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RESUMO

Novais J B. Efeitos do transplante de microbiota intestinal de mulheres obesas submetidas a
cirurgia bariatrica e exercicio fisico em camundongos: potenciais mecanismos [tese]. S&o Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2025.

A obesidade configura-se atualmente como um dos principais desafios de saude publica em
escala global. Nesse cenario, tanto a pratica regular de atividade fisica quanto as cirurgias
bariatricas sao estratégias consolidadas para a reducao de peso corporal. Sabe-se que a cirurgia
bariatrica, em particular, promove alteracdes significativas na composicdo e diversidade da
microbiota intestinal. Diversos estudos ja evidenciaram a inter-relagdo entre a microbiota
intestinal, a obesidade e comorbidades associadas, como a sindrome metabdlica. O presente
trabalho trata-se de um estudo de prova de conceito, inserido em uma linha de investigacao que
busca aprofundar o conhecimento acerca dos possiveis efeitos benéficos do exercicio fisico em
pacientes submetidos a cirurgia bariatrica, utilizando abordagens moleculares e a andlise de
mecanismos fisioldgicos subjacentes. Este estudo tem como objetivo avaliar a resposta
metabdlica de camundongos obesos submetidos ao transplante de microbiota intestinal oriunda
de pacientes com obesidade apds cirurgia bariatrica, com e sem a associacdo de treinamento
fisico, visando entender a adaptacdo e o papel da microbiota no metabolismo do individuo. Para
tal, trinta e seis camundongos receberam dieta hiperlipidica por 8 semanas, tempo suficiente para
o desenvolvimento de obesidade e resisténcia a insulina, e 12 camundongos receberam dieta
padrdo. Apos esse periodo, os animais com dieta hiperlipidica foram randomizados em trés
grupos, recebendo: mRGYB (transplante de fezes coletadas de pacientes 9 meses ap0s cirurgia
bariatrica); mMRGYB+TF (transplante de fezes coletadas de pacientes 9 meses ap0s cirurgia
bariatrica + treinamento fisico); e mCTRL (transplante fecal de mulheres eutrdéficas). Os 12
animais com dieta padrdo compuseram o grupo mPDR, sem transplante fecal. Antes e depois do
transplante, os animais foram avaliados quanto ao peso corporal, toleréncia a glicose, diversidade
e composicao da microbiota intestinal. Apenas apds o transplante, os animais foram avaliados
guanto a adiposidade, insulinemia de jejum e inflamacado sistémica. Além disso, tecido adiposo
foi coletado para a avaliacdo da expresséao génica de citocinas inflamatdrias, masculo esquelétido
foi coletado para a avaliacdo da expresséo de proteinas relacionadas a sinalizacéo insulinica e
intestino foi coletado para avaliagdo morfolégica. Os dados indicam efeito do treinamento fisico
na modulagcé&o da microbiota intestinal, reduc&o da insulinemia de jejum, reducéo da inflamacao
e melhor morfologia funcional do intestino. Entretanto, ndo foram observadas alteracGes
significativas no ganho de peso, adiposidade, marcadores inflamatérios ou concentracao fecal
de AGCC. Portanto concluimos que o exercicio fisico parece modular aspectos metabdlicos
transferiveis por meio de transplante fecal, de forma independente da cirurgia bariatrica,
sugerindo papel relevante na melhoria da homeostase da glicose, mesmo sem efeitos aparentes
sobre composi¢ao corporal ou inflamacéo sistémica, possivelmente mediada por alteracbes
morfoldgicas no intestino.

Descritores: Cirurgia bariatrica; Exercicio fisico; Microbiota gastrointestinal; Obesidade;
Modelos animais.



ABSTRACT

Novais J.B. Effects of intestinal microbiota transplantation from obese women submitted to
bariatric surgery and physical exercise in mice: potential mechanisms [thesis]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2025.

Obesity currently represents one of the major public health challenges worldwide. In this context,
both regular physical activity and bariatric surgery are well-established strategies for reducing
body weight. Bariatric surgery, in particular, is well know to induce significant changes in the
composition and diversity of the gut microbiota. Several studies have demonstrated the
interrelationship between gut microbiota, obesity, and related comorbidities, such as metabolic
syndrome. The present work is a proof-of-concept study that is part of a broader line of
investigation aiming to deepen our understanding of the potential benefits of physical exercise in
patients undergoing bariatric surgery, through molecular approaches and the analysis of
underlying physiological mechanisms. This study aimed to evaluate the metabolic response of
obese mice subjected to fecal microbiota transplantation (FMT) from female patients with obesity
who had undergone bariatric surgery, with or without the addition of physical training. The goal
was to investigate how the transplanted microbiota adapts to the new host and its role in metabolic
regulation. To this end, thirty-six mice were fed a high-fat diet for eight weeks, a sufficient period
for the development of obesity and insulin resistance, while twelve mice were kept on a standard
diet. After this period, the high-fat-fed animals were randomized into three groups: mRYGB
(receiving fecal matter from patients nine months post-bariatric surgery), mMRYGB+TF (receiving
fecal matter from the same patients plus physical training), and mCTRL (receiving fecal matter
from eutrofic women). The twelve animals on a standard diet formed the mPDR group and did not
undergo fecal transplantation. Before and after the fecal transplant, animals were evaluated for
body weight, glucose tolerance, and gut microbiota diversity and composition. Only after the FMT,
animals were further assessed for adiposity, fasting insulinemia, and systemic inflammation. In
addition, adipose tissue was collected for the evaluation of inflammatory cytokine gene
expression, skeletal muscle was collected for the evaluation of proteins related to insulin signaling,
and intestinal tissue was collected for morphological analysis. The data indicate an effect of
exercise training on gut microbiota modulation, reduction of fasting insulinemia, reduction of
inflammation, and improved intestinal functional morphology. However, no significant changes
were observed in body weight gain, adiposity, inflammatory markers, or fecal SCFA concentration.
Therefore, we conclude that exercise training appears to modulate transferable metabolic aspects
through fecal microbiota transplant, independently of bariatric surgery, suggesting a relevant role
in improving glucose homeostasis, even in the absence of apparent effects on body composition
or systemic inflammation, possibly mediated by morphological changes in the intestine.

Keywords: Bariatric surgery; Exercise; Gastrointestinal microbiota; Obesity; Animal models.
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1 INTRODUCAO

O sobrepeso e a obesidade ja sdo considerados uma pandemia global e figuram entre os
principais desafios de salude publica contemporéaneos, dificultando a prevencdo de doencgas
cronicas e comprometendo a saude a longo prazo mundialmente!. Nas ultimas trés décadas,
fatores como crescimento econémico acelerado, industrializacdo, mecanizacdo dos transportes,
urbanizacdo, ado¢do de um estilo de vida cada vez mais sedentario e a transicdo para padrées
alimentares baseados em produtos ultraprocessados e dietas hipercal6ricas tém impulsionado,
em diversos paises, um aumento significativo na prevaléncia da obesidade!. De fato, a
prevaléncia global de obesidade quase triplicou desde 1975. Em 2016, mais de 1,9 bilhdo de
adultos apresentavam excesso de peso. Destes, mais de 650 milhdes eram obesos (IMC > 30
Kg/m?)?. De maneira ainda mais preocupante, estimativas indicam que a quantidade de pessoas
com obesidade moérbida (IMC > 40 Kg/m?) tenha aumentado em até cinco vezes nos Ultimos 15
anos®*. No Brasil, dados recentes revelam que 54% da populacdo acima dos 18 anos
apresentam sobrepeso, e a obesidade j4 afeta 18,9% da populacdo adulta, configurando um
cenario alarmante para a saude publica do pais®.

A obesidade é caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal, sendo uma
doenca complexa, multifatorial, com origens genéticas, comportamentais, socioecondmicas e
ambientais, que aumenta o risco de morbimortalidade®-®, por doencas cardiovasculares, a saber,
hipertensao arterial, doenca coronariana, insuficiéncia cardiaca, fibrilagdo atrial, diferentes tipos
de cancer e outras doencas’!!. A obesidade também é um forte desencadeador de diabetes
mellitus, especialmente a do tipo 2, caracterizada por resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e
hiperglicemia, em consequéncia da falha das células beta em produzir insulina no pancreas?!,
aumentando assim 0s custos com a saude publica e prejudicando a qualidade de vida,
principalmente para os individuos com obesidade mérbida (IMC > 40 Kg/m?)12,

Embora estratégias de tratamento comportamental, dietético e medicamentoso sejam
amplamente implementadas, a cirurgia bariatrica é considerada hoje o principal tratamento para
pacientes com obesidade grave'3. De fato, a cirurgia bariatrica é efetiva na perda de peso corporal
substancial (até 40% do peso corporal inicial)!* e melhora de diversas comorbidades associadas
a obesidade, como resisténcia a insulina, diabetes mellitus (DM2), sindrome metabdlica 151,
hipertenséo, inflamacgdo”18, funcdo endotelial*®, dislipidemias e disfuncdo autondmica?® até 12
meses apos a cirurgia. Contudo, estudos com seguimentos mais longos (>12 meses pos-
cirtrgicos), demonstram efeitos benéficos menos consistentes?!. Isso sugere que a perda de
peso e gordura corporais por si s6 pode nao ser suficiente para melhorar o perfil cardiometabdlico

desses pacientes em longo prazo.
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Nesse sentido, a pratica de atividade fisica emerge como uma ferramenta terapéutica
potencialmente interessante para o quadro clinico pos-cirargico do paciente obeso. Diversos séo
os efeitos benéficos da pratica regular de exercicios fisicos sobre os variados fatores de risco
cardiovascular, como a diminuicdo da gordura abdominal visceral, de marcadores inflamatorios,
além da melhora do perfil lipidico, da tolerancia a glicose, da funcéo endotelial, da capacidade
cardiorrespiratéria, da funcdo autondmica e preservacdo de massa magra®’?°, sendo capaz de
reduzir o risco de mortalidade cardiovascular, independente do peso corporal e do IMC. Assim, a
pratica de exercicios fisicos pode ser encarada como uma estratégia fundamental para pacientes
submetidos a cirurgia bariatrica, uma vez que os diversos efeitos protetores do procedimento
parecem ser transitérios na auséncia de mudancas do estilo de vida?®: .

Corroborando essa hipotese, em publicacdo na prestigiada revista cientifica “Journal of the
American College of Cardiology”?®, nosso grupo observou que apesar da expressiva perda de
peso e gordura corporais, as melhoras de diversos parametros cardiometabdlicos observadas 3
meses apods a cirurgia bariatrica em humanos, a saber, sensibilidade a insulina (avaliada por meio
do teste de tolerancia oral a glicose, que permitiu a avaliacao da resposta insulinica - area under
the curve [AUC] da insulina - em resposta a uma carga de glicose), funcdo endotelial (avaliada
por meio da dilatacdo mediada por fluxo, do inglés flow-mediated dilation [FMD]), e inflamacé&o
sistémica (avaliada por meio das concentracdes sanguineas de citocinas anti- [e.g., IL-10] e pro-
inflamatorias [e.g., TNF-a]), tenderam a regredir a niveis basais em até nove meses apos o
procedimento. Notavelmente, a adocdo de um programa estruturado de exercicios fisicos foi

capaz de prevenir essa reversédo dos beneficios metabélicos (Figura 1)26.
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Estes ndo sdo os primeiros dados que demonstram alteracbes de marcadores
cardiometabolicos independentemente da perda de peso e gordura corporais em resposta a
cirurgia bariatrica. A resisténcia a insulina e até mesmo o DM2 parecem ser beneficamente
impactados de forma imediata apés este tipo de cirurgia, na auséncia de qualquer perda de
peso?829, |sso sugere que outros fatores sejam responsaveis por estes efeitos.

Diversos estudos sugerem que alteracbes na diversidade da microbiota intestinal estéo
intimamente ligadas a obesidade e comorbidades associadas®. Isso, pois a microbiota intestinal
de individuos com obesidade parece, por exemplo, favorecer o armazenamento de energia
proveniente da dieta na forma de gordura e a inflamacéao sistémica®l. Notavelmente, a cirurgia
bariatrica parece exercer grande impacto na diversidade da microbiota, de modo que a
composicdo do poés-operatéria se aproxima daquela observada em pacientes com menos
obesidade ou eutréficos'?32, De forma importante, essas alteracées parecem estar associadas
as melhoras significativas na sensibilidade a insulina, e DM2 observadas ap0s a cirurgia
bariatrica3?-28,

De forma interessante, dados recentes sugerem que o exercicio fisico também leva ao
aumento da diversidade da microbiota intestinal. Estaki et al. demonstraram que a capacidade
aerObia estava positivamente correlacionada a maior diversidade da microbiota intestinal em
adultos saudaveis®’. Além disso, Allen et al. demonstraram que seis semanas de exercicio
aerdbio, a depender da modalidade, levaram a alteracdo da diversidade da microbiota intestinal
em pacientes obesos, tornando-a similar aquela de pacientes eutréficos®®. Nesse contexto, é
possivel especular que tal efeito poderia, mesmo que parcialmente, justificar o efeito
cardiometabdlico protetor promovido pelo treinamento fisico observado nessas pacientes®’.
Contudo, ndo ha até o momento estudos experimentais que comprovem o0s beneficios do
treinamento fisico sobre a diversidade da microbiota intestinal de pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica e sua implicacdo no metabolismo.

