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RESUMO

RESENDE, A. S. Efeito de 10 semanas de treinamento fisico aerébio sobre a
microbiota intestinal de homens adultos jovens e sedentarios. 2019. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) - Escola de Educacéao Fisica e Esporte, Universidade de Séo
Paulo, S&o Paulo, 2019.

A microbiota intestinal (MI) é formada por milh6es de microrganismos
presentes no trato gastrointestinal, especialmente no célon. Recentemente, estudos
tem sugerido que o treinamento fisico aerdbio pode modificar a composicdo desta Ml,
por exemplo, aumentando a abundancia de bactérias comensais, as quais
positivamente influenciam o organismo do hospedeiro. Entretanto, algumas lacunas
existem: estudos foram realizados majoritariamente em animais e estes
apresentaram associacdo com outros modelos de dietas e doencas; em humanos,
estudos observacionais ndo apontaram causalidade do treinamento fisico e 0os poucos
estudos com intervencao possuiam influéncia de outras variaveis, as quais estiveram
associadas com tais mudancas. Assim, dificulta isolar e compreender o efeito do
treinamento fisico sobre a Ml humana. Portanto, a partir de um delineamento
controlado, o objetivo desse estudo foi investigar o efeito do treinamento fisico aerdbio
realizado em intensidade moderada sobre a composi¢cao da microbiota intestinal em
humanos. Para isso, foram recrutados homens sedentarios, entre 18 a 40 anos,
universitarios, com padrdes alimentares semelhantes, ndo obesos e com auséncia de
guaisquer doencas, os quais foram randomizados em grupo controle (GC) e grupo
treino (GT). Todos passaram pelas seguintes coletas: aplicacdo de questionarios,
coleta de sangue e fezes, avaliacdo da composicdo corporal e teste de esforco
progressivo maximo, no pré- e pos-intervencao. Os voluntarios do GT foram treinados
em bicicletas ergométricas por 10 semanas (3x/semana; 50 minutos/dia; 60-65%
VO2pico). A analise dos dados referentes a microbiota intestinal foram processados
pelo software QIIME 2.0, as analises estatisticas foram realizadas pelo QIIME 2.0 e
visualizadas no site do QIIME (https://view.qiime2.org/). Outras analises estatisticas
foram realizadas no programa SPSS verséo 25 por meio de analise de variancia com
medidas repetidas, utilizando “grupo” e “tempo” como fatores ou pelo teste Kruskal-
Walllis. O nivel de significancia foi p<0,05. Apos 10 semanas de intervengéo houve

aumento significante da capacidade aerdbia nos voluntarios treinados, a qual



promoveu aumento significante da familia Lachnospiraceae e das espécies Roseburia
sp. e Bacteroides ovatus. Em contrapartida houve reducdo do género
Faecalibacterium e das espécies Lachnospira sp e Bilophila sp. Nao foram detectadas
diferengcas nos indices de a- e B-diversidade. Apds o treinamento fisico, o GT
apresentou maior abundancia de bactérias comensais em comparacao ao GC, tais
como, Faecalibacterium, Roseburia, Lachnospira e Akkermansia, enquanto que o GC
apresentou aumento de bactérias ligadas a obesidade. A a-diversidade, bem como,
a abundéancia relativa da familia Lachnospiraceae e do género Akkermansia se
mostraram positivamente associados ao VOgzpico. Deste modo, conclui-se que 10
semanas de treinamento fisico foi eficiente em modificar a composicdo da Ml em
homens sedentarios e minizar possiveis interferéncias negativas do comportamento

sedentario.

Palavras-chave: exercicio fisico; microbiota intestinal; humanos; VOgzpico;

Lachnospiraceae



ABSTRACT
RESENDE, A. S. Effect of 10 weeks aerobic training on gut microbiota of young

and sedentary men. 2019. Thesis (Master in Sciences). School of Physical Education

and Sports, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Gut microbiota (GM) is composed by million of microrganisms present in the
gastrointestinal tract, especially in the distal gut. Recently, studies have suggested
that aerobic training can modify the GM composition, for instance by increasing the
commensal bacteria abundance, which positively influence the host organism.
Nevertheless, some gaps exist: studies were conducted mostly in animal models in
association with other design of diets and diseases; in humans, cross-sectional studies
did not point to causality of training, and the few intervention studies were influenced
by other variables, which have been associated with such changes. So, it is difficult to
isolate and understand the aerobic training effect on the human GM. Therefore, from
a controlled design, the objective of this study was to investigate the effect of aerobic
training at moderate intensity on the human GM composition. For this, healthy and
sedentary men, between 18 to 40 years old, university students, with similar diet habits
and non-obese were recruited, and then were randomized in control group (CG) and
training group (TG). The volunteers went through the following sample collections:
guestionnaires, blood and faeces samples, body composition and maximum
progressive test, at pre and post intervention. TG volunteers were trained on stationary
bicycles for 10 weeks (3x/week, 50 minutes/day, 60-65% VO:zpeak). The microbial
data were conducted in QIIME 2.0 and statistical analyses were performed in QIIME
2.0 and visualized by QIIME view. Whereas other data was conducted in SPSS
software version 25 by repeated measures of variance analysis with "group” and "time"
as factors or Kruskal-Wallis test. The level of significance was p<0.05. After 10 weeks
of intervention, there was a significant increasing in aerobic capacity in TG, which
promoted a significant increasing in the relative abundance of Lachnospiraceae family
and Roseburia sp. and Bacteroides ovatus species. In contrast, there was a reduction
of the Faecalibacterium genus and Lachnospira sp. and Bilophila sp. species. No
differences were detected in a- and B-diversity. At post-intervention, TG showed a
greater abundance of commensal bacteria, such as Faecalibacterium, Roseburia,

Lachnospira and Akkermansia in comparison with CG, while CG presented an



increase of bacteria related to obesity. The a-diversity as well as the relative
abundance of the Lachnospiraceae family and Akkermansia genus were positively
associated with VOzpeak. Thus, it was concluded that 10 weeks of aerobic training
was efficient in modifying the GM composition in sedentary men and in minimizing

possible negative interferences of the sedentary behavior.

Key words: exercise, gut microbiota, human, VOzpeak, Lachnospiraceae
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1. INTRODUCAO

A microbiota intestinal (MI) é composta por microrganismos, em particular
bactérias, residentes ao longo do trato gastrointestinal (MARCHESI et al., 2015).
Pesquisas produzidas ao longo das duas ultimas décadas tém revelado participacéo
importante desta Ml e seu genoma, denominado como microbioma, sobre a fisiologia
do hospedeiro e predisposi¢céo a doencas estabelecendo, assim, relacdo bidirecional
muito proxima entre a Ml e os sistemas do organismo humano (MACFARLANE &
MACFARLANE, 1997; LE CHATELIER et al., 2013).

Diversos pesquisadores tentando compreender o papel da Ml no
desenvolvimento da obesidade, por exemplo, observaram que individuos que
apresentavam maior adiposidade e indice de massa corpérea (IMC), resisténcia a
insulina, perfil dislipidémico e perfil inflamatério mais pronunciado também
apresentavam significantemente menor variabilidade bacteriana (LE CHATELIER et
al., 2013; LIU et al., 2017b). Estes pesquisadores sugerem que maior diversidade
entre as espécies de bactérias que compde a Ml e maior abundancia de bactérias
comensais, respectivamente denominadas como diversidade e riqueza de espécies,
podem contribuir positivamente para a saude do hospedeiro (HOLMES et al., 2012;
LE CHATELIER et al., 2013).

A composi¢cdo da MI, bem como sua diversidade e riqueza de espécies, €
influenciada ao longo da vida, principalmente, por fatores ambientais, como 0s habitos
alimentares (FERNANDES et al., 2014). Dado que gue o treinamento fisico aerdbio
provoca adaptacoes fisioldgicas sobre o sistema intestinal (BERMON et al., 2015;
COOK et al., 2015), este tem sido apontado como outro fator ambiental capaz de
provocar mudancas consistentes na composicdo da MI (CRONIN; MOLLOY;
SHANAHAN, 2016; CERDA et al., 2016).

Em modelo animal, diversos estudos demonstraram que ratos que passaram
por treinamento fisico aerobio em intensidade moderada exibiram perfil da Mi
significantemente diferente, principalmente apresentaram aumento da abundancia de
espécies de bactérias comensais, diversidade e rigueza microbiana, em comparagéo
aqueles nédo treinados (MATSUMOTO et al., 2008; CHOI et al., 2013; EVANS;
LEPARD; KWAK, 2014; MIKA et al., 2014; CAMPBELL et al., 2016; WELLY et al.,
2016; LIU et al., 2017a). Estas diferencas foram observadas tanto na porcao distal do



18

intestino quanto nas fezes (MATSUMOTO et al., 2008; CHOI et al., 2013; PETRIZ et
al., 2014; EVANS; LEPARD; KWAK, 2014).

Estudos realizados em humanos corroboram com estes dados encontrados em
modelo animal. De fato, foi observado em estudos transversais que h& diferencas
significantes na composicédo da MI presente nas fezes entre individuos treinados e
sedentarios, em que individuos fisicamente ativos e atletas apresentam maior
diversidade e riqueza de espécies em comparagdo aos sedentarios. E possivel
observar esta diferenca através de métodos estatisticos que permitem analisar a
complexidade e diversidade da Ml entre os grupos, tal como a analise de coordenadas
principais (PCoA) (CLARKE et al., 2014; ESTAKI et al., 2016; BRESSA et al., 2017,
STEWART et al., 2017; YANG et al., 2017; MORKL et al., 2018). Além disso, a
capacidade aerbbia, representada através do consumo maximo de oxigénio
(VO2max) durante um teste de esforgco maximo, € uma importante caracteristica que
difere esses sujeitos treinados e sedentarios nos estudos transversais. Neste sentido,
Estaki et al (2016) demonstraram que ha correlacdo positiva entre 0 VO2max e a
riqueza de espécies de bactérias intestinais.

No entanto, por serem estudos observacionais, ndo ha como sugerir 0
treinamento fisico apenas como causa destas observacdes. Além disso, sobre os
individuos que ja sao treinados, ndo ha controle sobre o tempo que sao treinados ou
como é o treinamento fisico destes sujeitos. Ao mesmo tempo, nestes estudos
transversais, os grupos de individuos fisicamente ativos e atletas possuiam hébitos
alimentares, IMC e composicao corporal significantemente diferentes dos sedentéarios
(CLARKE et al., 2014; YANG et al., 2017; BRESSA et al., 2017).

Allen et al (2017) e Munukka et al (2018) foram os primeiros estudos em
humanos a investigar o efeito do treinamento fisico aerdbio realizado em intensidade
moderada sobre a Ml humana. Em ambos os estudos citados, as sessfes de treino
nas primeiras semanas tiveram duracéo de 30 a 40 minutos com intensidade proxima
a 60% da frequéncia cardiaca de reserva, assim, evoluindo para 60 minutos de treino
nas ultimas sessdes com intensidade préxima a 75% da frequéncia cardiaca de
reserva (ALLEN et al., 2017; MUNUKKA et al., 2018). Allen e colaboradores
demonstraram que seis semanas de treinamento fisico aerobio provocou aumento do
VO2max e, em pararelo, provocou alteragcdes significantes sobre a abundancia de
géneros bacterianos observados nas amostras de fezes tanto em individuos

eutréficos quanto em obesos previamente sedentarios (ALLEN et al., 2017). No



19

entanto, estas mudancas foram significantemente diferentes entre individuos
eutroficos e obesos. Por exemplo, o treinamento fisico proposto por Allen et al (2017)
provocou aumento do género Faecalibacterium em eutréficos e reducéo deste género
em obesos. Munukka et al (2018), corroboraram para o aumento da diversidade de
géneros de bactérias apos seis semanas de treinamento fisico em mulheres com
sobrepeso. Entretanto, foram observadas alteracdes diferentes de Allen et al (2017),
tais como reducao significante de géneros do filo Proteobacteria (MUNUKKA et al.,
2018).

