentar, no entanto, somente no grupo
exercitado e suplementado observaram-se diferencas significativas em comparagdo aos grupos
somente suplementado e somente exercitado (b = p<0.05 vs. Supp e ¢ = p<0.05 vs. Exe). Em
relacdo a citocina TNF-a, observou-se que a suplementacdo parece diminuir a expressao desta

citocina, no entanto, também nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos.
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FIGURA 5. Expressdo de citocinas pro-inflamatoérias. (A) Expressdo de IL1B. (B) Expressao
de IL6. (C) Expressao de TNF alpha. Foram utilizados 6 animais em cada grupo. Resultados

representados em média +- desvio padrao. b = p<0.05 vs. Supp e ¢ = p<0.05 vs. Exe.
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Andlise antioxidante no sangue (soro) e atividade da mieloperoxidase (MPO)

A Figura 6A demonstra a andlise antioxidante no soro pelo método FRAP. Nao foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos. Ao analisar a atividade da
mieloperoxidase (MPO) no célon distal para determinar a inflamacao local (Figura 6B), foi
observado que a suplementacdo com a bebida parece diminuir a infiltracdo de neutréfilos,

porém nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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FIGURA 6. Analise antioxidante no soro e atividade da mieloperoxidase. (A) Andlise
antioxidante no soro por FRAP. (B) Analise da atividade da mieloperoxidase. Foram
utilizados 6 animais em cada grupo. Resultados representados em média + desvio padriao. Nao

houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Andlise de microbiota por género e ordem

A Figura 7 apresenta os resultados do sequenciamento de ultima geracdo da
microbiota dos ratos Wistar. Observou-se que o género Lactobacillus é um dos principais
componentes da microbiota destes animais. O exercicio agudo e intenso resultou em
diminuicdo deste género. A suplementacdo com a bebida esportiva, por outro lado, modulou a
microbiota no sentido de recuperar as propor¢des originais das ordens e géneros, observados
nos animais controles. Nao foi encontrado na literatura um relato prévio deste achado. A
presenca de Bifidobacterium animalis ndo foi observada no grupo controle, enquanto que a
suplementacdo com a bebida esportiva elevou a quantidade de bactérias do género
Bifidobacterium nos grupos suplementado e exercitado e suplementado. Destaca-se que a
bebida esportiva nao continha adicdo de Lactobacillus, mas sim do stater e de
Bifidobacterium animalis, que mesmo sendo de um género distinto ao modulado pela
suplementagdo, foi capaz de gerar um microambiente favordvel para a recuperagdao das
proporcdes originais do Lactobacillus (semelhantes as dos animais ndo submetidos a prova
extenuante). Outro achado interessante foi de que o exercicio agudo e intenso aumentou a
proporcao do género Clostridium no grupo exercitado. Porém, a suplementa¢do com a bebida
esportiva reverteu essa condi¢do, levando a diminui¢do do género Clostridium no grupo
suplementado em relagdo ao grupo controle e no grupo exercitado e suplementado em relagao
ao grupo somente exercitado. Ainda assim devido a grande variabilidade entre os animais nao
observou-se diferenca estatistica.

Os mesmos padrdes foram apresentados na andlise por ordem (Figura 8).
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FIGURA 7. Andlise de microbiota por género. Foram utilizados 6 animais em cada grupo.

Resultados representados em média + desvio padrdo. Nao houve diferenga estatista entre os

grupos.
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Figure 8
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Discussao

Nossos resultados demonstram que a suplementacdo com a bebida esportiva nao
alterou parametros de desempenho nos animais. Lollo et al (Lollo ef al., 2012) mostraram que
a suplementacdo de queijo contendo probidticos em ratos Wistar submetidos a exercicio
agudo e intenso impede a imunossupressao causada pelo exercicio extenuante, mas nao altera
diretamente parametros de desempenho fisico. Outros estudos com praticantes de atividade
fisica intensa ou atletas de endurance mostraram que a suplementacio com probidticos
também nao alterou desempenho(Cox et al., 2010; West et al., 2011; Gleeson et al., 2012;
Valimaki et al., 2012; West et al., 2014). Na literatura foi encontrado um tnico estudo em
humanos capaz de demonstrar efeito ergogénico através da suplementacdo com probidticos,
obtendo-se aumento significativo no tempo de corrida (Shing et al., 2014). Estudos com a
suplementagdo de extrato ou suco de roma em humanos submetidos a exercicio aerébico de
alta intensidade mostraram diminui¢do do estresse oxidativo provocado pelo exercicio, mas
ndo encontraram efeitos de melhora no desempenho fisico(Fuster-Munoz et al., 2016; Crum
etal.,2017).