Buscando preencher essa lacuna, este estudo é uma prova de conceito em modelo animal
utilizando amostras coletadas em um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa, no qual as
participantes com alto grau de obesidade foram submetidas a cirurgia bariatrica pela técnica de
derivacdo gastrointestinal e reconstrucdo em Y de Roux e entdo randomizadas em dois grupos:
grupo submetido ao programa de treinamento fisico apds a cirurgia bariatrica e grupo nao
submetido ao treinamento fisico ap0s a cirurgia bariatrica. No periodo basal, trés meses apés a
cirurgia bariatrica e seis meses apoés o treinamento fisico (9 MESES), as voluntarias realizaram
avaliacoes da diversidade da microbiota intestinal, composicao corporal, sensibilidade a insulina,
avaliacdo da capacidade fisica (condicionamento aerébio e forca muscular), nivel de atividade

fisica (por meio de acelerbmetro), inflamacédo sistémica, e avaliagdo nutricional. Assim, no
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presente estudo utilizamos as amostras de microbiota intestinal dessas pacientes no momento 9
MESES em transplantes em camundongos obesos a fim de elucidar se a microbiota intestinal
dos individuos do primeiro estudo € capaz de promover, em modelo animal, os beneficios

cardiometabdlicos conquistados por essas pacientes.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar se possiveis alteracdes na microbiota intestinal induzidas pelo treinamento fisico
em mulheres obesas submetidas a cirurgia bariatrica estao, de fato, associadas a fatores de risco
cardiometabolicos, por meio de um ensaio experimental que envolvera o transplante de fezes

das participantes do estudo em camundongos obesos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Modular a microbiota intestinal de camundongos obesos apds transplante fecal humano.

e Comparar os efeitos do transplante fecal de pacientes submetidas a cirurgia bariatrica,
fisicamente ativas versus sedentarias, sobre a diversidade e composicdo da microbiota
intestinal dos camundongos receptores.

e Investigar o impacto do transplante fecal sobre parametros metabdlicos e na morfologia

intestinal dos camundongos receptores.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Epidemiologia da obesidade

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define a obesidade como um acumulo excessivo
de gordura corporal, classificada usualmente pelo indice de massa corporal (IMC), que consiste
na medicdo da altura e peso corporal do individuo pela féormula: peso/(altura)?. Assim, a
obesidade pode ser definida como IMC 2 30 kg/m? e a obesidade mérbida é definida como um
IMC 2 40 kg/m? ou maior que 35 kg/m?, incluindo fatores de risco cardiometabdlico?. Reflexo de
mudancas em padr6es comportamentais tais como reducdo dos niveis de atividades fisicas e
aumento do consumo de alimentos ricos em gorduras e carboidratos®®, a obesidade tem atingido
proporcdes epidémicas desde a década de 803°. Em 2015 estimou-se que aproximadamente 1,6

bilhdes de adultos ao redor do mundo apresentavam sobrepeso e, pelo menos, 400 milhdes
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estavam obesos. No Brasil, segundo a ultima pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecdo para Doencas Crbnicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL), em 2024 a prevaléncia de
sobrepeso e obesidade na populacédo adulta era da ordem de 61% e 24%, respectivamente?©.
Com base nesses numeros divulgados pela VIGITEL, que vém aumentando desde 2006, a World
Obesity Federation estima que o Brasil devera ter, até 2030, quase 30% de sua populacéo adulta
com obesidade, se tornando a quarta nacdo com maior niumero absoluto de pessoas com

excesso de peso no mundo, atras somente dos Estados Unidos, China e india*!.

3.2 Obesidade e comorbidades

A obesidade é definida pelo acimulo excessivo de gordura corporal (definicdo da OMS) e
ocorre em decorréncia de um desbalanco energético. De forma simplificada, quando o gasto
energético € menor que o0 consumo, a energia excedente € estocada, em sua maioria, na forma
de triglicerideos contidos no tecido adiposo®®, entretanto, a fisiopatologia da obesidade parece
ser multifatorial e resultado de uma complexa relag@o entre fatores bioldgicos, psicossociais e
comportamentais*?.

E amplamente conhecido que a obesidade eleva o risco de incidéncia de varias
enfermidades, e as agrava, como diabetes tipo 2, doencas cardiopulmonares, dislipidemia,
hipertensao arterial, osteoartrite, apneia do sono e alguns tipos de neoplasias, que resultam na
reducdo da expectativa de vida*>**. Nos Ultimos anos, vimos a obesidade como o segundo
principal fator de risco, depois do fator etario, para complicacées e mortalidade em pacientes com
COVID-19%. Esses fatores explicam a grande preocupacdo médica em relacdo a expansédo da
obesidade, observado o 6nus elevado que esta condicdo gera ao sistema publico de saude,
tornando urgente medidas de prevencéo e tratamento desta condicédo clinica®.

3.3 Cirurgia bariatrica e atividade fisica

Tratamentos para a obesidade visam gerar déficit energético suficiente para promover
duradoura perda de peso e reducao dos riscos e comorbidades associados. Abordagens nao
cirurgicas incluem dietas de baixa caloria, alteracbes comportamentais, programas de atividade
fisica e agentes farmacoldgicos*®. Bons resultados podem ser alcangcados com acompanhamento
profissional e um grande comprometimento do paciente com uma mudanga permanente de estilo
de vida, entretanto, na maioria dos casos, os tratamentos clinicos s&o pouco eficientes no longo
prazo, culminam no reganho de peso e podem implicar na piora do estado psicolégico pela

sensacdo de fracasso por parte do paciente?’.
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A abordagem cirurgica tem se consolidado ao longo dos anos como um método importante
e eficaz para o tratamento de paciente com obesidade severa, quando o tratamento clinico como
dieta hipocaldrica, exercicio fisico e terapia farmacolégica, sdo insuficientes em promover uma
reducdo significativa do peso corporal®’.

A cirurgia bariatrica promove a reducdo do consumo caldrico através de uma modificacédo
anatbmica do trato gastrointestinal. Dentre as varias técnicas desenvolvidas, a gastroplastia com
derivacdo em Y de Roux (ou bypass gastrico - RYGB) consolidou-se ao longo do tempo, sendo
atualmente considerado o procedimento “padrao ouro” e 0 mais realizado no Brasil nas ultimas
décadas!>'3, O procedimento consiste na criagdo de uma pequena bolsa gastrica, com
capacidade entre 15 a 30 ml, a partir do fundo do estébmago. A porcéo distal do estbmago e o
intestino delgado proximal sdo desviados por meio da fixacdo da extremidade distal do jejuno
médio a bolsa gastrica proximal, seguida de reconexdo de ductos biliar e pancreatico em um
ponto especifico do intestino delgado. Essa cirurgia provoca alteracdes na exposicao ao acido
no estbmago e no intestino delgado proximal, restringe a quantidade e os tipos de alimentos que
podem ser ingeridos sem ocasional desconforto, induz um grau moderado de ma absorcao de
nutrientes devido ao encurtamento funcional do intestino delgado e pode levar a reducdo da
motilidade intestinal. Em conjunto, esses efeitos resultam em uma maior reducdo do peso
corporal comparado a outras abordagens cirtrgicas'31548,

Buchwald demostrou em uma revisdo sistematica e meta-analise que, apds o bypass
gastrico, 95% dos pacientes com hipercolesterolemia, 87% dos pacientes com hipertensao, e
95% dos pacientes com apneia obstrutiva do sono apresentaram melhora ou completa resolucao
da condicéo, além de prover grande impacto positivo na qualidade de vida desses pacientes?.
Em um estudo que acompanhou pacientes submetidos a cirurgia bariatrica durante 10 anos, L.
Sjostrom observou importante reducdo dos indices de doenca cardiovascular, cancer e
mortalidade em geral, quando comparado ao grupo submetido ao tratamento clinico para
obesidade?®.

Apesar da melhora metabdlica observada em pacientes submetidos a cirurgia bariatrica,
a sensibilidade a insulina desses individuos permanece menor do que a de individuos eutroficos
e metabolicamente saudaveis, mesmo passados meses do procedimento cirdrgico e apds uma
reducdo massiva de peso*®°’; este mesmo padrdo é observado em estudos utilizando modelo
animal®l. Um numero significante de pacientes bariatricos apresenta reganho de peso e até re-
ocorréncia de comorbidades a longo prazo®?. Reducéo de densidade 6ssea e de massa muscular
(sarcopenia) também sdo comumente observadas, e podem ser ainda mais relevantes em
pacientes idosos, implicando em reducdo da mobilidade, piora em quadros de osteoporose, e

consequentemente, declinio na qualidade de vida®°.
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Atividade fisica é uma ferramenta ndo farmacologica capaz de aumentar a expressao e
atividade de enzimas oxidativas e induz mudancas bioquimicas e morfolégicas que resultam em
melhora metabdlica?®. Embora o exercicio fisico de maneira isolada nédo seja capaz de levar a
diminuicdo substancial de peso corporal, h4 cada vez mais evidéncia de que um programa de
atividade fisica tem o potencial ndo apenas de melhorar alguns dos beneficios da cirurgia
bariatrica, destacando-se como uma importante ferramenta na manutencdo dos ganhos
cardiometabolicos resultantes do procedimento, mas também reduzir alguns dos seus efeitos
indesejados?6:27:50-53,

Nesse sentido, o Grupo de Pesquisa em Fisiologia Aplicada e Nutricdo da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sédo Paulo, se empenha em elucidar os potenciais beneficios do
exercicio fisico a salude de pacientes submetidas a cirurgia bariatrica. Em resultados ja
publicados, o Grupo foi capaz de demonstrar que um programa de atividade fisica aliado a
cirurgia bariatrica promove melhora da funcdo endotelial?®, aumento na sensibilidade a insulina®3,
reducéo da perda de massa 6ssea?’ reducéo da inflamacéo sistémica através da regulagéo de
marcadores pré e anti-inflamatérios (citocinas, IL-18 e TNF-a)?6. Assim, a manutencédo dos
resultados clinicos da cirurgia bariatrica a longo prazo parece ser dependente de mudancas do

estilo de vida®*.

3.4 Microbiota intestinal

O corpo humano é habitado por uma extensa rede de organismos microbianos
considerados essenciais para a manutencédo das funcdes vitais e que esta, de maneira complexa
e dindmica, envolvida em diversos processos fisiolégicos, como a digestdo, o metabolismo, a
protecdo contra patdégenos e a modulacédo do sistema imunolégico®>%85°, O nimero de micro-
organismos no corpo humano chega a ser da mesma ordem que o numero de células humanas
e, em sua maioria, encontram-se no trato gastrointestinal 567,

A microbiota intestinal (MI) de um individuo é formada logo no nascimento, proveniente da
microbiota materna, e 0 acompanhara por toda vida; sua composicao inicial pode ser influenciada
por fatores como meio de nascimento (parto vaginal ou cesariana) e a forma de alimentacéo
(amamentacédo ou formula), é mais suscetivel a variagdes durante a primeira infancia, tornando-
se mais estavel a partir de 2 a 3 anos de idade, quando pode ser comparada a microbiota do
individuo adulto®®. Trata-se de um ecossistema altamente complexo que coexiste de maneira
comensal e simbidtica com o hospedeiro® e sua dinamica é fortemente influenciada por fatores

como enfermidades, dieta, habitos e exposicdo a antibiéticos ao longo da vida®8.
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A Ml humana é composta por 5 filos: Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria, e Verrucomicrobia, sendo que Bacteroidetes e Firmicutes (Gram-positivas)
correspondem a 90% do total de bacterias®?. Mais especificamente, na maioria dos adultos
saudaveis, a distribuicdo da microbiota € composta por: Bacteroidetes (23%), bactérias Gram-
negativas anaerébias, que compreende os géneros Bacteroides e Prevotella; Firmicutes (64%),
bactérias Gram-positivas, que inclui Bacilli, Clostridia e Mollicutes (susbstancialmente
Streptococcus e Clostridium); Proteobacteria (8%), bactérias Gram-negativas como Escherichia
coli e Helicobacter pylori; Fusobacteria, Verrucomicrobia e Actinobacteria (3%) que incluem
espécies como Bifidobacterium 3955,

Ao longo das ultimas décadas, diversos estudos tém apontado um importante papel da Ml
tanto no status de salde do hospedeiro quanto em diversas patologias; e, de fato, ha evidéncias
do envolvimento da microbiota intestinal na etiologia da obesidade e comorbidades

relacionadas32:61-63,

3.5 Microbiota intestinal e obesidade

Diversos trabalhos tém tentado esclarecer a complexa dinamica entre a estrutura microbial
e a adiposidade do hospedeiro®. E sabido que o hospedeiro e 0os microorganismos que formam
a MI co-evoluiram para se beneficiar mutuamente®?, e nesse contexto, a dieta consumida pelo
hospedeiro prové nutrientes e energia para ambos. A microbiota intestinal € capaz de metabolizar
componentes da dieta, como fibras e oligossacarideos, que, de outra maneira, ndo poderiam ser
digeridos, convertendo-os através da fermentacdo em monossacarideos e acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), predominantemente acetato, butirato e proprionato, podendo, assim, serem
rapidamente absorvidos pela mucosa intestinal e transformados em lipidios pelo figado®“.
Evidéncias cientificas apontam que estes produtos da metabolizacdo microbiana estdo
envolvidos na patogénese da obesidade, uma vez que uma microbiota com maior capacidade de
extrair e armazenar energia fornecida pela alimentacdo pode estar associada a tendéncia de
depdsito de gordura e obesidade, especialmente em individuos com desequilibrios metabdlicos
guando em comparagao a individuos magros.3257.65
Entre os principais AGCCs, 0 acetato e o propionato sdo marjoritariamente produzidos
pelo filo Bacteroidetes, enquanto as principais espécies produtoras de butirato pertencem a um
grupo de Firmicutes®. Diversos estudos demonstram a rapida resposta da Ml a alteragées no
padrdo da dieta, favorecendo a determinados géneros de bactérias. Nesse sentido, a ingestao
de carboidratos nao digeriveis fermentaveis, como em dietas com alto teor de fibras, estimula o

crescimento de bactérias produtoras de butirato e, consequentemente, elevam o0s niveis
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plasmaticos dessa substancia.®® Curiosamente, publicacdes mais antigas sugerem que niveis
elevados de butirato no plasma parecem exercer um efeito positivo na atividade mitocondrial,
além de prevenir a endotoxemia, melhorar a sensibilidade a insulina, refor¢car a funcao da barreira
intestinal, proteger contra 0 ganho de peso e aumentar o gasto energético em modelos animais
de obesidade induzida por dieta®®:6".’0, Por sua vez, o propionato tem a capacidade de inibir a
sintese de colesterol, reduzir a expressao de resistina pelos adipécitos e estimular a producéo
de leptina, um hormdnio que regula a sensacdo de saciedade. No entanto, dietas ricas em
gordura favorecem o crescimento de bactérias fermentadoras, como o Clostridium spp e algumas
Bacterioidetes produtoras marjoritariamente de acetato. O acetato tem um maior potencial
obesogénico, pois atua no figado como substrato para a lipogénese e sintese de colesterol, e
nos tecidos periféricos favorecendo o armazenamento de gordura®+¢”.