Diante disso, héa indicios de que o treinamento fisico € capaz de modificar a
composi¢cdo da Ml (COSTA et al., 2017; CLARK & MACH, 2017), porém as limitagcdes
sdo pertinentes. Especialmente, acerca do tipo e tempo de treinamento fisico
praticado que diverge entre os estudos e pode favorecer os diferentes resultados
encontrados na literatura (CLARKE et al., 2014; ESTAKI et al., 2016; BRESSA et al.,
2017; PETERSEN et al., 2017; ZHAO et al., 2018b). Além do mais, os Unicos estudos
com intervencao de treinamento fisico focaram, no efeito do treinamento fisico aerébio
em condicdes de sobrepeso e obesidade (ALLEN et al., 2017; BRESSA et al., 2017;
MUNUKKA et al., 2018), suplementacao de proteinas (KARL et al., 2017; CRONIN et
al., 2017) e no envelhecimento (TANAGUCHI et al., 2018). Allen et al (2017) incluiram
como populacéo de estudo tanto homens quanto mulheres, enquanto que Estaki et al
(2016) sugerem que o género pode ser um fator de influéncia. Vale salientar que
alguns estudos ndo descreveram acerca dos habitos alimentares durante a
intervencdo (ALLEN et al., 2017; CRONIN et al., 2018) e ndo apresentaram grupo
controle sedentario (KARL et al., 2017; ALLEN et al.,, 2017; CRONIN et al., 2018;
MUNUKKA et al., 2018). Estas varidaveis quando ndo controladas devidamente podem
dificultar a compreenséo em relacéo aos efeitos do treinamento fisico sobre a M.

Portanto, considerando a relevancia em investigar o efeito do treinamento
fisico aerdbio sobre a composicao da Ml, a partir de um delineamento controlado para
as limitagdes acima mencionadas, o presente estudo teve como objetivo investigar o
efeito de 10 semanas de treinamento fisico aerdbio realizado em intensidade
moderada sobre a composicdo da Ml em adultos jovens, sedentarios, ndo obesos e
com auséncia de doencas. A hipotese deste trabalho € que apdés 10 semanas de
treinamento fisico aerdbio, o grupo de treinamento apresentara mudancas em termos
de diversidade da Ml e abundancia de bactérias diferentemente dos individuos do

grupo controle sedentério.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O que é a microbiota intestinal?

MilhGes de microrganismos estéo presentes em regides do corpo humano que
possuem acesso ao meio externo, tais como, a cavidade oral, o trato gastrointestinal
(TGI), o trato respiratoério, a pele e o 6rgdo sexual. Entre esse microrganismos estao
bactérias, fungos, virus e protozoarios (GUPTA; PAUL; DUTTA, 2017). E denomidado
como microbiota o aglomerado desses microrganismos habitando uma determinada
regido do corpo. Os microrganismos que habitam especificamente o TGl compdem a
microbiota intestinal (Ml). E neste ambiente que reside a maior densidade e
diversidade destes microrganismos 0s quais, em sua grande maioria, sdo bactérias
(DONALDSON; LEE; MAZMANIAN, 2015; MARCHESI et al., 2015).

Estas bactérias intestinais, por sua vez, formam uma rede ecoldgica simbidtica
com o hospedeiro, ou seja, uma inter-relacdo entre dois organismos em que ha
beneficios para ambos. Estas bactérias consideradas comensais permanecem no
intestino tirando proveito do ambiente e dos nutrientes que por ali passam e, em troca,
ndo oferecem prejuizo ao hospedeiro e podem desempenhar funcdes importantes
gue afetam o metabolismo do hospedeiro (MARCHESI et al., 2015). Elas sédo capazes
de extrair energia e produzir diversos metabdlitos, entre eles os acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), através do processo de fermentacdo (SINGH et al., 2017),
promovem o desenvolvimento e maturagéo do tecido linfoide associado ao intestino
(GALT) e do epitélio intestinal (LEE & MAZMANIAN, 2010), estimulam o controle da
resposta inflamatéria através de endotoxinas, como lipopolissacarideos (LPS), e
produzem bacteriocinas e outros subprodutos que contribuem para a defesa contra
agentes patogénicos (GOLDSZMID & TRINCHIERI, 2012). Além disso, algumas
espécies de bactérias intestinais possuem enzimas que atuam na degradacgéo de
xenobiodticos, na biotransformacao de produtos toxicos e farmacos, na converséo dos
acidos biliares, na absorcéo de polifendis pelas células intestinais e na producéo de
vitaminas e de peptideos antimicrobianos (SOMMER & BACKHED, 2013; RIVIERE

et al., 2016). Estas bactérias também interagem entre si, produzindo substratos que
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podem ser utilizados por outras bactérias, compondo, assim, uma complexa
comunidade (MACFARLANE & MACFARLANE, 1997) (Figura 1).
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Figura 1. Visdo geral do ambiente intestinal colonizado pela microbiota. Formada, em sua maioria,
por bactérias comensais, a microbiota intestinal (MIl) desempenha diversas funcfes que contribuem
para 0 metabolismo do hospedeiro, sendo, principalmente, responsavel pela producao dos acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) e pela defesa contra microrganismos patogénicos. Estes AGCC podem
ser utilizados pela prépria Ml e podem ser transportados para dentro das células intestinais
participando do metabolismo energético destas células. Além disso, estas bactérias também
contribuem para a barreira intestinal, a qual é formada por imunoglobulinas A (IgAs), muco intestinal,
camada epitelial do intestino e jun¢des paracelulares e as células imunoldgicas do tecido linféide
associado ao intestino (GALT) localizadas na lamina propria. Estas células do GALT possuem
comunicacao bidirecional com a Ml através das células M. Além disso, algumas bactérias préximas da
mucosa estimulam a producado de peptideos antimicrobianos (AMPSs) pelas células de Paneth e muco
intestinal pelas células caliciformes. Elas também contribuem na defesa contra patégenos, visto que
0s microrganismos competem entre si pelo espaco e por nutrientes. Legenda: IEC: células do epitélio
intestinal; IEL: linfécitos intraepiteliais. Adaptado de Costa et al. (2018).

As bactérias da Ml sao identificadas a partir de métodos baseados na
subunidade 16S do RNA ribossémico (rRNA) e, a partir do seu sequenciamento,
podem ser classificadas em unidades operacionais taxondmicas (OTUs) (LEPAGE et
al., 2013), como demonstrado na Figura 2. Essas classificagOes sao feitas de acordo

com as semelhancas estruturais e funcionais que as bactérias apresentam entre si.
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Por exemplo, bactérias que fazem parte de um mesmo filo compartilham o mesmo
ancestral em comum, enquanto que bactérias que fazem parte de uma mesma
espécie apresentam 97% de semelhancas entre si, de acordo com suas sequéncias
genéticas baseadas no 16S rRNA (LEPAGE et al., 2013; JOHNSON et al., 2017).
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[ Reino: Bacteria ]
[ Filo: Bacteroidetes ] [ Filo: Firmicutes ]
[ Classe: Bacteroidia ] [ Classe: Clostridia ]
[ Ordem: Bacteroidales ] [ Ordem: Clostridiales ]
Familia: Familia: Familia: Familia: Familia: Familia:
Bacteroidaceae Porphyromonadaceae Prevotellaceae Clostridiaceae Lachnospiraceae Ruminococcaceae
Género: Género: Género: Género: Género: Género:
Bacteroides Parabacteroides Prevotella Clostridium Roseburia Faecalibacterium
Espécie: Espécie: Espécie: Espécie: Espécie: Espécie:
Bacteroides Parabacteroides Prevotella Clostridium Roseburia Faecalibacterium
uniformis gordonii copri perfringens faecis prausnitzii
Espécie: Espécie: Espécie: Espécie: Espécie: Espécie:
Bacteroides Parabacteroides Prevotella Clostridium Roseburia .SpECIe..
L . . e L Faecalibacterium sp.
fragilis distasonis stercorea difficile inulinivorans

Figura 2. Exemplo de classificagdo hierarquica taxondmica do Reino Bacteria. Do maior para 0 menor, em termos de hierarquia, os grupos taxondmicos
sdo: Reino ou Dominio, Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e Espécie. Dentro da espécie é possivel ainda classificar a bactéria em cepa. Informacdes
compiladas dos artigos de Hooper et al (2003), Hold et al (2003), Tremaroli e Backhed (2012) e Bressa et al (2017).
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Os filos mais encontrados na MI humana s&o: Bacteroidetes, Firmicutes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria, Tenericutes e
Cianobacteria. Os filos Bacteroidetes e Firmicutes sdo 0s mais abundantes,
abrangem maior quantidade de grupos de bactérias intestinais e estdo presentes em
guase todas as por¢des do TGlI, inclusive nas fezes, enquanto que 0s outros sao
encontrados em menores propor¢des (ECKBURG et al., 2005; DONALDSON; LEE;
MAZMANIAN, 2015). Além disso, pelo fato de os filos abrangerem vasta gama de
bactérias com diversas fungdes, neles podem conter tanto bactérias comensais como
também patobiontes. Os patobiontes sdo bactérias oportunistas que se aproveitam
de eventuais desequilibrios no ambiente intestinal e podem se tornar potencialmente
patogénicas (MARCHESI et al., 2015).

O filo Bacteroidetes € composto em sua maioria por bactérias gram-negativas
e bactérias que possuem grande afinidade em metabolizar tanto carboidratos
provindos da dieta, quanto glicanos presentes no muco intestinal (JONSHON et al.,
2017). Por conta disso, sdo conhecidas como bactérias sacaroliticas. Essa afinidade
se d& pela presenca das CAZimas (enzimas ativadas por carboidrato), as quais sao
capazes de degradar polissacarideos. Neste filo, a classe Bacteroidia, a ordem
Bacteroidales e as familias Prevotellaceae e Bacteroidaceae sao as mais abundantes
na Ml humana. Fazem parte desse filo os géneros Bacteroides, Prevotella,
Xylanibacter e Porphyromonas (TREMAROLI & BACKHED, 2012; JOHNSON et al.,
2017). Os géneros Bacteroides e Prevotella também contém enzimas envolvidas na
biossintese de vitaminas, como por exemplo, a biotina, riboflavina, o &cido
pantoténico e ascorbico e a tiamina e o folato, respectivamente (ARUMUGAM et al.,
2011). As espécies Bacteroides fragilis, Bacteroides uniformis e Bacteroides
intestinalis sdo comumente encontradas no colon de adultos saudaveis (HOOPER et
al., 2003).

Dentro do filo Firmicutes, a classe Clostridria, a ordem Clostridiales e as
familias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae sdo as mais abundantes. A classe
Clostridia, por exemplo, abrange os clusters IV e XlVa, compostos, principalmente,
por bactérias capazes de produzir butirato (AGCC), tais como, Faecalibacterium,
Eubacterium, Anaerostipes e Roseburia (HOLD et al., 2003; ECKBURG et al., 2005).
Outros géneros comumente encontrados na Ml humana s&o Clostridium,
Streptococcus, Ruminococcus, Blautia, Dorea, Lachospira, Gemmiger, Oscillospira e

Lactobacillus. A espécie Faecalibacterium prausnitzzi vem sendo considerada como
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biomarcador de doencas no intestino, pois estudos demonstraram que ela esta quase
ausente em pacientes com doenca inflamatéria intestinal e doenca de Crohn (SOKOL
et al., 2008; RIVIERE et al., 2016), enquanto que individuos saudaveis apresentaram
maiores proporcoes desta espécie (LE CHATELIER et al., 2013; ALLEN et al., 2017).
O grupo Roseburia-Eubacterium rectale € formado basicamente por bactérias
produtoras de butirato, as quais participam da manutencdo e protecdo do epitélio
colénico (HOLD et al., 2003; WALKER et al., 2005).