Os animais suplementados com a bebida esportiva apresentaram menor contetido fecal
no célon comparado aos demais grupos. Corroborando nossos resultados, estudos anteriores
demonstraram que o consumo de probidticos diminuem o tempo de transito intestinal, através
do aumento do volume e peso das fezes, produgcdo de gases, reducdo do pH intestinal,
aumento da concentracdo de acidos graxos de cadeia curta, metabolizagdo bacteriana de
acidos biliares e estimulo a producdo de colecistocinina (Rolfe, 2000). Ademais, outras
pesquisas também demonstraram que o exercicio fisico diminui o tempo de transito intestinal

de forma positiva ou negativa, como o caso do exercicio intenso que provoca a redugdo do
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fluxo sanguineo intestinal gerando desconfortos gastrointestinalis (Gil et al., 2000; Simren,
2002; Van Nieuwenhoven et al., 2004). No entanto, neste estudo o grupo apenas exercitado
apresentou resultados muito parecidos com o grupo controle. Van Nieuwenhoven, Brouns e
Brummer (Van Nieuwenhoven et al., 2004) avaliaram corredores e ciclistas profissionais em
relacdo ao habito intestinal, demostrando também, atraso no transito intestinal provocado pelo
exercicio intenso.

O intestino € um 6rgdo que além da funcdo de digestdo e absorcdo, possui uma
barreira protetora contra agentes patogénicos (Lu et al., 2013). Ao avaliar as vilosidades
intestinais por histologia, observou-se que o consumo da bebida esportiva pode favorecer a
manutencao da estrutura fisioldgica do intestino. Enquanto que o exercicio agudo e intenso
pode alterar negativamente a integridade intestinal. Proteinas tight junctions sdo juncdes
intercelulares que fornecem uma forma de adesdo célula-célula em enterdcitos,
desempenhando um papel critico na regulacdo da permeabilidade da barreira paracelular
(Fanning et al., 1999; Gunzel e Yu, 2013; Lu et al., 2013; Garcia-Hernandez et al., 2017).
Dessa forma, alteracdes nessas proteinas levam a patologias associadas a ruptura da estrutura
intestinal e ma absor¢cdo de nutrientes (Tokes et al., 2005; Li et al., 2009; Lu et al., 2013).
Claudinas sdo os componentes funcionais e estruturais mais importantes das tight junctions
(Lu et al., 2013).

Como esperado, o exercicio fisico intenso pode alterar também negativamente a
funcdo barreira intestinal, como demonstrado por Wijck et al (Van Wijck et al., 2011) e
probidticos podem favorecer e restabelecer a barreira. O presente trabalho demonstrou que a
suplementacdo com a bebida esportiva aumentou expressdo de proteinas tight junctions.
Assim, probidticos podem alterar a expressdo de proteinas tight junctions e melhorar a fungdo

barreira in vitro e em modelos animais(Macpherson e Harris, 2004; Keita e Soderholm, 2010).
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Patel et al. (Patel er al., 2012) administraram antibifticos em camundongos neonatos,
demonstrando fun¢do barreira e expressio de claudina diminuida. Ao ser fornecido
Lactobacillus rhamnosus GG foi demonstrada acelerada maturacdo da barreira intestinal e
inducdo da expressdao da proteina claudina. Mostrando que, a administracdo de probidticos
pode acelerar a expressdo de proteinas de funcdo barreira intestinal em um intestino imaturo
(Patel et al., 2012). Além disso, Lu e colaboradores demonstraram que a privagdo de
glutamina diminui a expressdo de Claudina-1(Lu et al., 2013). No entanto, a bebida esportiva
oferecida neste estudo contém proteinas do soro do leite, em especial o aminoédcido glutamina,
que oferecem uma série de beneficios que fortalecem o sistema imunoldgico e o intestino em
particular e permitem protecdo a saide durante a pratica de exercicios fisicos (Castell e
Newsholme, 1997; Li e Neu, 2009; Cruzat et al., 2014).