De fato, multiplos mecanismos independentes e inter-relacionados tém sido identificados
em relacdo ao envolvimento da Ml na patogénese da obesidade. Ainda em relacédo a dieta, a
ingestdo de altos niveis de gordura saturada, acucares e pobres em fibras estdo associadas a
uma microbiota menos diversa e com perfil pré-inflamatério, com reducéo de bactérias benéficas
e aumento de gram-negativas326>7°, A disbiose intestinal observada na obesidade favorece a
quebra da barreira epitelial intestinal, resulta em um aumento da permeabilidade da parede
intestinal, facilitando a translocacédo bacteriana e uma maior absorcao de lipopolissacarideos
(LPS), produto da lise de bactérias gram-negativas, e consequente levando a endotoxemia
metabdlica, que contribui para a ativacdo de citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-1 e IL-6,
promovendo inflamagcéo crbnica, resisténcia a insulina e agravando o quadro metabdélico®°68.69,

A microbiota intestinal ndo apenas responde a dieta, mas também influencia o
comportamento alimentar por meio de sinaliza¢des para centros hipotalamicos responsaveis pelo
controle do apetite®®7°. A Ml pode suprimir a expresséo do fator adiposo induzido pelo jejum
(fasting-induced adipose factor — FIAF), reduzindo a inibi¢cao da lipoproteina lipase (LPL) e, como
consequéncia, ocorre um aumento da atividade da LPL, promovendo maior captacdo de acidos
graxos e acumulo de triacilglicerois nos adipdcitoso.”® Esse eixo de comunicacdo, chamado de
eixo intestino-cérebro (Gut-Brain Axis), também €& mediado por metabalitos bacterianos, uma vez
gue os AGCC podem ativar receptores acoplados a proteina G, como o0 GPR41 e GPR43,
promovendo a liberagdo de horménios intestinais, como o peptideo YY e o GLP-1 (glucagon-like
peptide-1), que regulam a motilidade intestinal e contribui para a sensacéo de saciedade, e cuja
secrecdo frequentemente esta reduzida em individuos obesos e com diabetes tipo 2, o que
compromete a regulacéo da glicemia e o controle do apetite.®’* Qutro componente deste eixo é
a leptina, um hormdnio produzido principalmente pelos adipécitos e que atua no hipotalamo
regulando a saciedade e o0 gasto energético. A leptina inibe neuropeptideos que estimulam o
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apetite (como NPY e AgRP) e ativa aqueles que promovem a saciedade (como POMC),
reduzindo a ingestéao alimentar. Apesar dos altos niveis circulantes de leptina em individuos com
obesidade, a resisténcia a leptina € comum, o que compromete sua agao e contribui para o ganho
de peso persistente®”’.

Destaca-se também a influéncia direta da microbiota sobre as vias insulinicas. A disbiose
associada a obesidade e ao consumo de dietas ricas em gordura promove endotoxemia
metabdlica, com ativacdo do TLR4 e inibicdo da fosforilacdo de IRS-1, comprometendo a via
PI3K/Akt responsavel pela captacdo de glicose nos tecidos periféricos®®'14. A reducdo de
bactérias produtoras de butirato e propionato agrava esse quadro, uma vez que esses AGCC
ativam receptores GPR*Y43, estimulam AMPK e promovem a secrecdo de GLP-1, todos
fundamentais para a sensibilidade insulinica e homeostase glicémica3®'?t, No figado, a
resisténcia insulinica seletiva resultante da disbiose mantém a lipogénese ativa via SREBP-1c,
mas falha em suprimir a secrecdo de VLDL, contribuindo para hipertrigliceridemia e esteatose
hepatica'*®. Por outro lado, espécies como Akkermansia muciniphila e Christensenellaceae
reforcam a barreira intestinal, reduzem inflamacgéo e favorecem a sinalizacdo adequada da
insulina!®>18, Ensaios recentes ainda mostram que a transferéncia de microbiota de individuos
fisicamente ativos melhora a tolerancia a glicose em camundongos receptores, reforcando o
papel causal da microbiota nas vias insulinicas!’.

Notavelmente, a microbiota intestinal também atua por mecanismos epigenéticos,
modulando a expressao génica do hospedeiro. Ha evidéncias de que os metabdlitos bacterianos
influenciam a metilacdo do DNA e a regulacdo de microRNAs, afetando a expresséo de genes
ligados a lipogénese e a sensibilidade a insulina’? e também por inibirem enzimas chamadas
histona desacetilases (HDAC), promovendo a acetilagdo de histonas e facilitando a transcricéo
de genes envolvidos no metabolismo energético e na resposta inflamatéria’®. Essas alteracdes
epigenéticas podem ocorrer ainda durante o desenvolvimento fetal, influenciadas pela microbiota
materna e dieta, sendo até mesmo transmissiveis entre geracdes’?. Assim, compreender a
interacdo entre dieta, microbiota e metabolismo é essencial para o desenvolvimento de

estratégias eficazes no combate a obesidade e suas comorbidades.”

3.6 Microbiota, cirurgia bariatrica e exercicio fisico

A cirurgia bariatrica, como abordado anteriormente, € considerada um tratamento eficaz
contra a obesidade e doencas relacionadas'®4®, e implica em importantes alteracdes estruturais
e funcionais do trato digestivo. E individuos obesos submetidos ao RYGB, melhorias metabdlicas

podem ser observadas ja na primeira semana ap0s o procedimento, antecedendo uma perda de
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peso significativa’. Tais efeitos precoces e independentes da perda ponderal podem estar
associados a rapidas alteracbes na composicdo da MI. Estudos demonstram que a cirurgia
bariatrica altera significativamente a composicdo da microbiota, resultando em aumento da
proporcdo de Bacterioidetes acompanhado de uma reducdo proporcional nos niveis de
Firmicutes®’, promovendo maior diversidade microbiana; e tais mudancas parecem contribuir
para a perda de peso, reducédo da inflamacéo sistémica e melhora na sensibilidade a insulina dos
pacientes®®76, Para além da resposta da MI a restricdo dietética imposta pelo procedimento
cirrgico, uma das hipéteses para essas alteragdes observadas é que no RYGB a transposicao
do intestino delgado leva a uma realocacdo dos micro-organismos desta regido para o colon, o
gue, por consequéncia, modifica o ecossistema intestinal e sua composicdo microbiana, e
impacta funcdes digestivas e metabdlicas’. A reducéo da acidez gastrica e o transito mais rapido
devido & modificacdo do comprimento do intestino delgado também parecem favorecer o
crescimento de anaerobios facultativos, que fermentam carboidratos complexos; acompanhado
de reducdo acentuada de Firmicutes, especialmente de microrganismos envolvidos na
fermentacdo de polissacarideos e extracdo de energia em individuos obesos’®.

Alteracdes na composi¢cdo da microbiota intestinal também podem contribuir para uma
maior liberacdo hormonal, como ja abordado anteriormente. A fermentacdo aumentada de
oligossacarideos esta associada a maior producédo dos horménios intestinais GLP-1 e PYY, que
contribuem para a saciedade e secrecdo de insulina.”” A producéo intestinal de acido gama-
aminobutirico (GABA) por microrganismos intestinais também foi observada ap6s o RYGB,
estimulando também a secrecdo de GLP-1 e PYY7’8,

Apesar dos efeitos benéficos, 0 RYGB também pode induzir alteracBes desfavoraveis,
como o aumento de bactérias potencialmente patogénicas (Escherichia coli) e a reducao de
espécies benéficas como Lactobacillus e Bifidobacterium?®.

Pesquisas sugerem que a atividade fisica interfere na microbiota intestinal através da
fisiologia digestiva, acelerando o transito gastrointestinal, e também através de seus efeitos
antinflamatérios’823. Estudos realizados em humanos e em modelo animal j& demonstraram que
a atividade fisica impacta positivamente a microbiota intestinal, levando a maior diversidade de
microbiota e alterando a proporgéo Firmicutes/Bacteroidetes, que por sua vez, corroboram com
a manutencdo do peso e melhora das comorbidades associadas a obesidade’®®?. Essas
descobertas apontam para a complexidade das interacdes entre a microbiota intestinal e o
metabolismo humano, oferecendo novas perspectivas para o entendimento e possivel tratamento

da obesidade e doencas metabdlicas associadas.
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As evidéncias de que pacientes bariatricos que mantém uma rotina de atividade fisica tem
os beneficios da cirurgia aumentados e ainda sustentados a longo prazo tem levado nosso grupo

de pesquisa a olhar para sua possivel implicacao junto a microbiota intestinal desses pacientes.

Muitos processos fisiolégicos relacionados a obesidade podem ser mais facilmente
estudados em roedores uma vez que esses animais respondem rapidamente a altera¢cdes no
balango energético®485 e ndo esbarram em algumas limitages clinicas e éticas do estudo do
tecido adiposo em humanos. Portanto, esse estudo visa explorar em modelo animal o papel da

microbiota intestinal e o efeito do exercicio fisico combinado a cirurgia bariatrica.

4 METODOS

4.1 Animais experimentais e delineamento do estudo

Conduzimos um ensaio experimental de prova de conceito, no qual foram utilizados 48
camundongos C57BL6 SPF, fémeas, desmamadas, provenientes do biotério da FMUSP, por se
tratar de uma linhagem de camundongos comumente utilizada em estudos de obesidade e
resisténcia a insulina induzidas por dieta®®. Este ensaio experimental foi aprovado pela Comissédo
de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo,
sob protocolo n° 1778/2022.

Ao chegarem ao Biotério da FMUSP, os animais passaram por um periodo de aclimatacao
de uma semana, recebendo dieta padrédo e agua ad libitum. ApGs a primeira semana, 36 animais
foram submetidos a uma dieta hipercalérica, manufaturada pela Rhoster Industria e Comércio
LTDA (Aracoiaba da Serra, Sdo Paulo) por um periodo de 8 semanas, tempo suficiente para que
desenvolvessem obesidade e resisténcia insulinaca®. Paralelamente, 12 animais permaneceram
recebendo a dieta padrdo (mMPDR), com o objetivo de estabelecer um grupo para comparacao,
assegurando a verificagdo do ganho de peso superior nos animais alimentados com dieta
hiperlipidica e o desenvolvimento de resisténcia a insulina. Ademais, todos 0s animais receberam
agua ad libitum e ficaram alocados em micro-isoladores no biotério da FMUSP, evitando
possiveis contamina¢6es de microbiota entre os grupos.

Para este estudo, recorremos a um banco de amostras do Laboratorio de Fisiologia
Aplicada e Nutricdo da FMUSP. Selecionamos amostras fecais de pacientes do HCFMUSP, com
obesidade, do género feminino, 9 meses apds serem submetidas a cirurgia bariatrica pela técnica
de derivacdo gastrointestinal e reconstrucdo em Y de Roux (RGYB); pacientes que, além do
procedimento cirargico, participaram de um programa de treinamento fisico com seis meses de

duracdo (RGYB+TF) e de mulheres eutréficas (CTRL). Foi realizado pool com as amostras fecais



24

de cada um dos grupos, parte deste pool foi armazenado em microtubos contendo solucéo
estabilizante estéril para posterior analise da diversidade da microbiota intestinal, e parte em
tubos com solucéo salina e 10% de glicerol para posterior processamento e utilizacdo para o
transplante de fezes. As amostras foram aliquotadas e acondicionadas em freezer a -80°C até
utilizacao.

Apos as 8 semanas recebendo dieta hipercalorica (8SEM), os animais obesos foram
randomizados em trés grupos experimentais: mMRGYB — grupo que recebeu o transplante de pool
de fezes das pacientes do grupo RGYB; mRGYB+TF - grupo que recebeu o transplante de pool
de fezes das pacientes do grupo RGYB+TF e mCTRL - grupo controle, que recebeu transplante
do pool de fezes coletadas de mulheres eutrdficas. Oito semanas apos o transplante (16 SEM),
os animais foram avaliados quanto a sensibilidade a insulina por meio dos testes de tolerancia a
glicose (OGTT) e diversidade da microbiota intestinal. Subsequentemente, foram sacrificados
para coleta de material bioldégico. Foram coletados pads de gordura visceral para andlise de
adiposidade e expressdo de genes relacionados a inflamacéo; sangue para as andlises de
inflamacdo sistémica e insulinemia; bidpsias intestinais para avaliacdo morfolégica, musculo
esquelético para analise de proteinas relacionados a inflamacao e sensibilidade a insulina (Figura
2).