O filo Proteobacteria é conhecido por conter enterobactérias, a exemplo da
Escherichia coli e Bilophila wadsworthia, conhecidas por serem bactérias patogénicas
(MARCHESI et al., 2015). O filo Actinobacteria contém espécies de Bifidobacterium,
bactéria que, assim como o Lactobacillus, vem sendo utilizado como probiético por
conta dos seus beneficios a salde do hospedeiro desde o nascimento até a fase
idosa (RIVIERE et al., 2016). A Akkermansia muciniphila é uma espécie de bactéria
gue faz parte do filo Verrucomicrobia. Sua principal funcao é a degradacao de mucina,
importante componente da barreira intestinal, utilizando-a como fonte energética.
Esta bactéria possui efeito protetor sobre a barreira intestinal pois, através desse
processo, ela estimula a producédo de muco pelas células caliciformes (SHIN et al.,
2014). Essa espécie foi encontrada em maior quantidade em individuos fisicamente
treinados (CLARKE et al., 2014; BRESSA et al., 2017; MUNUKKA et al., 2018) e
apresentou associacdo negativa com o colesterol sérico total e LDL em mulheres
obesas (BRAHE et al., 2015).

Além desta diversidade em termos de diferentes familias, géneros e espécies,
h& variedade na proporcéo de bactérias intestinais ao longo do TGI. Esta distribuicao
depende de variacdes fisioldgicas préprias do ambiente intestinal e da disponibilidade
de nutriente (ZHAO et al.,, 2015). O estdbmago, duodeno e jejuno apresentam
caracteristicas que limitam o crescimento e estabelecimento dessas bactérias, tais
como, maior concentracdo de oxigénio, de enzimas digestivas, sais biliares e
peptideos antimicrobianos. Além disso, as bactérias que habitam essas por¢des do
trato gastrointestinal s&o mais competitivas por substratos para producéo de energia
devido ao transito intestinal ser mais acelerado (DONALDSON; LEE; MAZMANIAN,
2015; PEREIRA; BERRY, 2017). Uma vez que essas limitagdes vao reduzindo ao
longo do TGI, juntamente com a reducdo do pH e maior concentracdo de

polissacarideos e fibras, a densidade e diversidade dessa MI aumenta
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gradativamente em dire¢do ao colon (ALDENBERG et al., 2014; DONALDSON; LEE;
MAZMANIAN, 2015) (Figura 3).

A distribuicdo e concentracdo da MI também acontece no eixo horizontal na
direcdo da mucosa intestinal para o [limen (PEREIRA; BERRY et al., 2017). Estudos
gue avaliaram bidpsias de humanos reportaram que a camada de muco intestinal é
rica em bactérias anaerdbias facultativas que utilizam glicanos e peptideos como
fontes de energia, tais como as familias Lachospiraceae, Ruminococcaceae,
Bacteroidaceae e Coriobacteriaceae (OUWERKERK et al., 2013; ALDENBERG et al.,
2014; DE WEIRDT; VAN DE WIELE, 2015; LAVELLE et al., 2015). Aproximadamente
3,9 x 10'3 bactérias residem no col6n do hospedeiro o que, em um homem entre 20
a 30 anos pesando 70kg, pode representar até 2kg do seu peso corporal. Em média,
0,9 x 10! bactérias por grama de fezes Umidas é excretada (SENDER; FUCHS;
MILO, 2016). Por tais motivos, vem sendo reportado na literatura que a amostra de
fezes pode representar o conteido microbiano presente tanto no limen quanto na
mucosa intestinal da porcao distal do TGI de humanos (SERIKOV et al., 2010; ZHAO
et al., 2015) (Figura 3).
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Figura 3. Distribuicdo da microbiota intestinal ao longo do trato gastrointestinal. A figura (A)
ilustra as condic6es ambientais de cada por¢ao do trato gastrointestinal, tais como, pH, concentracéo
de oxigénio, acidos biliares e de peptideos antimicrobianos que determinam as populacbes de
bactérias intestinais que habitam em cada porcdo. A densidade de bactérias aumenta em direcéo ao
célon (nesta figura, as cores correspondem aos filos dominantes em cada regido). Alguns grupos de
bactérias intestinais, a maioria do filo Firmicutes, estdo aderidos a mucosa intestinal ou superficie do
epitélio e consomem o oxigénio fornecido pelo epitélio intestinal, enquanto que outros grupos de
bactérias anaerdbias estritas, a maioria do filo Bacteroidetes, encontram-se em transito no limen
intestinal. A figura (B) ilustra a diferenga em termos de abundancia e diversidade de bactérias, em que
estas particularidades aumentam em dire¢do ao lumen intestinal. O conteldo bacteriano encontrado
nas fezes é, em maioria, composto por bactérias do limen intestinal. Adaptado de Donaldson, Lee,
Mazmanian (2015) e Serikov et al (2010).
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Especula-se que pelo menos um ter¢o dos microrganismos presentes na Ml é
comum entre os seres humanos e compartiham as mesmas funcionalidades,
enquanto que dois tercos da MI séo especificos a cada individuo (LOZUPONE et al.,
2012). Ou seja, esses dois tercos sdo caracteristicos das influéncias causadas por
fatores genéticos e ambientais e pelo estado de saude de cada individuo (QIN et al.,
2010; FALONY et al., 2016). Os fatores que mais afetam a composicao da Ml séo: a
idade, o uso de antibidticos e a localizagdo geogréfica. Esta Ultima envolve costumes
culturais, alimentacao e habitos de vida (ex: atividade fisica) (LOZUPONE et al., 2012;
GUPTA; PAUL; DUTTA, 2017; POWER et al., 2014; VOREADES; KOZIL; WEIR,
2014). Esses fatores podem influenciar tanto a riqueza microbiana, ou seja, a
presenca e abundancia de diferentes espécies bacterianas, como também a
diversidade microbiana, a qual é representada pela variedade bactérias presentes na
MI de um individuo. Ainda, a a-diversidade refere-se a diversidade de espécies em
um grupo de amostras investigadas, enquanto que a [B-diversidade se refere a
diversidade de espécies e suas relacdes filogenéticas que compbe a MI entre
diferentes grupos (HOLMES et al., 2012; LE CHATELIER et al., 2013). Estes indices
de diversidade podem estar associados ao estado de saude do hospedeiro e ha
indicios de que o aumento da riqueza e da diversidade microbiana pode contribuir
para melhores parametros no perfil metabdlico e inflamatério (HOLMES et al., 2012;
LE CHATELIER et al., 2013).
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2.2 Qual a relacéo entre o treinamento fisico e a microbiota intestinal?

O treinamento fisico € amplamente recomendado com o objetivo de promover
beneficios a saude (MONTEIRO & SOBRAL FILHO, 2004). Especialmente o
treinamento fisico aerdbio praticado em intensidade moderada por pelo menos 8
semanas € capaz de promover beneficios ao organismo, causando adaptacdes
positivas no funcionamento dos sistemas e tecidos, principalmente, muscular
(ROBINSON et al., 2015), adiposo (KRAMER; GOODYEAR, 2007; LIU et al., 2015),
metabolismo oxidativo (RADAK et al., 2008), sistema nervoso central e periférico
(DUCLOS; TABARIN, 2016), hormonal (YANG et al., 2014) e cardiorrespiratorio
(MYERS et al., 2015). E capaz de aumentar o consumo maximo de oxigénio
(VO2méax), marcador fisiolégico padrdo-ouro para determinar o condicionamento
fisico, em individuos sedentarios (EDGE; BISHOP; GOODMAN, 2005; MATSUO et
al.,, 2014; FISHER et al., 2015; ROBINSON et al., 2015; MYERS et al., 2015). O
treinamento que promove aumento no VOzméax (ou VOgzpico) implica em melhor
capacidade aerbébia e aptiddo fisica, reduz o risco de desenvolver doencas
cardiometabdlicas, tais como, obesidade, diabetes tipo 2 e hipertensdo, e esta
associado, de forma independente, com a chance de sobreviver em condi¢des de
risco (JOUANNOT, 2001; SILVERMAN, DEUSTER, 2014).

Além disso, individuos fisicamente ativos tendem a possuir melhor perfil
inflamatorio caracterizado por menor circulagdo de citocinas pré-inflamatérias
classicas, tais como, TNF-a, IL-1B e IL-6 com concomitante aumento da IL-10,
reducdo da circulacdo da proteina C reativa (CALDER et al., 2013; LUNDE et al.,
2017), e menor concentracdo no plasma de LPS, endotoxina liberada por bactérias
gram-negativas da Ml (LIRA et al., 2010; CALDER et al., 2013).

Com relagdo ao intestino, o treinamento fisico aerdbio contribui para
adaptacoes do sistema de diversas formas: atenuando processos inflamatorios no
intestino e aumentando a expressado de proteinas de oclusdo, assim, contribuindo
para a barreira intestinal (HOLLAND et al., 2015; CAMPBELL et al., 2016);
estimulando a producdo de IgA (BERMON et al.,, 2015); acelerando o transito
intestinal de modo que reduz o tempo de contato entre substancias toxicas (ex:
amoénia e derivados do enxofre) e a mucosa do coélon (DAINESE et al., 2004); e
atuando sobre o metabolismo dos acidos biliares (WERTHEIM et al., 2009). Além
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disso, é consistentemente reportado que pessoas fisicamente ativas apresentam
menor risco para desenvolver cancer de colon (TANG et al., 1999; LEE et al., 2012),
diverticulites (ALDOORI et al., 1995), colelitiase (LEITZMANN, et al. 1998), doencas
inflamatorias do intestino (JOHANNESSON et al., 2015) e constipacdo cronica
(MESHKINPOUR et al., 1998; COOK et al., 2015).

A influéncia que o treinamento fisico aerébio exerce sobre os 6rgéos e,
especialmente, sobre o intestino levantou hipéteses sobre a relacdo entre o
treinamento fisico e a Ml, pois ambos influenciam o organismo humano por caminhos
semelhantes (Figura 4). Além disso, especula-se que o treinamento fisico aerdbio
pode promover adaptacdes no ambiente intestinal, como mencionado anteriormente,
de tal maneira que modula a composi¢édo da Ml (CERDA et al., 2016; COSTA et al.,
2017).
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Figura 4. Principais meios de interacdo entre o exercicio fisico e a microbiota intestinal.
LEGENDA: HPA: eixo hipotalamico-pituitario-adrenal; AMPK-P: adenosina monofosfato-ativado
proteina quinase fosforilada; AGCC: acidos graxos de cadeia curta; IgA: imunoglobulina A; LPS:
lipolissacarideo presente em bactérias gram-negativas; TRL4: receptor do tipo Toll 4; FXR: receptor X
farnesoide. Adaptado de Cerda et al (2016).
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Matsumoto et al (2008) foram os pioneiros na area de investigacdo entre
exercicio fisico e MI. Os autores demonstraram em modelo animal que o exercicio
fisico aerdbio voluntario em 5 semanas foi capaz de modificar a composi¢cao da Ml
aumentando alguns grupos de bactérias intestinais, especialmente, as bactérias
produtoras de butirato e, consequentemente, aumentando as concentracfes de
butirato no limen e mucosa intestinais destes ratos. A partir desse achado, outros
estudos demonstraram em modelo animal que o treinamento fisico aerdbio provocou
mudancas siginificantes na composicao da Ml e que essas diferencas podem ser
observadas na composicdo das fezes (CHOI et al.,, 2013; PETRIZ et al., 2014;
EVANS; LEPARD; KWAK, 2014).