Citocinas s@ao moduladas por estimulos fisiol6gicos, como hormdnios, nutrientes,
estresse oxidativo e exercicio fisico, onde as alteracdes dependem da intensidade, duracdo e
tipo de exercicio (Cannon, 2000; Cruzat et al., 2014). No exercicio moderado a produgdo de
citocinas pré-inflamatérias é diminuida e citocinas anti-inflamatérias aumentada(Drenth et al.,
1995; Nieman e Pedersen, 1999). Enquanto que, no exercicio intenso e extenuante os niveis
circulantes de citocinas pré-inflamatérias, TNF-a, IL-1B e IL-6 aumentam acima dos niveis
normais. Tendo como exemplo, em um estudo, as concentra¢des plasmaticas de IL-6
aumentou mais de 100 vezes e as concentragdes de IL-1B ¢ TNF-a aumentaram uma a duas
vezes apOs exercicio intenso e prolongado (Ostrowski et al., 1999). Os resultados deste
trabalho demonstraram que o exercicio agudo e intenso parece aumentar os niveis de 1L-6 e
TNF-0, enquanto que a suplementacdo com a bebida esportiva parece diminuir a expressao
dessas citocinas. No entanto, na expressdo da citocina IL-1B o exercicio e a suplementagdo

com a bebida esportiva pode ter um efeito protetor, diminuindo a expressdo desta citocina
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inflamatéria. Porém, ndo foram observadas neste trabalho diferencgas significativas entre os
grupos. Cruzat e colaboradores encontraram que a suplementacdo de L-glutamina pode
atenuar a lesdo muscular e inflamagdo, como, diminui¢do nos niveis de TNF-a induzida por
exercicio extenuante (Cruzat et al., 2010).

Ademais, nossos resultados demonstraram que ndo houve diferenca na andlise
antioxidante no soro dos animais. Porém, ao analisar a atividade da mieloperoxidase (MPO)
no c6lon distal foi encontrado que a suplementacdo com a bebida promove uma diminuicao,
ndo significativa da infiltracdo de neutréfilos. Um estudo demonstrou que a disponibilidade
de L-glutamina aumenta a atividade e funcio dos neutréfilos e linfécitos (Pithon-Curi ef al.,
2002). Além disso, existe uma relacdo entre infiltracdo de neutréfilos, danos musculares e
geracdo de espécies reativas de oxigénio no processo inflamatério (Niess e Simon, 2007). O
exercicio continuo e moderado reduz espécies reativas de oxigénio através de adaptagdes dos
sistemas antioxidantes endogenos (Cruzat et al., 2014; Fuster-Munoz et al., 2016). A
inflamacdo exacerbada e o estresse oxidativo podem ocasionar diminuicdo de fungdo
muscular (Fuster-Munoz et al., 2016). Os antioxidantes enddgenos podem proteger o
organismo contra os danos oxidativos provocados pelo exercicio fisico, no entanto, eles
podem ndo ser suficientes para atletas de elite ou em exercicios intensos (Cruzat et al., 2014).
Por isso, muitas estratégias tém sido usadas para melhorar esses danos, como intervencgdes
nutricionais e com antioxidantes(Fuster-Munoz et al., 2016; Crum et al., 2017; Sharma et al.,
2017). Nesse contexto, o suco de roma, € rico em polifendis, como, flavondis, antocianinas e
elagitaninos (Gil et al., 2000; Fuster-Munoz et al., 2016) e pode ser usado como antioxidante
exdgeno.

O intestino e a microbiota sdo 6rgaos importantes para o desempenho esportivo porque

sdo responsaveis pela entrega nutrientes, 4gua € hormonios durante o exercicio(Clark e Mach,
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2016). A microbiota intestinal pode neutralizar agentes cancerigenos e acdo de drogas,
proteger o hospedeiro de agentes patogénicos, estimular o sistema imunoldgico e modular a
mobilidade intestinal (Nicholson et al., 2012; Clark e Mach, 2016). Além disso, alteracdes em
funcdes epiteliais € na composi¢cdo da microbiota intestinal podem exercer um papel na
inflamacdo associada a obesidade (De La Serre et al., 2010). O consumo de Lactobacillus e
Bifidobacterium pode resultar em mudancgas benéficas na atividade intestinal, como aumento
da fun¢ao barreira(Mackos et al., 2013).