I | DIETA HIPERLIIDICA | ILSEWSI ,
. = —>
- OGTT -0GTT
- Composigio - Miveis dz insulina
da microbiota S JEJum
- - - Crescimento - Adiposidade
TF{GTBH’F F ponderal - Marcadores
- o inflamatorios
~ -
» - ~ . - Cpmpgmc,ao da
* RGYE e v microbiota
e oo MRGYB+TF
- e
- -~
- . - .
‘n‘ CTRL 2~ <> mRGYB
~
-~
- .
» o mCTRL
= >
- Coleta de leres = — = — Transplante de fezes

ponderal

& [y [ oo
]
1

Figura 2. Desenho experimental
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4.2 Processamento e transplante de fezes

As amostras de fezes, selecionadas do um banco de amostras, foram combinadas em
pools de fezes por grupo (RGYB, RGBY+TF, CTRL). O pool referente a cada grupo foi entdo
homogeneizado em solucao salina estéril acrescida de 10% de glicerol e filtrados em peneira de
aco inox, de modo a gerar uma pasta fecal que foi aliquotada em microtubos de 2ml e mantidos
em freezer a -80°C para posterior utilizagdo®®. Durante 3 dias antes do inicio do transplante de
fezes, os animais receberam um mix de 5 antibiéticos (gentamicina, ampicilina, metronidazol,
neomicina e vancomicina) (sigma M3761, A0166, N6386, v2002) administrados na agua de
beber, de modo a reduzir a microbiota existente e garantir a recolonizagdo com a microbiota
transplantada®’. A partir do 4° dia, os animais passaram a receber gavagem oral com 0,1 ml da

pasta fecal bissemanalmente®’.

4.3 Avaliagéo da diversidade da microbiota intestinal

A avaliacdo da diversidade da microbiota intestinal foi realizada nos momentos 8SEM e
16SEM, conforme descrito abaixo.

Seqguenciamento de ultima geracao

A identificacdo de bactérias foi conduzida por meio de sequenciamento de Ultima geracao
das regides V3/V4 do gene 16S rRNA. As bibliotecas foram preparadas de acordo com um
protocolo proprietario (Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil). A amplificacdo foi
realizada com primers para a regido V3-V4 do gene rRNA 16S, 341F com sequéncia
(CCTACGGGRSGCAGCAG), e 806R com sequéncia (GGACTACHVGGGTWTCTAAT)8:87, As
bibliotecas foram entdo sequenciadas utilizando o equipamento MiSeq Sequencing System
(llumina Inc., USA). As sequéncias foram analisadas por meio do pipeline Sentinel, no qual os
arquivos fastq séo avaliados quanto a qualidade Phred (QP) usando o programa FastQC
v.0.11.888, A seguir, os arquivos fastq foram submetidos a trimagem de primers e sequéncias
com baixa qualidade (Phred < 20). O software proprietario 41 (Empresa Neoprospecta) utilizado
para tal finalidade, foi construido em Python v.3.6, sendo este inspirado nas funcionalidades do
projeto BioPython®®. Para dados paired-end, dois pares de arquivos (R1 e R2) foram unidos em
um soé arquivo usando pandaseq v.2.11,% antes da etapa de trimagem. Clusters com abundancia
menor do que 5 foram removidos das anadlises, por geralmente estarem relacionadas a
sequéncias quimeras®. As identificacGes taxonémicas foram realizadas por meio do algoritmo
blastn v.2.6.0+%, tendo como referéncia um banco de dados proprietario ou publico. Quanto a

definicAo de uma espécie, dentre os 20 hits retornados para cada cluster, uma instrugdo em
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Python avalia se um dos trés quesitos seriam atendidos pelos hits: 1) maior bit-score; 2) menor
e-value; e 3) taxonomias com maior representacao. As espécies sao definidas utilizando 99% de
identidade.

Analise dos resultados do sequenciamento

Apds o sequenciamento, as sequéncias geradas pela plataforma lon PGM Torrent foram
filtradas por meio do software Torrent Browser, com o objetivo de remover leituras policlonais ou
de baixa qualidade. Os arquivos resultantes foram processados no software Quantitative Insights
Into Microbial Ecology (QIIME), versdo 1.9.1, sendo descartadas as sequéncias com
comprimento inferior a 50 pares de bases. Utllizando o algoritmo UCLUST, as leituras
remanescentes foram agrupadas em Unidades TaxonOGmicas Operacionais (Operational
Taxonomic Units — OTUs), com base em 97% de similaridade. A classificacdo taxondmica das
OTUs foi realizada no préprio QIIME, tendo como referéncia o banco de dados Ribosomal
Database Project. Como resultado, foram geradas arvores filogenéticas no formato padrao
Newick, por meio de ferramentas contidas no pacote QIIME. Para avaliar a diversidade da
microbiota em cada amostra, foram calculados os indices a de diversidade, como o indice de
diversidade de Shannon® e as espécies observadas (i.e., OTUs observados). Para avaliar a
comunidades microbiais ao nivel OTU, indices 3 de diversidade foram calculados com base na
matriz de distancia UniFrac® e nas matrizes de dissimilaridade Bray-Curtis®. Também
demonstramos as similaridades ou dissimilaridades entre as amostras analisadas atravéz da
analise de coordenadas principais (PCoA) baseada na matriz de distancia UniFrac. Além disso,
0 experimento como um todo foi analisado utilizando uma abordagem de modelo de regressao
de efeitos mistos. Os animais foram usados como efeito aleatdrio, enquanto os momentos de
avaliacao (8 SEM E 16 SEM), grupos (MRYGB + TF; mRYGB e mCTRL) e as interacdes entre
grupos e momentos de avaliacdo foram usados como efeitos fixos. Também foram realizadas
comparacoes relevantes entre momentos de avaliagdo ou entre grupos, que foram avaliadas
individualmente por uma colecdo de meétodos de analise de 42 abundéancia diferencial:
Maaslin2%, [inDA%, ANCOMBC®, edgeR?%, DESeq2'%, limmal®* e ALDEx2'%?, Considerando
gue cada método possui seus pontos fortes e limitacdes, e que alguns deles ndo sdo capazes de
controlar adequadamente o numero de falsas descobertas, foram consideradas apenas as
descobertas identificadas simultaneamente por trés ou mais meétodos, utilizando o pacote
benchdamic® a fim de tornar os resultados mais robustos. Assim, reportamos as seguintes
métricas: riqueza absoluta dos géneros, diversidade filogenética, diversidade de Shannon,

uniformidade de Pielou e Simpson e dominancia relativa.
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4.4 Teste de tolerancia a glicose

Para avaliagdo da resisténcia a acdo da insulina, foi realizado o teste oral de tolerancia a
glicose nos momentos 8SEM e 16SEM. Os animais foram deixados em jejum durante 4 horas
antes do desafio com glicose. Por meio de corte na extremidade da cauda do animal foi efetuada
uma primeira coleta de sangue para a dosagem de glicemia, o que equivale ao tempo zero (t0)
do teste. Em seguida, foi realizada gavagem oral de uma solugéo glicosada a 50% na dosagem
de 1g/Kg de peso corporal, com posteriores coletas de amostras sanguineas nos tempos 15, 30,
60 e 120 minutos, para as dosagens de glicose. Os valores de glicemia foram mensurados
usando monitor de glicose (AccuCheck Performa, Roche). As areas totais abaixo da curva de

insulina e glicose foram calculadas por meio do modelo trapezéide.

4.5 Analise da concentracdo fecal dos &cidos graxos de cadeia curta

As amostras fecais dos animais coletas em 16SEM e armazenadas em tubos estéreis,
foram analisadas para concentracdes de &cidos graxos de cadeia curta. Para a anéalise, 100mg
de pool de fezes de cada grupo experimental foram homogeneizadas com 0,5 ml de &cido
sulfarico 0,15 mM, centrifugadas (14.000 x g, 5 minutos), e 1 mL do sobrenadante armazenado.
Os sobrenadantes foram diluidos 1:1 com agua MilliQ, filtrados em Millex® (0,45 um) e entéo
injetados em um cromatdgrafo de gas Agilent (modelo HP-6890, Santa Clara, Califérnia, EUA),
equipado com um detector de massa seletivo Agilent (modelo HP-5975) usando uma coluna
capilar DB-WAX (60 m x 0. 25 mm x 0,25 um) sob as seguintes condi¢des: temperatura do injetor
= 220°C, coluna = 35°C, 2°C/min, 38°C; 10°C/min, 75°C; 35°C/min, 120°C (1 min); 10°C/min,
170°C (2 min); 40°C/min, 170°C (2 min) e detector = 250°C. O hélio foi usado como gas de arraste
a umavazao de 1 mL/min. As curvas analiticas foram construidas utilizando a solugéo de estoque
dos &cidos de interesse: acidos acético, propiénico e butirico. As amostras foram analisadas em

duplicata e os dados expressos em mmol/g.

4.6 Eutanasia e Coleta de material bioldgico

No momento 16SEM, apds jejum de 4 horas, os animais foram eutanasiados. Para tal,
administrou-se uma solucao estéril de cetamina (100 mg/mL; Dopalen, Ceva Saude Animal) na
dose de 300 mg/kg e xilazina (20 mg/mL; Anasedan, Ceva Saude Animal) na dose de 30 mg/kg,
injetadas na cavidade peritoneal, no quadrante inferior direito do abdémen. Imediatamente apds

o efeito anestésico, procedeu-se a coleta de sangue por puncéo cardiaca, resultando em 6ébito
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por exsanguinacdo. Confirmado o 6bito, foram coletados tecido adiposo visceral e subcutaneo,

musculos séleo e gastrocnémio, e segmentos de alca intestinal.
4.7 Andlise de insulina e marcadores inflamatorios séricos

As amostras de plasma foram coletadas em tubos contendo EDTA e centrifugadas a 1.000
g, a4 °C, por 15 min. O plasma foi separado e armazenado a —80 °C até o momento da analise.
Antes dos ensaios, as amostras foram descongeladas e centrifugadas novamente a 1.000 g, em

temperatura ambiente, por 10 min.

4.7.1 Nivel de insulina sérica

Para a analise de insulina por guimioluminescéncia, cerca de 5uL de plasma foram
processados utilizando o kit comercial Mouse Insulin Chemoluminescence ELISA (Crystal Chem,
lllinois, EUA). Em placa de 96 pocos, adicionou-se 95 pL de diluente e 5 pL de amostra, com
incubacédo por 2 h a4 °C, seguida de lavagem. Em seguida, foram adicionados 100 pL de solugéo
conjugada, incubados por 30 min a temperatura ambiente, e novamente lavados. Adicionou-se
entdo 100 pL de solucao substrato, com incubacao de 40 min, seguida de adicdo de 100 pL de
solugcédo de parada. A leitura foi realizada no espectrofotometro SpectraMax 190® (Molecular
Devices), nos comprimentos de onda de 450/630 nm. A partir dos valores de glicemia e
insulinemia de jejum, foi calculado o indice Homeostase Model Assessement (HOMA - IR), que

estimam a sensibilidade a insulina e a funcéo das células beta, respectivamente'%4,

4.7.2 Concentracdo citocinas plasmaticas

As concentracdes plasmaticas de IL-18, TNF-a, IL-6 e IL-10 foram determinadas utilizando
o kit MILLIPLEX® Mouse Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel (Millipore, Missouri, EUA),
conforme instru¢des do fabricante. Inicialmente, adicionaram-se 200 pL de Wash Buffer em cada
poco da placa de 96 pocos, seguido de agitacdo em agitador de placas (IKA MTS 2/4 digital) por
10 min a temperatura ambiente (20-25 °C). O tampéo foi descartado e o residuo removido
invertendo a placa sobre papel absorvente. Em seguida, foram pipetados: 25 pL de padrao nos
pocos correspondentes (usando Assay Buffer para o controle 0 pg/mL), 25 pL de Assay Buffer
nas amostras, 25 pL de Serum Matrix nos poc¢os de branco e padrdes, e 25 UL de amostra diluida
(1:1 em Assay Buffer) nos pogos correspondentes.

Apds homogeneizacdo, foram adicionados 25 pL de microesferas magnéticas (Mixed

Beads), com agitacdo do frasco imediatamente antes da pipetagem. A placa foi selada, envolta
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em papel aluminio e incubada em agitador por 2 h. Apds incubacéo, o contetdo foi removido e a
placa lavada duas vezes em lavadora magnética (Bio-Plex PRO Il Wash Station).

Foram entdo adicionados 25 pL de anticorpos de deteccdo previamente equilibrados a
temperatura ambiente, com incubacéo de 1 h, seguida da adicdo de 25 pL de estreptavidina-
ficoeritrina, incubando-se por mais 30 min. ApGs nova lavagem (2x), foram adicionados 150 uL
de Sheath Fluid PLUS para leitura no analisador MAGPIX® (Luminex Corp., Austin, TX, EUA).
Nesse sistema, um LED verde (525 nm) identifica as microesferas e um LED vermelho (635 nm)
guantifica os biomarcadores, com captura das imagens por camera CCD (charge-coupled
device). Os dados de intensidade de fluorescéncia mediana (Median Fluorescent Intensity, MFI)
foram obtidos no software XPONENT® 4.2 e analisados no Milliplex Analyst 5.1 (EMD Millipore),
aplicando curva padrao ajustada por modelo logistico de 5 parametros. As concentragdes finais
foram corrigidas pelo fator de dilui¢do.