Os estudos realizados com animais apresentam diversidade de modelos
experimentais, além da associacdo do treinamento fisico com restricdo calorica
(QUEIPO-ORTUNO et al. 2013), dietas ricas em gordura (EVANS; LEPARD; KWAK,
2014; KANG et al., 2014; CAMPBELL et al., 2016; WELLY et al., 2016; DENOU et al.,
2016), dietas ricas em frutose (BATACAN et al., 2017) e modelos de doengas como
diabetes tipo 2 (LAMBERT et al., 2015); obesidade e hipertensdo (PETRIZ et al.,
2014). Além disso, estes estudos variam em termos de tipos de exercicio fisico, como
exercicios realizados voluntariamente (EVANS; LEPARD; KWAK, 2014), exercicios
em intensidade leve (LIT; 40 a 50% VO2max em 4 sessdes de 30 minutos com
descanso de 2h entre as sessfes) (BATACAN et al., 2017) ou moderada (entre 30 a
60 minutos a 60 a 70% do VO2max) (PETRIZ et al., 2014) ou ainda treino intervalado
de alta intensidade (HIIT; 4 sessdes de 2 a 5 minutos a >90% VO2max com descanso
de 2 a 3 minutos entre as sessfes) (DENOU et al., 2016; BATACAN et al., 2017).

Devido a esta variedade de delineamentos, os resultados encontrados em
termos de composicao da Ml também variam e, por vezes, 0s grupos de bactérias
gue aumentam ou diminuem poés-intervencao sao diferentes entre os estudos. Ainda
assim, € possivel observar que o treinamento fisico € capaz de provocar mudancas
especificas na composicdo da MI, as quais ndo sdo observadas nos grupos
sedentarios ou controles.

Em relagdo aos estudos em animais, apés a intervencdo de 8 a 12 semanas
de treinamento fisico aerébio houve aumento significante na proporcao de bactérias
comensais, tais como, da familia Lachnospiraceae, dos géneros Bifidobacterium e
Akkermancia e a espécie Faecalibacterium prauznitzii (MATSUMOTO et al., 2008;
QUEIPO-ORTUNO et al., 2013; EVANS; LEPARD; KWAK, 2014; LAMBERT et al.,
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2015; CAMPBELL et al.,, 2016; BATACAN et al., 2017; LIU et al.,, 2017a). Por
conseguinte, 0 aumento destas bactérias esteve associado, no pos-treinamento, a
concentragdo de AGCC encontrada no limen intestinal e nas fezes (MATSUMOTO
et al., 2008; BATACAN et al., 2017), as concentracdes séricas de leptina e grelina
(QUEIPO-ORTUNO et al., 2013) e & melhora dos parametros de composicéo corporal
e tolerancia a glicose (EVANS; LEPARD; KWAK, 2014; LAMBERT et al., 2015;
CAMPBELL et al., 2016). Além disso, Campbell et al (2016) observaram o mesmo
aumento na abundancia destas bactérias mencionadas e, em paralelo, que o
treinamento fisico aerdbio reduziu a concentracdo de citocinas pro-inflamatorias no
intestino, aumentou a expressao de proteinas de oclusdo no epitélio intestinal e
diminuiu a infiltracdo de moléculas de gordura no epitélio intestinal em comparacéo
aos sedentarios. Também foi observado por alguns autores que, independentemente
do modelo experimental associado, 0os grupos sedentarios e treinados apresentaram
diferencas significantes em relacdo a a- e/ou B-diversidade (EVANS et al. 2014;
PETRIZ et al., 2014; WELLY et al., 2016; DENOU et al., 2016; BATACAN et al., 2017;
LAMOUREX et al., 2017; LIU et al., 2017a) (ANEXO 2 — QUADRO 2).

Em humanos, tais variacbes em termos de delineamento também séo
encontradas e, consequentemente, diferentes resultados sdo observados com
relacdo a presenca, diversidade e abundancia de bactérias intestinais. No entanto,
assim como nos animais, o treinamento fisico aerdébio foi capaz de provocar

mudancas na composicdo da Ml em humanos (QUADRO 1).
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Quadro 1—-Sumario de estudos que investigaram o efeito do treinamento fisico sobre acomposi¢cdo da microbiota intestinal
em humanos.

Referéncia Exercicio/Duracao Populacédo/ Grupos Resultados
1 a-diversidade nos atletas (#) com 1 filo Firmicutes e
Homens (Irlanda): . - _
o |Bacteroidetes, 1 familias Ruminococcaceae e
_ . Atletas (ragbi) X _ _ .
Clarke et al. Sem intervencao; estudo . . Akkermasiaceae e T Akkermansia em comparagao aos
Individuos sedentarios - -
(2014) transversal controles com elevado IMC; 1 familia Prevotellaceae e | familia
pareados por IMC; _ R _ ,
20 Lactobacillaceae e dos géneros Bacteroides e Lactobacillus em
n=
comparacgéo aos controles menor IMC.
Homens e Mulheres Correlacao positiva entre o VO2pico e a-diversidade; 1
) _ . (Canada): bactérias produtoras de butirato (Clostridiales, Roseburia,
Estaki et al. Sem intervencao; estudo . o . _ . _
Reduzido, médio e Lachnospiraceae e Erysipelotrichaceae) e 1 das [butirato] nas
(2016) transversal

elevado VO2pico;
n= 39

fezes de voluntarios com maior VOzpico.

B-diversidade baseada no VOpico = entre 0s grupos.

Karl et al.
(2017)

Treino militar: 51km de travessia
de esqui dividido em 50min de
exercicio e 10min e descanso;

4 dias

Soldados (Noruega):
Controle X PRO X CHO
(todos com EXx, gordura e
fibra = entre os grupos);
n=73

1 a- e B-diversidade apds Ex em todos os grupos; 1 filos
Firmicutes, Actinobacteria e | Bacteroidetes e Proteobacteria e

género Suturella em todos os grupos apos Ex.
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Stewart et al.

Sem intervencao; estudo

Homens (Reino Unido:
Controle X Diabetes tipo 1

(ambos com VOomax >

a- e B- diversidade = entre os grupos; abundéancia das
espécies Faecalibacterium sp., Roseburia sp., Bifidobacterium

(2017) transversal 50ml/kg/min e fisicamente _
, sp. e Bacteroides sp. em ambos 0s grupos.
ativos);
n= 20
Mulheres (Austria):
Yang et al. Sem intervencao; estudo AN x AT x EU x SOB x 1 a-diversidade nas AT em comparagao aos outros grupos; B-
(2017) transversal OB; diversidade # entre os grupos; 1 Coriobacteriaceae em AN.
n= 106
Mulheres (Espanha): a- e B- diversidade = entre os grupos; tendéncia em 1
Bressa et al. 7 dias de avaliagdo da FAF Sed X Fisicamente ativas Firmicutes e |Bacteroidetes no Ex; 1 espécies
(2017) através de acelerdbmetro (EX); Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia hominis, Akkermancia
n=40 muciniphila no Ex; 1 Bacteroides/ Prevotella no Ex.

Petersen et
al. (2017)

Sem intervencgédo; estudo

transversal

Homens e mulheres
(Estados Unidos):
Ciclistas amadores X
Ciclistas profissionais;
n= 33

Carga horaria por semana de Ex esteve positivamente
correlacionada com a abundancia do género Prevotella.
1 espécie Methanobrevibacter smithii em profissionais.
Presenca do género Akkermansia e maior atividade do filo
Frimicutes e géneros Faecalibacterium e Eubacterium em

todos os ciclistas.
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Allen et al.
(2017)

Exercicio aerébio MOD: 30 a
60min na esteira ou bicicleta a
60-75% da frequéncia cardiaca

de reserva,

6 sem de treino (3x/sem) + 6

sem de destreino

Homens e mulheres
(Estados Unidos):
Obesos X Eutroficos
previamente sedentérios;
n= 32

B-diversidade # entre os grupos no basal e = apds treinamento
fisico; a- diversidade = entre 0s grupos;

1 espécies Faecalibacterium spp., Lachnospira spp., Roseburia
spp., Clostridiales spp. e familia Lachnospiraceae nos dois
grupos apos treinamento e | apds destreino, o contrario
aconteceu com as espécies Bacteroides spp. e Rikenella spp.;
1 AGCC nos dois grupos apés treinamento fisico e | apds

destreino apenas nos eutroficos.

Cronin et al.
(2018)

Exercicio aerébio MOD e
resistido: 18 a 32 min de
bicicleta ou esteira + 3 séries de
8 repeticbes cada em 7
diferentes maquinas de
musculagéo (3 de membros
superiores, 3 de membros
inferiores e 1 exercicio de
abominal);

8 sem (3x/sem)

Homens e mulheres
(Irlandia):
Ex X
Ex + Whey X
Whey;
n=54

a e B-diversidade = entre 0s grupos, tendéncia em aumento da
rigueza de espécies nos grupos Ex; ta-diversidade do reino
Archaea no grupo Whey e | no grupo Ex; auséncia de algumas
espécies de virus no grupo Ex em comparagao aos outros

grupos.

Zhao et al.
(2018b)

Estudo transversal;
Prova de meia-maratona
(21.1km)

Corredores homens e
mulheres (China):
Antes X Depois da prova;
n=20

a-diversidade = entre os momentos; 1 filo Actonibacteria,
familia Coriobacteriaceae e géneros Pseudobutyrivibrio,

Coprococcus_2, Collinsella e Mitsuokella.
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Exercicio aerébio MOD: 30 a
60min dividido em 3 a 4

Mulheres

a- diversidade = entre os momentos pré- e pos-Ex; pequeno 1
B-diversidade apds EXx; 1 filo Verrucomicrobia, familias

Munukka et | sessbes de 10min em bicicletas | (Finlandia) com sobrepeso -~ , _ _ ~
o Bifidobacteriaceae e Verrucomicrobiaceae, géneros Dorea e
al. (2018) a 60-75% da frequéncia Sed; ) . ) o i )
) Anaerofilum e espécie Akkermancia muciniphila apés Ex; | filo
cardiaca de reserva,; n=17 _
Proteobacteria.
6 sem (3x/sem)
Estudo cross-over;
_ _ Exercicio aerébio MOD: 30 a 45 Homens (Japao) >60 _ , i i
Taniguchi et _ o a- e B- diversidade = entre 0s momentos pré- e pos-Ex; 1
min em bicicletas a 60 a 70% do anos; R ) ) o o
al. (2018) ] género Oscillospira; | Clostridium difficile
VO,max; n=31

5 sem (3x/sem)

Os resultados explanados neste quadro mostram diferencas significantes entre os grupos (p<0.05). Legenda: n: numero total de
animais/participantes; sem: semana; Ex: Exercicio/Exercitado; Sed: Sedentario/baixo nivel de atividade fisica; km: quildmetros; min: minutos; 1:
aumento; | redugéo; #: diferente (p<0.05); =: semelhante; MOD: exercicio de moderada intensidade calculada a partir do VOzpico ou frequéncia
cardiaca de cada individuo; PI: pos-intervencéo; VOpico: consumo maximo de oxigénio calculado a partir de teste de esforgo progressivo
maximo; IMC: indice de massa corporal; AN: anorexia nervosa; AT: atletas; EU: eutréficas; SOB: sobrepeso; OB: obesas; PRO: suplementado
com proteina; CHO: suplementado com carboidrato; AGCC: acidos graxos de cadeia curta; FAF: frequéncia de atividade fisica.
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Independemente das populacdes avaliadas em cada estudo, o treinamento
fisico aerdbio provocou mudancas significantes na composi¢cdo da Ml e individuos
treinados e nédo treinados apresentaram diferencas significantes (Quadro 1). Além
disso, ha evidéncias de que o treinamento fisico aerobio pode modificar determinados
grupos de bactérias, uma vez que tanto atletas de rugbi (CLARKE et al., 2014) e
ciclistas (PETERSEN et al.,, 2017) quanto mulheres com sobrepeso nao atletas,
porém, fisicamente ativas (BRESSA et al., 2017; MUNUKKA et al.,, 2018),
apresentaram menor proporgao de bactérias do filo Bacteroidetes e maior abundancia
da espécie Akkermansia muciniphila. Assim como em modelos animais, houve
aumento da familia Lachnospiraceae, o qual foi significantemente diferente do grupo
sedentario (ESTAKI et al., 2016; ALLEN et al., 2017). Bressa et al (2017) também
demonstraram que realizar o minimo de atividade fisica recomendado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS - 150 minutos de exercicio fisico durante a
semana) com o objetivo de reduzir o tempo sedentéario ao longo do dia pode contribuir
para mudangas na composi¢ao da Ml em mulheres com sobrepeso.