Ao se analisar a microbiota dos animais, observou-se que a espécie Lactobacillus foi
dos principais componentes da microbiota dos ratos Wistar em estudo. A bebida esportiva
ofertada aos animais continha a espécie Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB12), e ndo
foi encontrada a mesma espécie como membro autdctone da microbiota dos animais do grupo
controle. Mas, a suplementacdo com a bebida esportiva foi efetiva em introduzir (a0 menos
durante o periodo de estudo) o género Bifidobacterium nos grupos suplementado e exercitado
e suplementado. Além do exposto, a suplementacdo de B. animalis favoreceu o equilibrio
dindmico da microbiota dos animais exercitados favorecendo o aumento da propor¢cdo de
Lactobacillus nos animais exercitados de forma extenuante, proporcionando um efeito
protetor, ja que, o exercicio agudo e intenso apresentou efeito supressor para Lactobacillus.

Em uma revisao sistematica, Clark e Mach concluem que probidticos podem estimular
o aumento de microrganismos especificos, como Bifidobacterium e Lactobacillus e
metabodlitos benéficos para melhorar a fun¢do barreira, imune e metabdlica, podendo ser
utilizados como uma terapia para atletas(Clark e Mach, 2016).

Ademais, demonstramos que o exercicio agudo e intenso aumentou O género
Clostridium no grupo exercitado, sendo este género associado a disbiose, doencas

inflamatorias intestinais e cancer de célon (Hsu et al., 2004; De La Serre et al., 2010). A
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suplementacdo com a bebida esportiva por outro lado foi eficiente em suprimir este género.
Sanders sugere que bifidobactérias podem modular atividades de bactérias do célon
associadas a doenca em animais (Sanders, 1993), ou seja, a medida que a populacido de
bifidobactérias aumenta, diminui a populacdo de espécies pertencentes ao género Clostridium
(Hsu et al., 2004; De La Serre ef al., 2010).

Em linhas gerais, o exercicio fisico intenso parece comprometer a funcdo barreira
intestinal, diminuir o transito intestinal e a proporcdo de espécies do género Lactobacillus,
além de aumentar espécies do género Clostridium.

Em conclusdo, o presente estudo forneceu o ineditismo de demonstrar que a
suplementacdao com a bebida esportiva em exercicio agudo acelerou o transito intestinal, e

reestabeleceu a microbiota e a fungdo barreira intestinal.

Limitacoes

Ratos Wistar ndo s@o bons corredores, dessa forma, sugerimos a futuros estudos
utilizarem outras linhagens, como ratos Sprague-dawley. Para atingir as quantidades
propostas de compostos fendlicos do suco de roma, proteina do soro de leite e probidticos
tivemos que utilizar 2ml de bebida esportiva por dia, dessa forma, sugerimos a liofilizacdo do
suco de romd para diminuir o volume da bebida e ter a possibilidade de utilizar outras

espécies de animais, como camundongos, que sdo melhores corredores.

Apoio: Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), projeto n.

15/07299-7 e bolsa 15/13972-6.
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3 CONCLUSAO GERAL

A suplementacdo de ratos Wistar com a bebida esportiva adicionada de concentrado
protéico do soro do leite, probidtico e suco de roma (Punica granatum, L.) acelerou o transito
intestinal, reestabeleceu a microbiota e a funcdo barreira intestinal, prejudicadas pelo

exercicio agudo intenso.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada MW;%MMM

e e microbiota d regssttada com o n® 4150-1, sob a responsabmdade de

Profa. Dm= Adriane Elisabete Antunes de Moraes /| Femanda Machado Chaves, que envelve a

produgdo, manutengao ou utilizagao de animals pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitss da LEI N°
11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso clentifica de animais, do
DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentag@o Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissio de Etica no Uso
de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 11 de maio de 2016

Finalidade: { ) Ensino { X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 01/08/2016-01/06/2017

Vigéncla da autorizagdo para manipulagdo | A partir de 11/05/2016 a 01/06/2017

animal:

Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: . 24

Peso ! Idade: 08 semanas / 250g

Sexo: machos
Longmn‘: | CEMIB/UNICAMP

A aprovacao pela CEUA/UNICAMP ndo dispensa autorizagio prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CIBlo.

Campinas, 11 de maio de 20186, /|

_'__/" [ g

5L A AL 2 ) v \_:m“‘».b_;—'\
Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud Fatima Alonso ™
Presidente Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengdo ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este
protocolo: até 30 dias apés o encerramento de sua vigéncia. O formulirio encontra-se disponivel na
péagina da CEUA/UNICAMP, area do pesquisador responsével. A nio apresentagdo de relatério no
prazo estabelecido impedira que novos protocolos sejam submetidos.