4.8 Analise de composicao corporal

Apoés o sacrificio, os pads de tecido adiposo subcutaneo e visceral foram coletados e
pesados em balanca eletrbnica de precisdo (Marte auw220d) para a afericdo da adiposidade:

peso dos pads de gordura/massa corporal (g/g de peso corporal).

4.9 Analises do musculo esquelético e tecido adiposo

Imediatamente apés o sacrificio, 0s masculos so6leo e gastrocnémio, e os pads de tecido

adiposo visceral foram coletados para as andlises descritas abaixo.

4.9.1 Avaliacdo da expresséao de genes e proteinas relacionadas a inflamacao e as vias de

sinalizacao da insulina

A expressdo de genes relacionados a inflamacédo foi avaliada em cerca de 100 mg de
tecido adiposo visceral por meio da quantificacdo dos niveis de RNA mensageiro (RNAm) dos
genes, IL-1, TNF, IL-6 e IL10, utilizando a técnica de reacdo em cadeia de polimerase em tempo

real (QRT-PCR). As sequéncias dos oligonucleotideos dos primers utilizados foram:

e IL1B: Forward: 5'-TGGACCTTCCAGGATGAGGACA-3'; Reverse: 5'-
GTTCATCTCGGAGCCTGTAGTG-3';

e« TNF: Forward: 5-GGTGCCTATGTCTCAGCCTCTT-3'; Reverse: 5'-
GCCATAGAACTGATGAGAGGGAG-3;;
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e IL6: Forward: 5'-TACCACTTCACAAGTCGGAGGC-3'; Reverse: 5'-
CTGCAAGTGCATCATCGTTGTTC-3;;

e |L10: Forward: 5'-CGGGAAGACAATAACTGCACCC-3'; Reverse: 5'-
CGGTTAGCAGTATGTTGTCCAGC-3'.

Para isso, foi realizada a extragdo de RNA das amostras utilizando o RNeasy Lipid tissue
mini kit (Qiagen). Aproximadamente 100 mg de cada amostra de tecido adiposo foi macerada e
homogeneizada em 1 ml de Reagente de Lise QIAzol, usando um misturador mecéanico, em
seguida foi adicionado 200 ul de cloroforme, seguido de vigorosa agitagao por 15 segundos; as
amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 2—-3 minutos e entdo centrifugadas a
12.000 x g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa superior foi transferida para um novo tubo,
adicionada de 1 volume de etanol 70% e homogeneizada com vortex. 700 pl da amostra foi entdo
transferida para a coluna de centrifugacdo RNeasy Mini em um tubo de coleta de 2 ml e
centrifugada a temperatura ambiente por 15 segundos a 28000 x g, descartando-se o liquido
coletado. Em seguida 700 pl de Buffer RW1 foi adicionado a cada coluna RNeasy e centrifugado
por 15 segundos a 28000 x g, o fluido coletado foi novamente descartado. Foi adicionado 500 pl
de Buffer RPE a cada coluna RNeasy e novamente centrifugado por 15 segundos a 28000 x g,
descartando-se o fluido coletado. 500 ul de Buffer RPE foi adicionado a cada coluna RNeasy e
centrifugo por mais 2 minutos a 28000 x g. Por fim, cada coluna RNeasy foi colocada em um
novo tubo de 1,5 ml, adicionado 30-50 ul de agua livre de RNase e centrifugada por 1 minuto a
28000 x g. O volume resultante foi avaliado por NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific) para
garantir a qualidade do RNA obtido, considerando como ideal o indice de pureza préximo a 2,0,
e a integridade foi verificada por eletroforese em gel de agarose. As amostras contendo RNA
foram armazenadas em freezer -80°C até sua utilizagéo.

O cDNA para o gPCR foi obtido utilizando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). Conforme orientagbes do fabricante, foi
pipetado 10 pL de master mix 2X de RT (contendo SYBR Green e oligo DTs) em cada poco de
uma placa de reacgao de 96 pogos, em seguida foi adicionado 10 yL de cada amostra de RNA em
cada poco, seguido de breve centrifugacdo para que o conteudo se concentrasse no fundo e

levada ao termociclador (Rotor Gene Q, Qiagen), programado como descrito abaixo:

Passo Temperatura  Tempo

1 25°C 10 minutos

2 37°C 120 minutos
3 85°C 5 minutos

4 4°C Manter (Hold)
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Os valores de ciclo de quantificacdo (Cq) e ACq foram calculados para cada gene de
interesse da seguinte maneira: Cq do gene de interesse — Cq do gene controle. Para este trabalho
usamos a B-actina como gene de referéncial®, a sequéncia de oligonucleotideos dos primers
utilizados foram: Foward 5 CCT TCT TGG GTA TGG AAT CCT GT 3’ e Reverse 5 CAC TGT
GTT GGC ATAGAG GTC TTT AC 3’. Mudancas relativas nas expressoes dos genes de interesse
(A- ACq) foram calculadas pela subtracdo do ACgq médio do grupo controle (CRTL) do ACq de
cada amostra. Finalmente a mudanca relativa de expressao (Fold change) foi obtida pelo célculo
2(-A-ACq)

A expressdao das proteinas AS160 total, pAS160 (Thr 642), AKT total e pAKT (Thr 308) foi
avaliada em aproximadamente 30mg de tecido muscular esquelético por meio da técnica de
Western Blotting. Inicialmente, as amostras dos musculos sb6leo e gastrocnémio foram
maceradas com auxilio de um pellet pestle e lisadas em tampao RIPA suplementado com
coquetel de inibidores de protease e fosfatase, sendo posteriormente centrifugadas a 15.000 g
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e utilizado para quantificacdo proteica pelo
meétodo de Bradford (Bio-Rad). Em seguida, 40 ug de proteina foram carregados em géis de
poliacrilamida a 4-20% com gel de empilhamento a 4% para eletroforese.

ApOs a separacao, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
utilizando tampao de transferéncia contendo 10% de metanol, e a transferéncia foi monitorada
com coloracdo com Ponceau S a 0,5%. As membranas foram bloqueadas por 1 hora com solucéo
de BSA a 5% em TBS-T, sendo entdo incubadas durante a noite a 4°C com 0s anticorpos
primarios diluidos em BSA 5% nas seguintes concentracdes:

e anti-AS160 1:1000 (Cell Signaling Technology #2670),
e anti-Phospho-AS160 (Ser588) 1:1000 (CST #8730),

e anti-AKT 1:1000 (CST #9272),

« anti-Phospho-AKT (Ser473) 1:1000 (CST #9271),

« anti-GAPDH 1:1000 (CST #2118).

As membranas foram entdo incubadas com anticorpos secundarios conjugados a
peroxidase (anticorpo policlonal de cabra anti-coelho; 1:10000) por 1 hora. As bandas proteicas
foram visualizadas por quimioluminescéncia (SuperSignal™ West Femto Chemiluminescent
Substrate, Thermo Scientific®), detectadas por GENESYS, quantificadas por densitometria

(ImageJ®) e normalizadas com base na expressao do gene de referéncia GAPDH.

4.9 Avaliagcdo morfologica do intestino
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Amostras de jejuno e intestino grosso (composto por ceco e colon) foram preparados em
formato de Swiss-roll, de forma a permite a avaliacao histolégica de toda a extensdo da mucosa
em um unico corte, colocadas em cassetes, fixadas em Formol tamponado durante 48 horas e
estocadas em alcool 70% a 4°C até o processamento, quando foram embebidas em parafina
para a montagem de blocos histologicos. Os blocos foram seccionados em micrétomo para
confeccdo das laminas histologicas e corados com hematoxilina-eosina. Foram avaliados
profundidade das criptas, altura e largura das vilosidades e celularidade de cada amostra. Para
padronizacao da andlise, foram avaliadas 10 criptas e 10 vilosidades de cada amostra, sendo as
mensuracdes realizadas por dois patologistas em um sistema de avaliacdo duplo-cego, onde os
patologistas ndo tinham conhecimento da distribuicdo em grupos dos animais. As alteracdes
morfoldégicas relacionadas a processo inflamatério, como presenca de infiltrado
linfoplasmocitario, edema e hiperplasia de placas de Peyer foram avaliadas e classificadas de
acordo com a intensidade e extensdo das alteracdes'®197, A graduacéo foi definida da seguinte
maneira: 0 - sem alteracdo; 1 - minima; 2 - discreta; 3 — moderada; 4 - acentuada; 5 — severa,

possibilitando sua quantificacao.

5.Tratamento estatistico

Antes da analise inferencial, verificamos a presenca de outliers e testamos a esferecidade,
homocedasticidade e normalidade dos dados. Tendo garantido os pressupostos fundamentais
para a andlise da variancia, empregamos o Mixed Model (SAS®) para andlises de medidas
repetidas para as variaveis avaliadas nos momentos 8SEM e 16SEM e, quando pertinente, post
hoc de Tukey para compara¢cdes multiplas. Os grupos e os periodos foram considerados fatores
fixos e os animais, definidos como fatores aleatérios. Para as variaveis avaliadas somente no
momento 16SEM, a andalise de ANOVA 1-way foi utilizada, com os grupos considerados como
fatores fixos e 0s animais fatores aleatérios. Para a avaliacdo de mudancas na diversidade da
microbiota intestinal entre os grupos, a analise de variancia multivariada permutacional
(PERMANOVA) foi realizada no software QIIME (versdo 1.9.1). Todas as analises foram
conduzidas de acordo com o principio da intencdo de tratamento. Todos os dados foram
expressos em média + desvio ou erro padrao. Para as principais variaveis dependentes, foram
calculados também intervalos de confianga de 95%. O nivel de significAncia adotado para rejeitar
a hipoétese nula foi de p < 0,05.
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6. Resultados

Ao longo do protocolo, um (1) animal veio a 6bito horas depois do primeiro OGTT na
8SEM, ou seja, pouco depois da randomizacéo. Dessa forma, a amostra final foi composta por
35 camundongos C57BL6 SPF, fémeas, alocadas da seguinte forma: 11 animais no grupo
MRGYB + TF, 12 animais no grupo mRYGB e 12 animais no grupo mCTRL. Além dos 12 animais
mantidos com dieta padréo para fins comparativos.

Na tabela 1 sdo apresentadas as caracteristicas de todos os grupos na SEM 8, antes do
inicio do transplante fecal.

Variaveis mRYGB + TF mMRYGB mCTRL mPDR
(n=11) (n=12) (n=12) (n=12)
Peso corporal (g) 25,41+2,8 25,2+4,4 24,73%4,00 20,9£1,1*
Glicemia de jejum (mg/dL) 169,5+17,7 161,5+14,3 175,17419,31 150,3+20,4
AUC glicose (md/dL/h) 468,7+101,5 425,3+71,6 427,32 + 42,08 356,1+28,5*

Tabela 1: Dados como médiatdesvio padréo. Legenda: AUC: Area abaixo da curva. * significa mPDR # mCTRL,
MRYGB+TF e mRYGB (comparagdes entre grupos, p<0,05; calculado por meio da anédlise de modelo mistos de
medidas repetidas).

A Figura 3 mostra o crescimento ponderal dos animais ao longo do periodo de transplante

fecal (entre 8SEM e 16SEM).
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Figura 3. Crescimento ponderal dos animais dos grupos mRGYB, mRGYB+TF, mCTRL e mPDR entre os tempos
8SEM e 16SEM (A). A area abaixo da curva de crescimento ponderal calculada esta representada no painel B. A
area tracejada representa os dados do grupo mPDR.

Como esperado, o grupo mPDR apresentou peso corporal menor que todos 0s outros
grupos no inicio do periodo de transplante (SEM 8; comparacgfes entre grupos; p<0,05). Os
grupos transplantados apresentavam parametros glicémicos semelhantes entre si na 8SEM (p<
0.05, comparagbes entre grupos), porém significativamente superiores ao grupo mPDR,

confirmando o desenvolvimento de resisténcia insulinica. O ganho de peso corporal foi similar
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entre a 8SEM e a 16SEM, nao havendo diferenca significativa entre os grupos (p>0.05,
comparagdes entre grupos).

Na Tabela 2 e na Figura 4, sdo apresentados adiposidade, marcadores inflamatorios
séricos e os indices de sensibilidade a insulina derivados dos valores de jejum e do Teste Oral
de Tolerancia a Glicose (OGTT) dos grupos antes (8SEM, quando cabivel) e apds o transplante
de fezes (16SEM).

Tabela 2: Dados como médiatdesvio padréo, valor de P entre os grupos ou de interacéo grupo x tempo (calculado

mRYGB + TF mMRYGB mCTRL Valor P
Variaveis (n=11) (n=12) (n=12)
Marcadores inflamat6rios (16SEM)
TNFa (pg/mL) 1,330,802 1,74+2,212 1,75+ 1,582 0,813
IL-6 (pg/mL) 18,5+19,12 14,6+14,72 11,16 + 9,042 0,529
IL-1R (pg/mL) 17,5+32,92 4,49+8,712 3,50 + 7,942 0,198
IL-10 (pg/mL) 37,0£41,52 13,4+12,02 19,62+35,872 0,220
Glicemia de jejum (mg/dL) 0,558
8SEM 169,5+17,72 161,5+14,32 175,17+19,312  (Grupo*Tempo)
16SEM 200,2+21,8 186,0+19,9b 192,83+28,29°
AUC glicemia (mg/dL/h) 0,598
8SEM 468,7+101,52 425,3+71,62 427,3+42,12 (Grupo*Tempo)
16SEM 470,1+66,72 448,8+44,43 441,9 £+ 45,32
Delta da AUC glicemia (mg/dL/h) 4,0+129,42 23,5485,32 14,2 + 47,92 0,774
Insulinemia de jejum (uU/mL) 1.06+0.502° 2,30+1,46° 1.36+0.892 0,002
(16SEM)
HOMA-IR (16SEM) 0,52+0,212 1,05+0,632 0,64 + 0,452 0,003
Adiposidade (g gordura/g peso  0,028+0,0062 0,033+0,0152 0,028 + 0,0052 0,782
corporal)

por meio da analise de modelo mistos de medidas repetidas). Dados com letras sobrescritas diferentes sao
significativamente diferentes (p<0,05). Legenda: AUC: Area abaixo da curva.