Associagfes entre o VOzpico e a MI também foram encontradas em estudos
anteriores. Estaki et al (2016) relataram que houve correlagéo positiva entre a a-
diversidade e o VOzpico e entre o VO2zpico e as concentragdes de butirato nas fezes.
Além disso, individuos fisicamente ativos com maior VOzpico apresentaram maior
ativacao das funcbes metabdlicas relacionadas com a biossintese e degradacéo de
macronutrientes (BARTON et al., 2017; MUNUKKA et al.,, 2018). Em especial, a
biossintese de &acidos graxos e do &cido butirico estiveram positivamente
correlacionadas com o VOzpico (ESTAKI et al., 2016; BARTON et al., 2017).

Os estudos apontam para uma mesma direcdo em que a pratica regular de
exercicio fisico provoca muancas sobre a MI, no entanto, permanece pouco
esclarecido acerca do efeito do treinamento fisico sobre a diversidade e abundancia
de bactérias intestinais. Nesse sentido, os diferentes delineamentos experimentais
tem contribuido para os diferentes resultados encontrados na literatura (QUADRO 1).
Por exemplo, estudos tem apontado para efeito do treinamento fisico aerébio sobre
riqueza das espécies Faecalibacterium prausnitzii (BRESSA et al., 2017; ALLEN et
al.,, 2017; STEWART et al.,, 2017; PETERSEN et al., 2017), Bifidobacterium sp.
(STEWART etal., 2017; MUNUKKA et al., 2018) e Roseburia sp. (ESTAKI et al., 2016;
BRESSA etal., 2017; STEWART etal., 2017). Contudo, Allen et al (2017) observaram

gue os géneros Faecalibacterium, Bacteroides e Collinsella aumentaram em
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individuos eutréficos poés-treinamento fisico e reduziram em individuos obesos.
Embora Munukka et al (2018) tenham aplicado um protocolo de treinamento fisico
semelhante ao de Allen et al (2017), os autores observaram alteracdes diferentes de
Allen et al (2017), tais como reducéo significante de géneros do filo Proteobacteria
(MUNUKKA et al., 2018). Cronin et al (2017) ndo observaram mudancas significantes
em nenhum dos niveis taxondmicos dentro do Reino Bacteria do pré para o pos-
intervencgéo de treinamento fisico.

Em termos de a- e [B-diversidade os resultados encontrados ainda sao
controversos, pois algumas mudancas apoés treinamento fisico ou diferencas entre
individuos treinados e ndo treinados podem estar associados a outras variaveis.
Clarke et al (2014), por exemplo, demonstraram que a a-diversidade esteve
correlacionada com a ingestdo de proteinas nos atletas e o percentual de gordura
diferiu significantemente entre os grupos. Allen et al (2017) observaram que a
abundancia das espécies Collinsella spp., Faecalibacterium spp. e Lachnospira spp.
estiveram fortemente associadas a mudancas no IMC. Do mesmo modo, Munukka et
al (2018) observaram esta relacdo com os géneros Bifidobacterium e Dorea.
Alteragcdes da a-diversidade no estudo de Cronin et al (2018) foram mais
pronunciadas no grupo com suplementacdo de Whey (24g de whey protein
concentrado e isolado por dia). Em Bressa et al (2017), mulheres fisicamente ativas
consumiam significantemente mais fibras do que as sedentarias.

Kang et al (2014), Liu et al (2015), Campbell et al (2016) e Estaki et al (2016)
propdem em seus trabalhos a hipotese de que o treinamento fisico afeta a
composi¢édo da Ml independentemente da influéncia da dieta. Ou seja, mesmo sob
influéncia de dietas ricas em gordura, por exemplo, o treinamento fisico aerdbio
provocou mudancas sobre a abundancia de familias e géneros, as quais ndo foram
observadas nos grupos sedentéarios. Porém, especificamente os niveis taxondmicos,
tais como as familias e géneros alterados pos-treinamento fisico diferem entre os
estudos e esta € uma lacuna importante na compreensao do efeito do treinamento
fisico aerdébio sobre a composi¢cao da Ml humana. Além disso, mudangas nos habitos
alimentares ou utilizagdo de suplementos, assim como, mudangas de composi¢éo
corporal durante o periodo de intervencéo podem mascarar os efeitos do treinamento
fisico sobre a Ml (ALLEN et al., 2017; CRONIN et al., 2018).
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3. JUSTIFICATIVA

Como exposto anteriormente, o exercicio fisico aerobio pode modificar a
composicdo da MI. No entanto, pouco se sabe sobre as principais mudancas apos
intervencdo de treinamento fisico aerébio com intensidade, duracdo e frequéncia
controladas, pois os estudos publicados até o presente momento divergem em
delineamento experimental e resultados encontrados. Grande parte das discussdes
provém de estudos em modelo animal, sendo que estes modelos também possuem
associacdo com intervencbes de dietas e/ou doencas (PETRIZ et al.,, 2014;
CAMPBELL et al., 2016). A extrapolacao destes estudos para humanos € limitada e
nem sempre possivel, uma vez que sédo organismos diferentes em termos de fisiologia
e controle de fatores ambientais (NGUYEN et al., 2015).

Em humanos, os estudos transversais impossibilitam sugerir o treinamento
fisico apenas como causa (CLARKE et al., 2014; ESTAKI et al., 2016; BRESSA et al.,
2017; STEWART et al., 2017; PETERSEN et al., 2017). Os poucos estudos com
intervengdo de treinamento fisico estiveram associados a condi¢cdes de obesidade
(ALLEN et al., 2017; MUNUKKA et al., 2018) ou suplementacé&o nutricional (KARL et
al., 2017; CRONIN et al., 2018) dificultando isolar o efeito do treinamento fisico destas
outras variaveis. Vale salientar que estes estudos ndo apresentaram grupo controle
(ALLEN et al., 2017; CRONIN et al., 2018; ZHAO et al., 2018b; MUNUKKA et al.,
2018). Devido a variabilidade microbiana que existe entre pessoas e entre momentos
de coleta (FALONY et al., 2016), além dos fatores ambientais apresentados nos
topicos anteriores, como IMC e habitos alimentares, um grupo controle semelhante,
porém sem intervengdo de exercicio torna-se necessario para melhor controle das
variaveis de influéncia.

Por fim, a localizacao geogréafica também é fator de influéncia sobre a Ml e ndo
h& estudos com a populacéo brasileira avaliando o efeito do treinamento fisico aerébio
moderado em humanos em um delineamento controlado para variaveis de influéncia,
tais como, doencas, sexo, idade, dieta, IMC e parametros de composic¢éo corporal ao
longo do periodo de intervencdo. Portanto, o presente estudo se faz necessario em

meio a estas davidas pertinentes na area de exercicio fisico e Ml.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar se 10 semanas de treinamento fisico aerdbio realizado de forma
continua, em intensidade moderada e controlada promove alteragcdo sobre a

composicdo da microbiota intestinal em homens adultos jovens e sedentarios.

4.2 Objetivos especificos:

1) Verificar se o programa de treinamento fisico proposto provocou diferencas
entre 0os grupos controle e treino e entre 0S momentos pré- e pos-intervengdo com
relacéo a:

o 0a- e B-diversidade;
o Abundancia de grupos taxondmicos presentes nas amostras

sequenciadas.

2) Verificar nos diferentes grupos se ha associacao entre os parametros de
diversidade e/ou abundéancia dos grupos taxondémicos e:
e O consumo pico de oxigénio (VO2pico);
e Parametros de composicédo corporal (IMC, percentual de gordura e
percentual de massa magra);
e As concentracdes de marcadores metabolicos (HDL-c, LDL-c, colesterol
total, triglicérides e glicemia de jejum);

¢ A energia total, nutrientes da dieta e grupos alimentares.
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5. CASUISTICA E METODOS

5.1 Selecéao dos participantes

Foram recrutados homens que cumprissem 0s seguintes critérios de incluséo:
1) ser insuficientemente ativo (<150 minutos de exercicio fisico por semana) e nao
estar engajado em nenhum programa de treinamento fisico regular ha pelo menos
seis meses, 2) ter entre 18 a 40 anos de idade e 3) néo ter utilizado antibioticos ou
laxantes nos dltimos seis meses.

Foram excluidos do estudo aqueles que: 1) apresentaram IMC menor que 18,5
ou maior que 29,9kg/m2, 2) fizeram uso de antibiético durante o periodo da
intervencao do estudo, 3) eram veganos ou que estavam seguindo algum tipo de dieta
restritiva, 4) fumavam tabaco ou ingeriam bebidas alcoolicas com frequéncia acima
de trés vezes por semana (BRASIL, 2007); 5) apresentaram alguma das seguintes
condicBes: alteracdo cardiometabdlica, alteracdo anatdomica referente ao trato
gastrointestinal, intolerancia ou alergia a algum alimento ou quaisquer doencas
metabdlicas, neuroldgicas ou intestinais, 6) apresentaram histéria passada de
doencas (cancer, doencas inflamatérias do trato gastrointestinal ou do figado) ou que
ja foram alcoolatras, 7) apresentaram incapacidade e/ou qualquer outra intercorréncia
clinica que impedisse a pratica de exercicio fisico e 8) ndo tinham disponibilidade de

tempo para participar dos treinos e das coletas.

5.2 Fluxograma de recrutamento

A pesquisa foi amplamente divulgada por e-mail, redes sociais e nos arredores
da Universidade de Sao Paulo. O recrutamento dos voluntarios foi dividido em trés
blocos, respectivamente acontecendo no segundo semestre de 2016, no primeiro e
no segundo semestre de 2017. No primeiro bloco foram recrutados 20 voluntarios, no
segundo foram 18 e no terceiro foram 21 voluntarios, 0s quais apresentavam

interesse em patrticipar do projeto e estavam de acordo com os critérios de inclusao.



42

De cada bloco, respectivamente, foram excluidos 10, 8 e 13 voluntarios de acordo
com os critérios de exclusdo. Sendo assim, ao todo foram recrutados 59 e excluidos
31 voluntarios (Figura 10). A grande maioria (80,6%) dos que foram excluidos teve
como principal motivo apresentar IMC maior que 30kg/m? (obesidade grau 1), um
voluntério reportou tomar remédio para tratamento de hipotireoidismo, dois desistiram
de participar por néo terem disponibilidade de tempo para participar do projeto e trés
tinham habito de fumar cigarros diariamente.

Portanto, 28 voluntarios seguiram para realizar a primeira coleta de dados e,
em seguida, para alocacdo nos grupos intervencdo. Destes 28 voluntarios, 24
completaram as 10 semanas de intervencao e as coletas finais. Em ambos os grupos,
0 motivo foi desisténcia por motivos pessoais nao relacionados com a intervencéo
(Figura 5).