N&o houve diferenca entre os grupos em relacdo as concentragcdes de marcadores
inflamatorios na 16SEM (comparacfes entre grupos, p>0,05). Em relacdo a glicemia de jejum,
todos os grupos apresentaram aumento da 8SEM para a 16SEM de forma similar (comparacéo
intragrupos, p<0,05). Quanto a area sob a curva glicémica obtida no OGTT, ndo houve alteragbes
significativas entre os tempos dentro de cada grupo (p>0,05), tampouco diferencas no delta de
mudanca dessa variavel entre os grupos (p>0,05). No entanto, o grupo mRYGB apresentou
valores mais elevados de insulina em jejum e HOMA-IR quando comparado aos grupos
MRYGB+TF e mCTRL (comparagao entre grupos p<0.05). Por fim, a adiposidade relativa ao

peso corporal foi semelhante entre os grupos na 16SEM
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Figura 4. Resposta glicémica durante o Teste de To]eréncia a Glicose (GTT) dos grupos MRGYB, mMRGYB+TF, mAUT
e mPDR nos tempos SEM 8 (A) e SEM 16 (B). Area glicémica abaixo da curva (AUC glicose) dos grupos (C) e
respectivos deltas de mudangas (SEM 16 — SEM 8) (D). Legenda: AUC - area sob a curva. As linhas tracejadas
representam os dados do grupo mPDR.
Na Figura 5 estdo a representacao gréafica das proteinas relacionadas a via de sinalizacédo
insulinica no musculo esquelético por meio de Western Blotting e na Figura 6, os marcadores
inflamatorios obtidos das analises de tecido adiposo (16SEM; comparacdes entre grupos;

p<0,05), onde nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 5. Graficos como média e desvio padrdo da expressao tecidual das proteinas AKT e AS160 totais e
fosforiladas em musculo esquelético nos grupos mRYGB, mRYGB+TF e mCTRL. N&o foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos para as variaveis analisadas (p>0,05).
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grupos mRYGB, mRYGB+TF e mCTRL. Dados baseados no Fold Change. Ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos para as variaveis analisadas (p>0,05).
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Na Tabela 3, sdo apresentados os dados da concentracdo de acidos graxos de cadeira

curta, avaliados nas fezes dos animais na SEM16.

mRYGB + TF mRYGB mCTRL Valor P
Variaveis (n=11) (n=12) (n=12)
Acido acético (mmol/L) 4,29+0,94 3,70+1,18 4.071£2.44 0.69
Acido propi6nico (mmol/L) 1,35+0,46 1,14+0,38 0.57+0.41 0.88
Acido butirico (mmol/L) 0,61+0,23 0,54+0,28 1.37+£0.79 0.55

Tabela 3. Dados como médiatdesvio padrdo, valor de P entre os grupos (calculado por meio da andlise de modelo
mistos de medidas repetidas). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos para
a concentracao de AGCC (p<0,05).

N&o houve diferenca entre 0os grupos para as variaveis acido acético, acido propibénico e
acido butirico (comparacdes intragrupos, p>0,05). De modo geral, os dados mostram apenas um
efeito do treinamento fisico, mas ndo da cirurgia bariatrica, na insulinemia de jejum. Ademais,
nenhum efeito no ganho de peso, na adiposidade, nos marcadores inflamatorios ou na
concentracado de AGCC nas fezes dos animais foi observado.

A andlise histolégica dos tecidos avaliados revelou uma quantidade expressiva e
predominante de necrose intestinal segmentar e apical de vilosidade intestinal em multiplos focos
ou em porcdes extensas do segmento, de intensidade moderada a severa, sem distingdo entre
0S grupos experimentais. O impacto inflamatério observado era predominantemente discreto,
com multiplos sitios de infiltrado inflamatério linfoplasmocitico e, ocasionalmente, areas de
edema de lamina prépria ou submucosa.

O padrdo inflamatorio discreto, limitado a infiltracdo celular e sem outras alteracfes
associadas, sugere que inflamacdo e agentes etioldgicos de natureza biolégica sdo pouco
provaveis como percursores da lesdo necrotica. Dessa forma, as caracteristicas histopatologicas
observadas indicam necrose tecidual secundaria a processos de natureza isquémical®®109,
possivelmente provocado pelo choque hipovolémico resultante da coleta expressiva de sangue
realizada imediatamente apoOs anestesia. Portanto, uma vez que esses achados nao se
relacionam com as intervencdes experimentais efetuadas nesses grupos, as lesdes por necrose
tecidual foram excluidas de nossa analise, assim, nos ativemos unicamente as alteracfes de
carater inflamatorio.

Na tabela 4 demonstramos os parametros morfologicos de altura e largura de vilo,
profundidade de cripta e razéo vilosidade/cripta avaliados em cada grupo (16SEM, comparagao

entre grupos, p>0,05).

mMRYGB + TF mRYGB mCTRL Valor P

Variaveis (n=11) (n=12) (n=12)
Altura da Vilosidade (um) 268.975 + 65.6392 234,70 + 76,762 336.996 + 74.992P 0.0066
Largura da Vilosidade (um) 66,45 + 12,752 74,51 + 12,552 84.366 + 7.248P 0.0003
Profundidade da Cripta (um) 67.984 + 6.2642 65,85 + 9,012 77.18+10.66" 0.0100

Razéo Vilosidade/Cripta 3,98 £ 0,93 3,59 + 0,892 453+1,13° 0.0882
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Tabela 4. Morfometria das vilosidades e criptas intestinais dos diferentes grupos experimentais. Dados das médias
+ desvio padréo para a altura e largura das vilosidades, profundidade das criptas e razao vilosidade/cripta (V/C) no
intestino delgado dos animais dos grupos mCTRL, mMRYGB e mRYGB+TF. Ha diferenca significativa entre os grupos
para os valores de altura e largura de vilosidades e profundidade de cripta, enquanto razdo v/c ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativa (p>0,05).

Apresentado na tabela 5 estdo os dados de escore médio de alteracdes inflamatorias
observadas no intestino delgado (ID) e intestino grosso (IG) dos camundongos dos grupos

experimentais. Os escores variam de 0 (sem alteracdes) a 5 (inflamacéo severa).

Variaveis mRYGB + TF mRYGB mCTRL Valor P
(n=11) (n=12) (n=12)
Intestino delgado 1,55+ 1,13 2,36 + 1,692 0,75+ 0,45° 0,028
Intestino grosso 0,55 + 0,692 1,0+1,02 0,08 + 0,29 0,007

Tabela 5. Dados de escore inflamatdrio médio e desvio padrdo. Escore de 0 a 5, sendo 0 correspondente a nenhuma
alteracao e 5 alteracdo inflamatéria severa. Comparacéao entre grupos mCTRL, mMRYGB e mRYGB+TF.

Observou-se aumento significativo na altura e largura das vilosidades e na profundidade
de cripta no grupo mMCTRL em relacdo aos grupos mRYGB e mRYGB+TF, indicando uma
adaptacdo morfofuncional benéfica do intestino delgado nesse grupo. Em relacdo aos
paramentros inflamatérios, observou-se que o grupo mMCTRL apresentou menores escores de
inflamac&o no intestino delgado (ID) e no intestino grosso (IG) em comparagéao ao grupo mRYGB
(p<0,05). Por outro lado, ndo foram observadas diferencas significativas entre os demais grupos
MRYGB e mRYGB+TF para ambos os parametros (p>0,05). O grupo mCTRL também néo diferiu

do grupo mRYGB+TF quanto a inflamacéao ID e IG (p>0,05). Abaixo as imagens exemplificam as

principais alterac6es anatomopatolégicas encontradas em cada grupo experimental.

F|gura 7. Fotomlcrograﬁas das prlnC|pa|s caracterlstlcas hlstolog|cas |dent|f|cadas no grupo mRYGB camundongo.
A); B) Intestino Delgado. Infiltrado inflamatério linfoplasmocitico (asterisco); 50 um; H&E. C) Intestino delgado.

Achatamento de vilosidades (cabeca de seta); 50 um; H&E.
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Figura 8. Fotomicrografias das principais caracteristicas histologicas identificadas no grupo mRYGB + TF,
camundongo. A) Intestino delgado. Hiperplasia da placa de peyer, focal (asterisco); 100 um; B) e C). Intestino
delgado. Infiltrado inflamatdrio focal, discreto (cabeca de seta). 100 um e 50 um; H&E
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F|gura 9. Fotomlcrograflas das principais caracterlstlcas histolégicas identificadas no grupo mCTRL, camundongo.

A)Intestino delgado normal, 100x; H&E B) e C) Intestino delgado. Areas de necrose apical de vilosidade (cabeca de
seta) e areas focais de achatamento de vilosidades (asterisco), 100x, H&E.

Por fim, abaixo apresentamos os dados de composicdo e diversidade da microbiota
intestinal nos periodos 8SEM e 16SEM dos grupos mRGYB, mMRGYB+TF e mCRTL. No nivel de
género, o FMT e as amostras de fezes de camundongos (8SEM e 16SEM) incluiram um total de

278 géneros distribuidos conforme demonstrado na Figura 10.

FMT T1

12

Figura 10. Diagrama de Venn para o numero total de géneros entre FMT e amostras de fezes, em que T1 representa
0 momento 8SEM (pré transplante de microbiota) e T2 representa o momento 16SEM (pés transplante de
microbiota).

No periodo 8SEM, as amostras de fezes humanas e de camundongos compartilharam 81
géneros, representando 43,1% e 57,8% dos géneros nas fezes humanas e de camundongos,
respectivamente. No periodo 16SEM, compartilharam 108 géneros, correspondendo a 57,4% e
58,3% dos géneros nas fezes humanas e de camundongos, respectivamente. As amostras de
fezes de camundongos 8SEM e 16SEM compartilharam 124 géneros, representando 88,5% e
67% das fezes de camundongos PRE- e POST-FMT, respectivamente. Importante ressaltar que

15,9% dos géneros identificados nas fezes dos participantes humanos foram transmitidos aos
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camundongos receptores, representando 16,2% dos géneros encontrados nas fezes dos
camundongos no periodo apés FMT.

A diversidade da comunidade microbiana ao longo da intervencgao foi avaliada por meio
das andlises de diversidade alfa (a) e beta (8). A diversidade alfa representa a variabilidade
microbiana dentro de cada amostra individual, refletindo tanto a riqueza (nUmero de espécies
presentes) quanto a uniformidade (distribuicéo relativa das espécies). Os indices de diversidade
alfa fornecem uma medida da heterogeneidade geral da comunidade microbiana. Neste estudo,
foram calculadas diferentes métricas de diversidade ecoldgica, incluindo riqueza absoluta,
diversidade filogenética, uniformidade e dominancia. Tabela 6 e na Figura 11 sdo apresentadas
as diversas métricas de diversidade alfa, a saber, riqueza absoluta dos géneros, diversidade
filogenética, diversidade de Shannon (ou indice de Shannon), uniformidade de Pielou e Simpson

e dominancia relativa.

mRYGB +TF mRYGB mCTRL
(n=11) (n=12) (n=12)
indice de Shannon
8SEM 2.93+0.21 2.71+0.36 2.94+0.21
16SEM 2.93+0.24 3.03+0.17* 2.88+0.41
indice de Pielou
8SEM 0.65+0.04 0.62+0.08 0.65+0.04
16SEM 0.66+0.05 0.67+0.03* 0.63+0.09

Tabela 6. Dados expressos como média + desvio-padrao. As comparagdes intragrupo e intergrupo foram calculadas
utilizando, respectivamente, os testes de Wilcoxon ou Mann-Whitney. # indica p<0,05 para comparagdes intragrupo.
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Figura 11. Medidas de a-diversidade nos grupos mRGYB + TF, mMRGYB e mCTRL. T1 representa as amostras
coletadas na 8SEM e T2 representa as amostras coletadas na 16SEM. Dados expressos como média e desvio
padrdo. * significam mudancas significativas ao longo dos pontos de tempo, dentro de cada grupo (p<0,05,
calculadas por meio do teste de Wilcoxon ou Mann-Whitney, respectivamente). N&do foram encontradas diferencas

significativas entre os grupos. Os pontos marrons representam a diversidade - correspondente calculada na
amostra de FMT.

Diferencas significativas foram observadas entre a 8SEM e a 16SEM no grupo mRYGB
em relacdo a a—diversidade (Shannon) e uniformidade (Pielou) (p < 0,05), além de reduc¢do na
dominancia relativa e na razdo F/B. Nos grupos mRYGB+TF e mCTRL néo foram detectadas
alteracdes significativas, tampouco diferencas entre 0s grupos para esses parametros.

A diversidade entre as amostras foi avaliada por meio da diversidade beta (B), que
guantifica a dissimilaridade entre comunidades microbianas, considerando tanto a
presenca/auséncia quanto a abundancia relativa das espécies. Para essa analise, os dados
foram inicialmente transformados utilizando o método Centered-Log-Ratio (CLR), seguido do
calculo da distancia euclidiana sobre os dados transformados — combinacdo que resulta na
chamada distancia de Aitchison. Essa abordagem baseia-se na premissa de que os dados de
sequenciamento sdo composicionais, ou seja, representam proporcoes relativas influenciadas
pela profundidade de leitura, exigindo, portanto, transformacdo apropriada para analises
comparativas validas. A visualizacado das diferencas de diversidade [ foi realizada por meio da
Andlise de Coordenadas Principais (PCoA), uma técnica de reducao de dimensionalidade que
permite representar graficamente as amostras em um espaco bi ou tridimensional, no qual a
proximidade ou afastamento entre os pontos reflete o grau de semelhanca ou dissimilaridade em
suas composicdes microbianas. Do ponto de vista estatistico, a significancia das diferencas entre
grupos pode ser estimada por meio da PERMANOVA (Analise Multivariada de Variancia por
Permutacédo), um método que avalia as distancias entre os pontos de coleta considerando o efeito
individual de cada sujeito. A Figura 12 mostra a beta diversidade ao longo do tempo nas amostras
humanas utilizadas para o transplante fecal (FMT) e as demais amostras.
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Figura 12. Diversidade beta baseada em PCoA das distancias de Aitchison. As cores e trajetdrias destacam as
mudancas ao longo do tempo para cada individuo, enquanto os grupos séo diferenciados pelos formatos dos pontos.
Os resultados da PERMANOVA (para as amostras de T1 e T2) sdo apresentados no subtitulo. O eixo x foi truncado
na parte central para melhorar a visualizacdo das amostras de FMT, localizadas no lado esquerdo do grafico.de
todas as amostras. Quadrados em cores claras representam as amostras no momento basal (SEM8), triangulos em
cores escuras representam as amostras no tempo SEM16. Pontos pretos representam as amostras originais
utilizadas no transplante de microbiota fecal (FMT).

Todos os grupos apresentaram diversidade 3 semelhante no momento 8SEM, apesar de
uma tendéncia a valores diferentes entre mMRYGB+TF e mRYGB (p=0,051). Ap6s o FMT, foram
observadas alteragdes significativas na diversidade 3 dentro de todos os trés grupos (p<0,05) e,
no momento 16SEM, mRYGB+TF e mRYGB apresentaram diversidade 3 semelhante (p=0,264),
mas ambos diferiram do grupo mCRTL (diferencas entre grupos, p<0,05).

Os efeitos temporais dentro e entre os grupos foram avaliados utilizando modelos lineares
mistos generalizados (gImmTMB), com interceptos aleatorios para considerar a variabilidade
entre individuos e contrastes pareados ajustados pelo método de Sidak. Além da significancia
estatistica (p < 0,05), foram aplicados critérios de relevancia biolégica: todo o intervalo de
confianca de 95% deveria excluir diferencas menores que 0 unidade na razdo logaritmica
centralizada (CLR). A lista de contrastes e 0s contrastes significativos estao resumidos na Tabela

7 e representados graficamente na Figura 13.

Género Contraste 95% IC Interpretacéao Valor P Valor g
Akkermansia MRYGB T1 - mRYGB T2 3.54 (2.54, 4.53) MRYGB: T2<T1 <0.05 <0.05
Aminipila MRYGBTF T1 - mRYGBTF 3.09(2.28,3.91) mMRYGBTF:T2<Tl1 <0.05 <0.05

Anaerofilum MRYGB T1 - mRYGB T2 -2.68 (-3.41,-1.96) mMRYGB: T2>T1 <0.05 <0.05



Anaerotruncus

Butyricicoccus
Butyricimonas
Butyricimonas
Butyricimonas
Christensenella
Collinsella
Desulfovibrio
Enterocloster
Holdemania
Massiliimalia
Massiliimalia
Muriventricola
Odoribacter
Olsenella
Paludihabitans
Roseburia
Ruthenibacterium

MCTRL T1-mCTRL T2

MRYGB T1 - mRYGB T2
MCTRL - mCTRL T2

MRYGB T1 - mRYGB T2
MRYGBTF T1 - mMRYGBTF T2
MRYGB T1 - mRYGB T2
MCTRL T1-mCTRL T2
MRYGB T1 - mRYGB T2
MRYGB T1 - mRYGB T2
MCTRL T1-mCTRL T2
MCTRL T1-mCTRL T2
MRYGBTF T1 - mRYGBTF T2
MRYGBTF T1 - mMRYGBTF T2
MRYGBTF T1 - mMRYGBTF T2
MRYGB T1 - mRYGB T2
MRYGBTF T1 - mMRYGBTF T2
MRYGBTF T1 - mRYGBTF T2
MRYGBTF T1 - mRYGBTF T2

1.55 (1.19, 1.9)

3.44 (2.52, 4.36)
-5.32 (-5.89,-4.74)
-7.27 (-7.85, -6.7)
-6.99 (-7.6, -6.37)
-2.19 (-2.8, -1.58)
-1.95 (-2.48,-1.41)
-3.23 (-4.08,-2.38)
-3.57 (-4.57,-2.58)
-3.83 (-4.56, -3.1)
-4.07 (-4.91,-3.23)
-3.39 (-4.29,-2.49)
-3.36 (-4.07,-2.65)
-4.52 (-5.51,-3.53)
2.77 (1.98, 3.55)
3.59 (2.68, 4.5)
-4.66 (-5.92, -3.4)
2.32 (1.69, 2.95)

MCTRL: T2<T1

mMRYGB: T2<T1
mMCTRL: T2>T1
mRYGB: T2>T1
MRYGBTF: T2>T1
mMRYGB: T2>T1
mMCTRL: T2>T1
mRYGB: T2>T1
mRYGB: T2>T1
mMCTRL: T2>T1
mMCTRL: T2>T1
MRYGBTF: T2>T1
MRYGBTF: T2>T1
MRYGBET: T2>T1
mMRYGB: T2<T1
MRYGBTF: T2<T1
MRYGBET: T2>T1
mMRYGBTF: T2<T1

<0.05

<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
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<0.05

<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05

Tabela 7: Caracteristicas com abundéancia diferencial para os contrastes significativos (p< 0.05) envolvendo os
grupos mRYGB, mMRYBG+TF e mCTRL no tempos pré (T1) e 16 semanas poés (T2) FMT.
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Figura 13. Valores médios em escala centrada log-ratio (CLR % intervalo de confianca de 95%) para os géneros
diferencialmente abundantes (DA) entre e/ou dentro dos GRUPOS antes (T1) e apds 16 semanas (T2) do transplante
fecal. Os asteriscos indicam mudancas significativas ao longo do tempo, dentro de cada grupo. Nao foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os GRUPOS. Os pontos marrons representam o0s
valores de CLR correspondentes calculados na amostra de FMT. a) Géneros cujos valores de CLR no baseline (T1)
foram significativamente menores do que os valores correspondentes em T2 em um ou mais grupos. b) Géneros
cujos valores de CLR no baseline (T1) foram significativamente maiores do que os valores correspondentes em T2

em um ou mais grupos.

A analise de abundancia diferencial entre os grupos nao mostrou diferencas nem na 8SEM
nem no momento 16SEM. A analise de abundancia diferencial intragrupos mostrou um aumento

no género Butyricimonas (filo Bacteroidota) em todos os trés grupos. Além disso, o grupo mRYGB
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apresentou apenas uma reducdo no filo Saccharibacteria, nos géneros Butyricicoccus e
Solibaculum, e aumentos nos géneros Christensenella e Anaerofilum (filo Bacillota). O grupo
MRYGB+TF apresentou apenas uma reducao no género Aminipila (filo Bacillota) e aumentos nos
géneros Muriventricola (filo Bacillota) e Odoribacter (filo Bacteroidota), enquanto tanto
MRYGB+TF quanto mCTRL apresentaram aumento no género Massiliimalia (filo Bacillota). Por
fim, o grupo mCTRL apresentou apenas uma redugdo em Anaerotruncus e um aumento em

Holdemania (filo Bacillota).

7.Discusséao

Membros do nosso grupo desenvolveram recentemente um ensaio clinico controlado e
randomizado a fim de avaliar os efeitos do exercicio fisico na composicdo e diversidade da
microbiota intestinal, no qual mulheres com obesidade grave foram alocadas em dois grupos:
aguelas submetidas exclusivamente a cirurgia bariatrica do tipo bypass gastrico em Y-de-Roux
(RYGB) e aquelas submetidas a cirurgia associada a um programa de treinamento fisico
supervisionado (RYGB+TF). Um grupo adicional de mulheres eutréficas foi incluido como
controle saudavel (CTRL). O protocolo de exercicio consistiu exclusivamente em treinamento
aerobio continuo em esteira, realizado trés vezes por semana, com duracéo de 40 a 60 minutos
por sessao, ao longo de seis meses, em intensidade prescrita individualmente a partir de teste
cardiopulmonar. Os resultados reportados desse ensaio clinico indicam que a cirurgia bariatrica
exerceu efeito positivo sobre a microbiota intestinal, aumentando a riqueza bacteriana, enquanto
o exercicio fisico potencializou esses efeitos, promovendo maior uniformidade e diversidade de
Shannon. Além disso, o exercicio modulou géneros especificos, atenuando o aumento de
Escherichia/Shigella e a queda de Anaerostipes, 0 que sugere preservacao de microrganismos
produtores de AGCC e reducao de bactérias endotoxigénicas. Do ponto de vista metabdlico, os
efeitos do exercicio foram discretos, com reducao de triglicerideos, aumento de HDL e diminuicédo
de marcadores inflamatorios, sem impacto robusto no controle glicémico pos-prandial.

Como seguimento desse ensaio clinico, desenvolvemos esse estudo de prova de conceito
a fim de avaliamos se os beneficios metabdlicos conferidos pela cirurgia bariatrica e pelo
exercicio fisico ao hospedeiro sdo mediados por fatores presentes nas fezes e elucidar o papel
da microbiota intestinal nas fun¢cdées metabdlicas do individuo. Os resultados do presente estudo
devem ser interpretados em conjunto com os dados clinicos previamente descritos, permitindo
uma analise translacional mais abrangente.

Estudos prévios ja demonstraram que o transplante fecal (FMT) pode modular marcadores
inflamatorios, adiposidade e sensibilidade a insulina, tanto em modelos animais obesos que
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receberam microbiota de individuos magros saudaveis, quanto no sentido inverso, com animais
eutroficos desenvolvendo alteracbes metabodlicas apds receberem microbiota de individuos
obesos®762.68.70.84 | jou et al. demonstraram que camundongos germ-free que receberam FMT
de animais submetidos a cirurgia bariatrica apresentaram mudancas positivas ha composicao da
microbiota, além de reducéo significativa no peso corporal e na adiposidade!!®. No entanto, até
0 presente momento, este é o primeiro estudo a avaliar os efeitos do exercicio fisico em mulheres
submetidas a cirurgia bariatrica através do FMT em camundongos obesos.

Ao transplantar a microbiota dessas doadoras humanas para camundongos obesos,
observamos que parte dos géneros bacterianos presentes nas fezes das doadoras humanas foi
efetivamente transmitida para os camundongos receptores. No geral, 15,9% dos géneros
identificados nas amostras de FMT foram transmitidos aos camundongos receptores,
representando 16,2% dos géneros encontrados nas fezes dos animais no periodo 16SEM,
embora a colonizacao tenha sido parcial, o valor esta alinhado com o resultado descrito por Anhé
et. al., que descreveu porcentagem semelhante de colonizacéo no transplante de microbiota de
paciente bariatrica em camundongos®!8. Portanto nossas analises indicam que a intervengéo por
transplante fecal foi efetiva em modular a microbiota dos animais experimentais, como
evidenciado pelas diferencas significativas nos perfis microbianos entre os tempos 8SEM e
16SEM, pelas métricas de diversidade alfa, beta e abundancia relativa. No entanto, na
comparacao entre grupos, apenas o grupo mCTRL manteve um perfil distinto em relagéo aos
grupos mMRYGB e mRYGB+TF, que apresentaram maior proximidade entre si no periodo final. A
analise de abundancia diferencial mostrou padrbdes especificos em cada grupo e diferencas
relevantes foram identificadas. Em todos os grupos observou-se aumento do género
Butyricimonas, comumente associado a producédo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC)% e
a saude intestinal''*. No grupo mRYGB, observou-se reducéo de géneros como Butyricicoccus
e Solibaculum, além de aumento de Christensenella e Anaerofilum, microrganismos previamente
associados ao metabolismo energético e a composicédo corporal*t®. J4 no grupo mRYGB+TF,
observou-se reducdo de Aminipila e aumento de Muriventricola e Odoribacter, géneros
produtores de AGCC e moduladores do metabolismo de &cidos biliares!?!, enquanto tanto
MRYGB+TF quanto mCTRL apresentaram aumento de Massiliimalia. Por fim, o grupo mCTRL
exibiu reducéo de Anaerotruncus e aumento de Holdemania, ambos também pertencentes ao
filo Bacillota. Esses achados reforcam que, embora ndo tenham sido observadas mudancas
metabdlicas robustas, o transplante de microbiota modulou a abundancia relativa de géneros
bacterianos potencialmente relevantes para o metabolismo do hospedeiro, assim como Estaki et
al. j& haviam demostrado que maior aptidao fisica correlaciona-se com maior diversidade alfa e

maior abundancia de bactérias produtoras de AGCC, além de fun¢cdes metagendmicas distintas,



47

associadas a salide metabdlica®’. Allen et al. relataram que o exercicio aerébico supervisionado
aumentou a abundéancia de Odoribacter, Faecalibacterium e Roseburia, além de promover maior
capacidade da microbiota em degradar polissacarideos e produzir AGCC,induzindo mudancas
funcionais independentemente da dieta ou perda de peso®.