[ Recrutamento ]

[ Avaliacdo para Critérios de Elegibilidade (n=59) ]

Excluidos (n=31)
* Pelos critérios de exclusdo (n=29)
* Indisponibilidade na agenda (n=2)

[ Coleta Inicial e Alocagdo dos Grupos (n = 28) ]
|

Grupo Intervengao (n=14) Grupo Controle (n=14)

* Excluidos por desisténcia (n=2) * Excluidos por desisténcia (n=2)

« Completaram todas as etapas do = Completaram todas as etapas do
projeto (n=12) projeto (n=12)

Figura 5. Fluxograma de recrutamento dos participantes do projeto de pesquisa.
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5.3 Consideracdes éticas

Antes do inicio do estudo, os individuos foram informados via e-mail e
pessoalmente sobre todos os objetivos do estudo e os procedimentos a serem
realizados. Em seguida, caso concordassem em participar, eles deveriam preencher
e assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), onde constava a
proposta, interesses e procedimentos do projeto. O presente trabalho encontra-se
atualmente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Escola de Educacio
Fisica e Esporte da Universidade de Sao Paulo (CAEE 44600215.2.0000.5391 —
documento estd anexado no final deste manuscrito). O projeto esta registrado no
Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (UTN: U1111-1186-9182).

5.4 Local e duracéo do estudo

Todos os procedimentos aconteceram nas dependéncias da Escola de
Educacéo Fisica e Esporte da USP (EEFE-USP). As aplicacbes dos questionarios,
avaliacado da composicéo corporal e coleta de sangue foram realizadas no LABNUTRI
(Laboratério de Nutricdo e Metabolismo Aplicados a Atividade Motora da EEFE-USP)
sob supervisdo do prof. Dr. Antonio Herbert Lancha Jr. Os testes de esforco
progressivo maximo foram gentilmente conduzidos no LaDESP (Laborat6rio de
Determinantes Energéticos do Desempenho Esportivo), o qual é supervisionado pelo
prof. Dr. Rdmulo Cassio de Moraes Bertuzzi. As sessbes de exercicio foram
realizadas nas bicicletas disponibilizadas gentilimente pelo INCOR (Instituto do
Coracao), as quais estao sob supervisédo do prof. Dr. Carlos Eduardo Negréo.

As coletas de dados tiveram duracdo de 12 semanas ao todo para cada
voluntario, sendo uma semana de coletas pré-intervencdo, 10 semanas de
intervencdo e uma semana de coletas pos-intervencado (Figura 6). Contabilizando-se
do inicio do recrutamento dos participantes a elaboracdo do manuscrito final, o

presente projeto teve duragdo de, aproximadamente, seis semestres.
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5.5 Delineamento do estudo

Os voluntarios que aceitaram participar da pesquisa foram recrutados para
uma primeira entrevista em que foi entregue o TCLE e foram aplicados os seguintes
guestionarios: 1) questionario de perfil para caracterizacdo dos sujeitos contendo os
critérios de inclusé@o e informacdes gerais (ANEXO 1); 2) questionario de frequéncia
alimentar (QFA) ELSA-BRAZIL (MOLINA et al., 2013), 3) questionario para quantificar
a atividade fisica realizada diariamente, conhecido como IPAQ (HAGSTROMER,;
0JA; SJIOTROM, 2006) e 4) questionario de prontid&do para atividade fisica, conhecido
como PAR-Q (WILLIFORD & OLSON, 2011). Estes trés ultimos questionarios citados
sdo reconhecidos na literatura e validados para a populacéo brasileira (MOLINA et
al., 2013; MATSUDO et al., 2001; LUZ & FARINATTI et al., 2005).

Apoés a aplicacdo dos questionarios, foi realizada coleta de sangue em jejum
de 12 horas e, em seguida, avaliagdo antropométrica (peso e altura) e de composicdo
corporal por pletismografia gasosa. Neste encontro os voluntarios também receberam
kit para a coleta de fezes, assim como orientacdes para realizar esta coleta e para
anotar informacdes sobre sua alimentacdo nas 48 horas antecedentes a entrega da
amostra de fezes (Figura 6). Ao final deste primeiro encontro, foi oferecido um lanche
padrao composto por algumas bolachas sem recheio e dois copos de 200ml de suco.

Uma nova visita ao laboratério aconteceu em até dois dias ap0s o primeiro
encontro para que os voluntarios trouxessem até o laboratério a amostra de fezes
(detalhado no tépico 5.8) e para a realizacéo do teste de esfor¢o progressivo maximo,
especificamente nesta ordem. Antes do teste, os voluntarios também responderam
recordatorio alimentar de 48 horas aplicado pela nutricionista e pesquisadora
responsavel pelo projeto. Logo apés, os individuos realizaram teste ergoespirométrico
em cicloergbmetro para avaliacdo da capacidade fisica (tempo até a exaustdo e
poténcia pico), da capacidade aer6bia maxima (consumo pico de oxigénio - VO2pico)
(MATSUO et al., 2014) e para prescrigao individualizada da intensidade de exercicio
ao longo das sessdes de treinamento (Figura 6).

Apos as avaliagdes pré-intervencéo, os voluntarios recrutados foram pareados
pelo VOzpico e, paralelamente, foram designados de forma randomizada para um dos
dois grupos: 1) Controle (GC - n=12) ou 2) Treino (GT - n = 12). Dentro de no maximo

cinco dias apds essas coletas, os individuos do GT iniciaram o programa de
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treinamento fisico com duracdo de 10 semanas, sendo trés sessdes de treino por
semana (segunda-, quarta- e sexta-feira), conferindo 30 sessdes de treino no total,
enquanto que o GC nao passou pela intervencéo. Os voluntarios de ambos 0s grupos
foram igualmente orientados a manter sua rotina diaria e consumo alimentar
semelhante ao longo dessas 10 semanas e avisar a pesquisadora responsavel em
caso de tomar algum medicamento ou mudar bruscamente sua rotina. Essas
orientagBes foram reforgcadas ao longo da intervencdo. Além disso, foi solicitado a
todos os voluntarios o preenchimento de registro alimentar de trés dias na semana
cinco para posteriores analises acerca dos habitos alimentares (Figura 6).

Apos as 10 semanas de intervencéo, ambos os grupos foram convocados para
a coleta final. Esta coleta compreendeu os mesmos procedimentos, ordem de
avaliacdo e horéarios dos primeiros encontros em relacdo as coletas de amostras
biologicas (fezes e sangue), avaliacdo antropométrica e de composi¢ao corporal e
teste de esforco progressivo maximo. Para os voluntarios do GT, a coleta final
acontenceu 48 horas apos a Ultima sesséo de treino a fim de evitar detectar alteragcbes
causadas pelo efeito agudo do exercicio fisico. Os voluntarios de ambos 0s grupos
também receberam uma dieta para os mesmos seguirem nos dois dias antecedentes
a coleta de fezes. No ultimo encontro foi aplicado novamente o recordatorio de 48
horas para confirmar tal consumo alimentar (Figura 6). Esta dieta entregue era o
mesmo recordatorio alimentar de 48 horas aplicado na coleta pré-intervencéo.

Vale salientar que todos os sujeitos foram orientados a manter sua ingestao
dietética habitual e sem consumo de &lcool 24 horas antes de todas as coletas acima
mencionadas, além de ndo ingerir café ou outras fontes de cafeina antes do teste de
esforco progressivo maximo a fim de nédo influenciar em seu desempenho e na
amostra de fezes. Estas orientacdes foram repassadas sempre antes das coletas pré-

e poés-intervencado com o objetivo de padronizar as mesmas condicdes de coleta.
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Figura 6. Delineamento do estudo. A primeira e a décima segunda semana correspondem as
semanas de coletas, enquanto que a intervencao do treinamento fisico aconteceu entre a segunda e
a décima primeira semana. Na quinta semana foi aplicado o registro alimentar de 3 dias.

5.6 Avaliacdo da composicéo corporal

Para afericdo do peso e altura dos participantes foram utilizados balanca e
estadibmetro na posicdo em pé, respecitvamente. Estas medidas foram utilizadas no

célculo do indice de massa corporal (IMC) utilizando a seguinte formula:

IMC = peso (kg) / alturaz (m)

A composicdo corporal, especialmente o volume corporal e o percentual de

gordura, foi mensurado por meio da pletismografia gasosa de corpo inteiro (air

displacement plethysmography, BOD POD® body composition system; Life
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Measurement Instruments, Concord, CA, USA) (FIELDS & GORAN, 2000; FIELDS;
HIGGINS; HUNTER, 2004) (Figura 7). Antes das avaliacdes, o aparelho foi calibrado
utilizando-se um cilindro com volume conhecido (50.173L) seguindo as orientagdes
do manual. A balancga, utilizada para obter o peso corporal, é acoplada ao aparelho e
também foi calibrada antes de cada teste utilizando-se peso referencial conhecido de
20kg. Apos esta calibracéo, os voluntarios foram avaliados usando sunga e touca de
natacdo. Orientou-se também que o0s voluntarios reitrassem Oculos ou objetos
metélicos como brincos, anéis, correntes, reldgios e piercings. O voluntario realizou
esse teste em jejum de agua e comida por pelo menos trés horas.

O processo de avaliacdo seguiu as intrugdes do fabricante. Primeiramente, 0s
dados do voluntario foram incluidos no software do equipamento. Em seguida,
realizou-se a pré-calibracao exigida pelo equipamento e, logo apds, o avaliado foi
pesado na balanca acoplada ao aparelho, a qual possui sensibilidade de trés casas
decimais. Em seguida, o voluntario foi orientado a entrar no aparelho, ficar sentado,
respirando normalmente e permanecer parado durante a avaliacdo. Cada teste durou
em media quatro minutos.

O método de avaliagdo da composicdo corporal pela pletismografia gasosa
baseia-se nos dados inseridos no software, no volume ocupado pelo voluntério dentro
do aparelho e no volume residual pulmonar. O equipamento informa o volume
corporal verificado pela diferenca entre o volume inicial da camara vazia e o volume
com o sujeito sentado dentro da camara. A partir disso e dos dados inseridos no
software, tais como data de nascimento, altura, raca e sexo, o aparelho calcula a
densidade corporal. Para estimar a composi¢ao corporal (massa gorda e massa livre
de gordura) a partir da densidade corporal, o software baseia-se na equacéo de Siri
(1961) (BIESEK; ALVES; GUERRA, 2015).
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Figura 7. Avaliacdo da composicdo corporal utilizando o método de pletismografia gasosa.

5.7 Avaliacéo da dieta

A fim de avaliar o consumo energético, de macronutrientes (carboidratos,
proteinas, lipideos), colesterol, fibras e grupos alimentares mais consumidos foram
aplicados os seguintes questionarios: QFA ELSA-BRAZIL (MOLINA et al., 2013),
recordatorio de 48 horas e registro alimentar de trés dias ndo consecutivos (sendo
dois dias da semana e um dia do fim de semana) (Figura 6).

O questionario de frequéncia alimentar (QFA) é utilizado com o objetivo de
avaliar a frequéncia média de ingestdo de determinados alimentos nos ultimos 12
meses. Dentre os métodos de avaliacdo nutricional e rastreamento de habitos
alimentares, o QFA ELSA-BRAZIL apresenta-se com destaque, visto que 0 mesmo
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contem alimentos das cinco regides brasileiras, foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar o efeito de fatores nutricionais para o desenvolvimento da obesidade e
doengas crbnicas ndo transmissiveis e apresentou boa correlacdo para
macronutrientes e micronutrientes (MOLINA et al., 2013). Além disso, foram aplicados
também dois recordatérios de 24 horas em dias seguidos nas coletas pré- e pos-
intervencdo com o objetivo de avaliar o consumo de energia, macronutrientes,
colesterol e fibras nas 48 horas antencedentes a entrega da coleta de fezes. Tanto o
QFA quanto os recordatérios de 24 horas foram aplicados por nutricionista e ambos
ja foram utilizados em estudos que avaliaram a Ml ou seus substratos (CLARKE et
al., 2014; YANG & ROSE, 2014; SOUZA et al., 2015).

O registro alimentar foi entregue aos voluntarios de ambos os grupos durante
o periodo de intervencgdo (quinta semana) para preencherem em casa. Este registro
foi utilizado, sobretudo, para avaliar o padrao alimentar quantitativo dos voluntarios,
ou seja, se eles estdo mantendo rotina alimentar constante ao longo das 10 semanas.
Os voluntarios foram orientados a preencher cada parte do registro,
preferencialmente, logo apds as refeicdes e eles receberam instrucdes e ilustracdes
de alimentos com o intuito de ajudar a preencher o diario alimentar da melhor forma
possivel.

Todos os dados obtidos para andlise de dieta foram tabulados no software
AvaNutri™ (Rio de Janeiro, Brasil), o qual utiliza as tabelas brasileiras de composicdo
nutricional como base de dados para o céalculo de nutrientes (PHILIPPI, 2002; NEPA,
2011).

5.8 Amostras de fezes

Na primeira entrevista, os voluntarios receberam kit para coleta das fezes
contendo um coletor de fezes de 50ml, espatula e um revestimento de assento
sanitario que permite fazer a coleta sentado em posicéo fisiolégica (ColOFF®, Séo
Paulo, Brasil). Todo o kit € lacrado e esterelizado para a coleta. Além disso, foram
entregues um par de luvas descartaveis para usar no momento da coleta e um isopor

para conservar a amostra no momento do transporte até o laboratério.
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Junto com o kit, os voluntarios receberam as seguintes instruc¢des: o individuo
deve defecar no revestimento de assento sanitario que vem junto com o coletor e,
usando a luva, deve colocar parte das fezes dentro do coletor utilizando a colher
esterelizada que vem dentro do kit. Em seguida, o voluntario deve tampar o coletor,
colocéa-lo dentro do isopor e armazena-lo em congelador até o momento de levar até
o laboratério. O transporte destas amostras de fezes até o laboratorio foi realizado
dentro deste isopor contendo gelo em cima, a fim de preservar a integridade do
material. Para todos os voluntarios, o tempo entre a coleta em casa e a entrega desta
amostra de fezes congelada até laboratorio respeitou o limite de 24 horas (WU et al.,
2010).

Assim que as amostras de fezes foram entregues no laboratério, elas foram
alicotadas dentro da Capela de Fluxo Laminar (Veco do Brasil, Campinas, Brasil).
Cinco aliquotas de 300mg da amostra de fezes foram feitas em microtubos. Cada
aliquota foi composta de partes diferentes da prépria amostra de fezes, de preferéncia
das porcdes mais internas. Em seguida, as aliquotas foram armazenadas em freezer

-80°C para posteriores analises (WU et al., 2010).

5.9 Avaliacéo da capacidade fisica e do consumo pico de oxigénio

O questionario de prontiddo para atividade fisica, conhecido como PAR-Q e
recomendado pelo Colégio Americano de Medicina Esportiva (WILLIFORD & OLSON,
2011), foi aplicado na primeira consulta com o voluntario previamente ao teste de
esforco progressivo maximo a fim de excluir quaisquer condicdes fisiologicas e
metabdlicas que pudesse representar risco para o teste e para o periodo de
treinamento fisico (Figura 6).

O VO2max representa a maior medida de consumo de oxigénio por unidade de
tempo. Por se tratar de individuos sedentarios foi optado utilizar a denominacao
VOzpico, visto que eles dificiimente atingem o platdé (VO2max) no teste de esforco
progressivo maximo (WAGNER, 2000). A fim de determinar a capacidade fisica e o
VOzpico (ml/kg/min) cada participante foi submetido, antes e apos o periodo de 10

semanas de intervencao, ao teste de esfor¢o progressivo com incrementos de carga
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até a exaustdo. O teste foi realizado em cicloergbmetro Wingate de membros
inferiores (Biotec 2100, Cefise, Nova Odessa, Brasil) porque a intervencdo de
treinamento fisico seria realizada em bicicletas ergométricas. Antes do inicio do teste,
a posicao dos participantes no ergbmetro (altura do banco, altura do guidéo, encaixe
dos pés e distancia do banco ao guidao) foi ajustada de forma individual e esses
ajustes foram anotados para repetir na coleta final (Figura 8). Também foram

repassados, nesse momento, todos os procedimentos do teste.

Figura 8. Teste de esfor¢o progressivo méaximo realizado por voluntério do estudo.

Ainda antes de iniciar o teste, o individuo permaneceu sentado e parado por 5
minutos a fim de obter sua frequéncia cardiaca de repouso e para o estabelecimento
da linha de base do consumo de oxigénio (Figura 8). Em seguida, o teste comecgou
com aquecimento de trés minutos com carga minima da prépria balanca de 250g, a

gual é equivalente a 20 watts (W). Apds o aquecimento, a carga de trabalho foi fixada
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em 50W e os voluntarios eram instruidos a manter o ritmo de 60 rota¢cdées por minuto
(rpm), equivalente a 19 e 20km/h de acordo com o velocimetro acoplado no
cicloergometro. A cada minuto do teste houve incremento de carga equivalente a 25W
e estes incrementos seriam realizados até o fim do teste. Logo apds cada incremento
foi aplicada a escala de percepcao subjetiva de esforco de Borg (de 6 a 20). Esta
ferramenta contribuiu para indicativos do esfor¢co do individuo ao longo do teste
podendo variar de esforco muito leve (6), dificil (13-15) até extremamente dificil ou
esforco méaximo (20) (BORG, 1982). O teste seria interrompido seguindo alguns
critérios: quando a cadéncia do pedal reduzisse para baixo de 60rpm por pelo menos
cinco segundos, sem possibilidade de retorno; ou quando o voluntario atingisse o
platé no consumo de oxigénio observado através do grafico do computador; ou ainda
se o sujeito voluntariamente parasse de pedalar por ndo conseguir manter o esfor¢o
por mais tempo.

A capacidade fisica foi caracterizada com a mensuracdo de algumas das
principais variaveis captadas no teste de esfor¢co progressivo maximo, tais como, o
tempo até a exaustdo e a poténcia mais alta alcancada no teste (Wpico). Durante o
teste, os sujeitos eram estimulados, através de encorajamento verbal, a manter a
poténcia adequada para cada estagio e conforme eles se aproximassem da exaustao.
Os testes foram monitorados pela pesquisadora responsavel com auxilio da
professora de educacéo fisica e doutoranda Geovana Silva Fogaca Leite em todos
os testes, a fim de garantir o0 meso estimulo durante o esforco para todos os
voluntarios e em ambos 0os momentos de coleta pré- e pds-intervencao. Ao final do
teste, os voluntarios pedalaram por mais quatro minutos com carga minina (2509)
como desaquecimento. Este protocolo foi adapatado a partir dos trabalhos realizados
por Estaki et al (2016) e Matsuo et al (2014) e baseou-se nas orientacdes do livro
elaborado pelos autores Lancha e Lancha Jr (2016).

Durante o teste, a ventilagéo foi avaliada através do analisador de gases Cortex
(MetaLyzer® 3B), o qual era calibrado sempre antes de cada teste. Para determinar
o0 consumo de oxigénio foram utilizados os valores encontrados para o volume de
gases inspirados e expirados (O2 e CO2) em cada estagio do teste por espirometria
de circuito aberto (Vacumed Gold). A ventilacao foi registrada a cada ciclo respiratorio
usando um ventildmetro com turbina devidamente calibrada. A frequéncia cardiaca
foi registrada por frequéncimetro (Polar, Kempele, Finlandia) no repouso inicial, a

cada estégio do teste e no 1°, 2° e 4° minuto de recuperacao apos o teste de esforco
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progressivo maximo. Através desse protocolo pdde-se determinar a frequéncia
cardiaca correspondente a cada estagio do teste, a frequéncia cardiaca pico, a razéo
de trocas respiratérias (RER), a Wpico e o VOgzpico. Estes trés ultimos foram
determinados como a média dos 20 segundos finais do teste, os quais foram obtidos
através de planilha de excel salva pelo software do equipamento ao final do teste
(MATSUO et al., 2014).

Outros parametros, entre eles os limiares ventilatorios, também foram
observados a partir da analise dos gases Oz e COz2 realizado junto ao teste de esforgo
progressivo maximo. Apos o teste de esforco progressivo maximo foi gerada um
grafico, como demonstrado na figura 9 e uma planilha de Excel contendo dados do
teste. Com o inicio do exercicio, a ventilacdo pulmonar (VE), a qual representa as
trocas de ar atravées da inspiracdo e expiracdo, comeca aumentando
progressivamente em paralelo com o aumento do consumo de oxigénio (VO2). O
primeiro limiar (LV1), também conhecido como limiar aerdbio, é identificado quando
h& um aumento néo linear do equivalente ventilatdrio para oxigénio (VE/VO2) na curva
ventilatéria com uma manuntecdo do volume de didéxido de carbono produzido
(VE/VCO2). Nesse momento, acontece o primeiro grande aumento da frequéncia
cardiaca e coincide com os valores 13 a 15 da escala de percepcao subjetiva de
esforco de Borg. Além disso, a pressdo expirada de oxigénio (PETO2) e a fracdo
expirada de oxigénio (FEO2) diminuem transitoriamente entre o inicio do exercicio até
atingir o LV1. O segundo limiar (LV2), conhecido como limiar anaerdbio, acontece
guando hd um aumento néo linear da VE/VCO.. Este é 0 momento em que acontece
0 ponto de compensacao respiratéria junto com uma hiperventilacdo desproporcional
a eliminacdo de CO:2 e a razdo das trocas respiratorias € maior que um (RER>1).
Além disso, observa-se que a pressao expirada de didxido de carbono (PETCO2) e a
fracdo expirada de diéxido de carbono (FECO:2) atinge um valor méaximo,
caracterizando o LV2, podendo diminuir em seguida (BENTLEY; NEWELL; BISHOP,
2007; LANCHA; LANCHA JR, 2016). Esse momento coincide com os valores 16 a 18
na escala de Borg (SILVA; DERESZ; LIMA, 2006), chegando proximo do esforco
maximo, uma vez que ha uma diminui¢cdo do pH sanguineo de forma que o corpo nao
consegue tamponar e o individuo ndo consegue manter 0 exercicio por muito mais
tempo. Entre o LV1 e LV2, a ventilacdo pulmonar (VE), observada em litros por
minuto, aumenta paralelamente com o VO2. No LV2, a VE passa a aumentar
desproporcionalmente ao VO2 (BORG, 1982; SILVA; DERESZ; LIMA, 2006).
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Figura 9. Gréfico produzido por analisador de gases em teste de esfor¢o progressivo maximo.
Legenda: VO2: Consumo de oxigénio; VE/VO2: equivalente ventilatério para o oxigénio; VE/VCOz2:
equivalente ventilatério de dioxido de carbono produzido; LV1: primeiro limiar ventilatorio; LV2:

segundo limiar ventilatorio.

Vale salientar que antes do teste de esfor¢o progressivo maximo e dos treinos,
os voluntarios foram familiarizados com as bicicletas ergométricas. Essa
familiarizacdo refere-se a explicar detalhadamente como o teste e os treinos

aconteceriam e os procedimentos basicos para utilizar a bicicleta com seguranca.
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5.10 Treinamento fisico

Entre trés a cinco dias apds o teste ergoespirométrico inicial, os voluntérios
iniciaram o programa de treinamento fisico. A intervencdo teve duracdo de 10
semanas, com treinos acontecendo trés vezes por semana (preferencialmente as
segundas-, quartas- e sextas-feiras consecutivas, de forma que eles tenham pelo
menos 36 horas de descanso) e cumprindo um total de 30 sessdes de treino.