No aspecto metabdlico, como esperado, os animais do grupo mPDR apresentaram menor
peso corporal no inicio do periodo de transplante (16SEM), enquanto os grupos receptores de
microbiota (MRYGB, mRYGB+TF e mCTRL) mostraram parametros glicémicos semelhantes
entre si, porém significativamente superiores ao grupo mPDR, confirmando o desenvolvimento
de resisténcia insulinica nos grupos com animais obesos. Destacamos que, neste modelo, a
microbiota fecal isoladamente ndo foi capaz de modular o balanco energético de maneira
substancial uma vez que nos grupos receptores de microbiota ndo observamos diferencas
significativas no ganho de peso corporal ou na adiposidade na comparacao entre oS grupos ao
longo da intervencdo. Destacamos ainda que esse dado esta em concordancia com o ensaio
clinico.

Em relacdo ao metabolismo da glicose, observamos aumento progressivo da glicemia de
jejum entre a 8SEM e a 16SEM os trés grupos experimentais, além da manutencdo da
intolerancia a glicose evidenciada pelo teste oral de tolerancia a glicose (OGTT), sem diferencas
significativas entre grupos. Contudo, destacamos que o grupo mRYGB apresentou valores mais
elevados de insulina de jejum e HOMA-IR quando comparado aos grupos mRYGB+TF e mCTRL,
indicando um perfil mais resistente a insulina neste grupo. Estudos prévios, como o de Ross et
al., demostraram que aumento da atividade fisica promoveu melhora significativa em gordura
abdominal e resisténcia insulinica, mesmo sem emagrecimento expressivo em participantes
humanos?#, bem como o de Zoll et al, que reportaram melhora na regulacdo da glicose em
camundongos que receberam transplante de microbiota proveniente de animais submetidos a
treinamento fisico, mesmo sem apresentar alteracdes significativas na composicéo corporal, e
ainda, que a melhora foi mais evidente nos receptores alimentados com dieta padrdo®!’.

Ressaltamos que esses achados sugerem que o exercicio fisico beneficiou mais a
sensibilidade hepatica do que a periférica a insulina'?®, em consonancia com o ensaio clinico, em
que maiores reducdes nos triglicerideos plasmaticos foram observadas em RYGB+TF em
comparacdo a RYGB, e com evidéncias prévias de que a melhora da sensibilidade insulinica
hepatica reduz a secrecéo de lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL-triglicerideos) e a
lipogénese hepatica de novo'®°. Efeito que pode ser em parte atribuido ao aumento da producéo
e sinalizacdo de incretinas, como GLP-1, estimuladas pelos AGCC via FFAR2/372. Além disso, a

microbiota exerce papel central na programacgéao epigenética de multiplos tecidos do hospedeiro,
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podendo modular a expresséo génica em figado, tecido adiposo e ileo de forma dependente da
dieta 3.

Ademais, nossos resultados indicam também que o FMT isoladamente n&o foi capaz de
promover melhora substancial em paradmetros como marcadores inflamatérios séricos ou
teciduais, corroborando mais uma vez com os dados clinicos prévios do nosso grupo, que
demonstraram efeitos modestos da atividade fisica sobre o perfil metabdlico de pacientes
bariatricas fisicamente ativas em comparacao com pacientes sedentérias, reforcando a hip6tese
de que outros fatores derivados da microbiota podem ser mediadores dos efeitos metabdlicos
observados. Tampouco observamos diferencas significativas nos niveis fecais de AGCC entre
grupos receptores. Importante destacar que, mesmo que nao tenhamos detectado diferencas nos
niveis fecais de AGCC, esse resultado deve ser interpretado com cautela. Embora muitos
estudos clinicos usem AGCC fecais como representacdo do metabolismo microbiano, estima-se
gue mais de 95% dos AGCC produzidos no célon sejam rapidamente absorvidos localmente, de
modo que as concentragdes fecais ndo refletem a producéo real'? 121 Assim, é possivel que a
atividade fermentativa, com produc¢ao de butirato, tenha sido mais intensa no grupo mRYGB+TF
sem que isso fosse captado nas fezes.

Alteracfes na morfologia intestinal, entretanto, podem desempenhar um papel relevante
na interacdo entre microbiota e metabolismo, visto que os camundongos que receberam FMT de
pacientes bariatricas treinadas exibiram raz&o vilo/cripta e escores histologicos de jejuno e
c6lon/ceco comparaveis aos observados em camundongos que receberam FMT de participantes
magras saudaveis, além de menores escores histolégicos de colon/ceco em comparagdo com
agueles que receberam FMT de pacientes bariatricas sedentarias. A razao vilo/cripta é
considerada um marcador-chave da salde intestinal, associada a eficiéncia absortiva e ao
equilibrio proliferativo da mucosa intestinal'??- 24, em que valores mais elevados sugerem maior
eficiéncia na absorcéo de nutrientes, enquanto valores reduzidos indicam atrofia das vilosidades,
hiperproliferacdo ou aumento da inflamagéo, condigbes que podem comprometer a funcao de
barreira intestinal e estdo associadas a resisténcia a insulina'?®,

Quando olhamos para literatura, ha forte evidéncias da ligacdo entre permeabilidade
intestinal e resisténcia insulina’. Cani et al demonstraram a importancia da barreira intestinal e
reducdo do LPS na melhora metabélica em humanos®?; Li et al. demonstraram que camundongos
diabéticos apresentaram diminuicdo da razao vilo/cripta e da espessura da mucosa, alteracdes
que foram revertidas apds oito semanas de treinamento fisico!?6. Os acidos graxos de cadeia
curta (AGCC), especialmente o butirato, destacam-se como mediadores centrais nesse contexto,
influenciando diretamente a integridade da barreira intestinal, a secrecao de incretinas (GLP-1,
PYY) e a sensibilidade a insulina por meio da ativacédo dos receptores FFAR2/3%768, Além disso,
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0s AGCC regulam a expresséao de proteinas de juncéo estreita, como occludina, claudinas e ZO-
1, que controlam a permeabilidade paracelular e protegem contra a translocacéo de endotoxinas.
A reducdo dessas proteinas esta associada a ativacao de vias inflamatdrias sistémicas via TLR4,
contribuindo para resisténcia insulinica e disfungdo metabdlica.

As alteracbes na microbiota dos camundongos receptores podem justificar esses
resultados histolégicos. O grupo mRYGB apresentou redu¢des em Akkermansia, um género
tipicamente associado a melhora da homeostase glicémica, a integridade da barreira intestinal e
a reducdo da inflamacéo por meio da via de degradacédo de mucina'??, além de diminuicédo de
Butyricicoccus e Olsenella, ambos géneros fermentadores de fibras associados a producao de
butirato?’ o que pode justificar a menor sensibilidade hepatica a insulina e os desfechos menos
favoraveis de morfologia intestinal observados em mRYGB, em comparacdo com mRYGB+TF e
MCTRL. Por outro lado, mRYGB+TF mostrou aumento de Roseburia e Muriventricola, ambos
produtores de butirato por fermentacdo de carboidratos!?’, além de Odoribacter, um género
envolvido no metabolismo de &cidos biliares e na producdo de AGCC®, Finalmente, mCRTL
apresentou reducdo de Anaerotruncus, um género associado a disbiose e a homeostase
glicémica prejudicada em camundongos'?®, o que corrobora com os parametros de morfologia
intestinal mais favoraveis em comparagao com 0S outros grupos.

Curiosamente observou-se aumento da diversidade alfa no grupo mRYGB, mas ndo em
MRYGB+TF ou mCTRL. Embora inesperado, esse achado encontra respaldo em alguns estudos
gue também n&o encontraram associacdo entre melhora no controle metabdlico em pacientes
bariatricos e diversidade bacterianal!8. Além disso, Anhé et al. relataram que camundongos que
receberam FMT de pacientes bariatricos ndo apresentaram aumento de diversidade alfa, apesar
de melhoras no controle glicémico!!®. Assim, sdo necessarios estudos futuros para esclarecer
melhor o papel da diversidade alfa da microbiota intestinal na satde metabdlica.

Apesar dos resultados interessantes, este estudo apresenta algumas limitagcbes que
devem ser consideradas na interpretacdo dos achados. Uma vez que conduzimos o experimento
utilizando animais SPF, era esperado que o grau de colonizacéo sofresse presséao biologica da
MI residente, ainda que a deplecéo parcial pelo uso de antibidticos de amplo espectro permita
um maior engajamento do FMT, conforme apontado por Porcari et al. 112, Os resultados deste
estudo apontam para uma colonizacdo adaptativa, ou seja, a microbiota atigiu um novo estado
de equilibrio compativel com o ambiente intestinal murinho. Pontuamos ainda que os animais
dos grupos experimentais mMRYGB, MRYGB+TF e mCTRL foram mantidos com dieta
hipercaldrica durante todo o periodo experimental, fator que, segundo alguns autores, exerce
maior impacto na modula¢do da microbiota instetinal do que outros fatores, como a prética de

atividade fisica ou mesmo o transplante de microbiota fecal'’®!4 e pode ter limitado a
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plasticidade da microbiota. No entanto, esse resultado € comparavel ao de estudos prévios que
realizaram FMT de pacientes submetidos a diferentes tipos de cirurgia bariatrica em
camundongos germ-free, relatando eficiéncia de colonizagdo entre 7 e 20%, a qual esteve
associada a melhorias metabdlicas e de morfologia intestinal''®. Assim, acreditamos que essa
limitacdo ndo tenha comprometido significativamente os resultados, embora seja possivel que os
efeitos pudessem ser mais pronunciados em condi¢cdes germ-free. Estudos futuros avaliando o
FMT de pacientes bariatricos treinados em modelos germ-free sédo, portanto, necessarios para
confirmar nossos achados. Evidenciamos ainda que, embora o modelo murino seja amplamente
utilizado para estudos de FMT, diferencas anatdmicas, imunolégicas e dietéticas entre humanos
e roedores permanecem como um fator limitante a transposicao direta dos achados. Outras
limitac&es incluem o periodo de jejum realizado pelos animais do momento da coleta de de tecido
para andlise das protéinas ligadas a via de sinalizac¢éo insulinica, que pode ter mascarado esse
dado; a auséncia de analises de acidos biliares e de outros metabdlitos, como a trimetilamina
fecal (TMA), associados a salde metabdlica do hospedeiro'®!, além da falta de avaliacdo da
funcdo de barreira intestinal nos camundongos receptores, que poderia ajudar a explicar os
resultados obtidos e merece investigacdo em trabalhos futuros.

Em conjunto, nosso estudo demonstra que os efeitos metabdlicos positivos podem até
certo ponto ser transferidos por via FMT, reforcando o envolvimento da microbiota intestinal como
mediadora de processos metabdlicos. Adicionalmente, o estudo reforca a ideia de que o sucesso
do FMT esté intimamente ligado a multiplos fatores, a comecar pelas caracteristicas do doador,
neste caso, mulheres de meia-idade, com obesidade severa e baixo nivel de escolaridade e
status socioecondmico. Fatores relacionados ao receptor, como composicdo basal da microbiota
do receptor e condi¢des inflamatérias do hospedeiro também precisam ser levadas em conta ao
analisar os resultados!!!; assim, o nivel de colonizacéo e os resultados produzidos poderiam ser
diferentes com a utilizacéo de animais germ-free!!’ ou ainda com um numero amostral maior ou

seguimento mais longo de estudo.

8.Conclusao

Este estudo de prova de conceito demonstrou que a microbiota intestinal modulada por
cirurgia bariatrica e exercicio fisico possui propriedades funcionais capazes de influenciar, ainda
gue parcialmente, o metabolismo do hospedeiro por meio de transplante fecal (FMT). A
transferéncia de assinaturas microbianas especificas para camundongos obesos resultou em
alteragcbes na composicao bacteriana, na morfologia intestinal e em parametros relacionados a
sensibilidade insulinica, especialmente hepatica, mesmo na auséncia de mudancas expressivas

em peso corporal ou adiposidade. Os dados obtidos reforcam a hipotese de que a microbiota
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intestinal atua como mediadora dos efeitos metabdlicos de intervencdes terapéuticas, e que o
exercicio fisico pode potencializar os beneficios induzidos pela cirurgia bariatrica, promovendo
maior abundancia de microrganismos fermentadores de fibras e produtores de AGCC. Embora
os efeitos observados tenham sido sutis, eles foram consistentes com achados clinicos e
experimentais prévios, sugerindo que a modulacdo funcional da microbiota pode ser mais
relevante do que alteracdes taxondmicas isoladas e somam-se as evidéncias ja existentes sobre
os efeitos benéficos do exercicio em pacientes pos-bariatricos, reforcando a importancia clinica

dessa ferramenta ndo cirurgica e ndo farmacolégica nesta populagéo.

Acreditamos que os dados oriundos deste estudo ajudam a elucidar o papel da microbiota
nas funcdes metabdlicas do individuo e poderdo expandir as evidéncias para um conceito
emergente, denominado como “risk factor gap”*®?, o qual descreve que os beneficios do exercicio
fisico no risco de doencas cardiovasculares excedem em mais de 50% do esperado por
mudancas em fatores de risco cardiovascular tais como peso corporal e adiposidade!!®, ao
desvendar mais um potencial mecanismo de a¢ao do exercicio fisico. Além disso, nossos dados
adicionam de maneira significativa a literatura ao destacar a importancia de acdes terapéuticas
interdisciplinares para o tratamento da obesidade mérbida. Por fim, ensejamos a necessidade de
mais estudos a fim de aprofundar o conhecimento sobre o potencial “cross-talk” entre a microbiota
intestinal e as diversas vias metabdlicas, além de pesquisas com a utilizacdo de probidticos que
também possam exercer efeitos cardiometabdlicos benéficos em pacientes bariatricos.
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