As sessodes de treino foram realizadas em bicicletas ergométricas (Bycicle 2600
Eletromagnetic Moviment) com o seguinte protocolo: cinco minutos de aquecimento
com carga de trabalho de 30W, seguindo para 40 minutos de exercicio continuo
mantendo cadéncia em torno de 60 a 70 rpm durante o exercicio e intensidade
equivalente a 60-65% do VOgzpico. Em seguida, o treino foi finalizado com
desaquecimento de cinco minutos com a carga de trabalho incial de 30W (MATSUO
et al., 2014). Cada sessédo de treino teve duracdo de 50 minutos, totalizando 150
minutos semanais de exercicio fisico aerobio realizado em intensidade moderada,
seguindo as recomendacdes de saude do Colégio Americando de Medicina Esportiva
(HASKELL et al., 2007) e da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2010) (Figura
10).
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Figura 10. Sessao de treinamento fisico realizado por alguns voluntarios do estudo.

A intensidade moderada do exercicio fisico foi determinada de forma
individualizada a partir dos resultados obtidos no teste de esforco progressivo
maximo, entre eles VO2pico e o LV1. Os valores de poténcia (watts) e da frequéncia
cardiaca (batimentos por minuto) que se encaixaram na faixa entre 60 a 65% do
VOgzpico de cada voluntario também foram identificados e estes valores foram
utilizados para planejar as sessdes de treino e a fim de auxiliarem no monitoramento
da intensidade ao longo das sessfes de treinamento. Além disso, a cada 3 sessdes
de treino eram aplicados questionarios de percepcédo de esforco e de recuperacao
com escala de 0 a 10, a fim de contribuir nos ajustes necessarios da intensidade do
treinamento. Para avaliar o esforco, a escala foi aplicada 20 minutos apos a sessao
de treino e, para avaliar recuperacao, foi aplicada logo antes da seguinte sesséo de
treino comecar.

Visto que os voluntarios ndo praticavam qualquer atividade fisica estruturada
e planejada ha mais de 6 meses, eles comecaram as primeiras sessdes de treinos
com carga mais leve referente a 60% do VO2pico. Ao longo das 10 semanas de treino
foram incrementadas cargas na bicicleta com o objetivo de aumentar a poténcia, a



57

fim de manté-los sempre trabalhando em intensidade moderada. A frequéncia
cardiaca foi monitorada em todas as sessdes de treino por frequéncimetro (Polar,
Kempele, Finlandia) e foi registrada nos primeiros cinco minutos, 25° minuto e nos
cinco minutos finais do treino. Todos os voluntarios realizaram as sessodes de treino
no periodo da tarde ou inicio da noite. Também foi orientado que os voluntarios do
GT se alimentassem entre duas e quatro horas antes do treino para evitar qualquer

desconforto durante a sessao de treino.

5.11 Andlises de perfil lipidico e glicémico

Para as coletas de sangue, os individuos foram orientados a jejuar nas 12
horas antecedentes a coleta. Foram coletados 8ml de sangue de cada voluntario por
puncéo venosa, sendo que 4ml foi coletado em tubo com anticoagulante KsEDTA
(Vacuette®) para analise de colesterol total, HDL-c, LDL-c e triglicérides em plasma
e 4 ml em tubo contendo Fluoreto de sddio e EDTA (Vacuette®) para analise de
glicose em jejum. Os tubos ficaram em isopor com gelo até o fim da coleta.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas (Universal 32R, Hettich,
Buckinghamshire, England) a 3000 rpm por 10 min a 4° C para a separagédo do
plasma. Uma vez separado, o plasma foi alicotado e armazenado em freezer a -80°C
até a analise. Para dosar a glicose de jejum, colesterol total, HDL-c, LDL-c e
triglicérides foi empregado o método enzimético colorimétrico utilizando-se os kits
especificos para cada (Biotécnica, Minas Gerais, Brasil).

5.12 Extracdo do DNA total microbiano

A andlise da composic¢do da Ml foi realizada a partir de 48 amostras de fezes
dos voluntarios nos momentos pré- (GC=12; GT=12) e pos-intervencédo (GC=12;
GT=12).

Primeiramente, o DNA total de cada amostra foi extraido utilizando o mini kit

de DNA QlAamp para fezes (Qiagen, Valencia, CA) (WU et al., 2010). Para a extracao



58

de DNA foram utilizados entre 190 a 200mg de fezes de cada voluntéario, a qual foi
pesada ainda no estado congelado. Os passos da extracdo seguiram estritamente as
recomendacdes do fabricante. Apdés a extracdo, o DNA foi quantificado por
espectrofotometria (NanoDrop — ND 2000).

As aliquotas contendo o DNA total extraido foram transportadas em isopor
contendo gelo seco seguindo estritamente as recomendacdes do laboratorio
responsavel pelo sequenciamento (BPI tecnologia, Botucatu, SP). Ao chegar no
laboratério BPI, o DNA total extraido passou por analise de qualidade através de gel

de agarose 2% corado com Gel Red (Uniscience), visualizado sob luz ultravioleta.

5.13 Sequenciamento 16S rRNA

ApOs a extracdo do DNA total microbiano, iniciaram-se 0s passos para o
sequenciamento do RNA ribossomal 16S (16S rRNA), o qual € um marcador
filogenético que faz parte da subunidade 30S dos ribossomos procariéticos e é
composto por 9 regides (V). O 16S esta presente na grande maioria das bactérias,
com baixa taxa de evolugcéao ao longo do tempo e apresenta um tamanho suficiente
para analises de bioinformética (JANDA; ABBOTT, 2007). Além disso, tem sido
aplamente utilizado em estudos com propésito semelhante ao presente projeto
(CLARKE et al., 2014; ESTAKI et al., 2016; BRESSA et al., 2017; ALLEN et al., 2017,
MUNUKKA et al., 2018).

Para tal fim, optou-se pelo método de sequenciamento de DNA de nova
geracdo (NGS) em larga escala utilizando a plataforma MiSeq Illlumina (lllumina, San
Diego, CA). Todos o0s procedimentos envolvidos nesta andlise seguiram as
recomendacdes desta plataforma e o mesmo fluxo descrito por Caporaso et al (2012).

Foram realizadas reacfes amplificacdo da regiao V4 do 16S rRNA através do
gPCR (do inglés “quantitative polymerase chain reaction”) em tempo real, tendo como
volume final de 20 yL, contendo 10 uL de GoTaq® Colorless Master Mix 2x (Promega,
USL), 0,3uM de oligonucleotideo foward e 0,3uM de oligonucleotideo reverse, 30 ng
de DNA gendmico e agua ultrapura estéril suficiente para 20uL. Para a amplificacéo

foram utilizados os iniciadores 515F e 806R, respectivamente:
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o 16s — V4 Forward 5' -
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGCCAGCMGCCGCG
GTAA -3

e 16s — V4 Reverse 5'—
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGACTACHVGGGGT
WTCTAAT - 3'

O programa de amplificacdo consistiu de desnaturacao inicial a 94°C por 3
minutos, seguida por 29 ciclos de desnaturacéao a 94°C por 45 segundos, anelamento
a 50°C por 1 minuto; extenséo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos e uma extensao
final a 72°C por 10 minutos. As reacfes de amplificacdo foram conduzidas em
termociclador Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os
produtos de amplificacdo foram submetidas as etapas de purificacao utilizando bead
magnética Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter), de acordo com o protocolo do
fabricante.

Em seguida, foi realizada a etapa de indexacdo em que foram inseridos
indexadores nos adaptadores comuns (8-bp barcodes especificos para cada
amostras), 0s quais sdo necessarios para organizacdo e identificacdo das leituras.
Esta reacao foi realizada por PCR seguindo o protocolo do kit Nextera XT Index
(Illumina). O programa de amplificacédo consiste de: incubacéo a 72°C por 3 minutos,
desnaturacao inicial a 95°C por 30 segundos, seguidos de 12 ciclos de 95°C por 10
segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos e extensao final a 72°C
por 5 minutos. As reacfes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador
Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA).

As leituras indexadas foram submetidas as etapas de purificacao utilizando
bead magnética Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter), para remocao de
fragmentos muito pequenos da populacéo total de moléculas e restos de primers.
Apés, foi realizada a quantificacdo pela metodologia de qPCR em tempo real
utilizando termociclador QuantStudio 3 Real Time (Applied Biosystems, Foster City,
CA) e Kit KAPA-KK4824 (Library Quantification Kit - Illumina/Universal), todos de
acordo com protocolo do fabricante. Gerou-se um pool equimolar de DNA, através da
normalizagéo de todas as amostras a 2nM, para realizagdo do sequenciamento, 0
qual foi conduzido utilizando-se o sistema Illlumina MiSeq de sequenciamento de nova

geracéo (lllumina® Sequencing). As amostras foram sequenciadas a partir de ambas
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as extremidades das moléculas (paired-ends) para um comprimento total de leitura
de 300 pares de bases (pb), sendo 150pb de cada extremidade (2 x 150bp).

5.14 Bioinformética

A cobertura de sequenciamento foi em torno de 156.250 leituras por amostra.
Um total de 4.044.921 de sequéncias originais no formato .fastq foram obtidas apés
0 sequenciamento 16S rRNA na plataforma Illumina MiSeq. Estas, por sua vez, foram
processadas utilizando o software QIIME (do inglés — “Quantitative Insights Into
Microbial Ecology”) pipeline 2 versdo 2018.11. O fluxo de trabalho e passos optados
para o tratamento destas sequéncias foram descritas por Caporaso et al (2010) e
estiveram de acordo com as ferramentas e recomendacdes do QIIME2 detalhadas
em seu site (https://docs.qgiime2.oqr).

Em resumo, o comando vsearch foi utilizado para juntar as leituras de cada
extremidade (2x150bp), considerando no minimo de 6 pares de bases (pb) de
sobreposicdo. Em seguida, passaram por filtro de qualidade (>33) e, com 0 método
Deblur, foram identificadas as sequéncias representativas de cada unidade
taxondmica operacional (OTUs) (AMIR et al., 2017). Estes passos contribuem para
reducéo de erros e sequéncias duplicadas provindas do sequenciamento, oferecendo
leituras com maior qualidade.

O proximo passo gerou uma arvore filogenética, a qual foi utlizada para
posteriores analises taxondmicas e de a- e B-diversidade. Estas diversidades, por sua
vez, foram realizadas através do script giime diversity core-metrics-phylogenetic, com
0 objetivo de gerar os resultados sumarizados de taxonomia, curvas de rarefacao,
medidas de riqueza de OTUs, tais como indice de Shannon e enriguecimento
observado (observed OTUSs) que, respectivamente, sdo medidas quanti e qualitativa
gue se referem a variedade e complexidade de espécies de uma comunidade (a-
diversidade), além de matrizes de distancia da B-diversidade quanti (Bray-Curtis e
UniFrac weighted) e qualitativas (Jaccard e UniFrac unweighted) para construcao das
analises de coordenadas principais (PCoA). A matrizes de distancia UniFrac levam
em consideracgédo as relacgdes filogenéticas e abundancia relativa dos microrganismos

presentes nas amostras. Também analisou-se a homogeneidade das amostras



61

através do Pielou evenness, medida que mostra o quao uniforme esta a propor¢éo de
OTUs em cada amostra. Todos os artefatos e graficos gerados por esses
procedimentos foram visualizados pela ferramenta QIIME2 view.

Em seguida, as sequéncias foram agrupadas e assinaladas a suas respectivas
OTUs, respeitando 97% de similaridade (BOKULICH et al., 2018). Para isto, foram
utilizados como limites de corte os valores de 75% para nivel taxonémico de filo, 85%
para classe, 95% para género e 97% para espécie (STACKEBRANDT & GOEBEL,
1994). Posteriormente, utilizando o comando taxonomy classifiers, estas sequéncias
foram contrastadas contra o banco de dados Greengenes regiao V4 versao 2013/08,
considerando o limiar de confianca minimo de 80% (MCDONALD et al., 2012). O
arquivo BIOM gerado foi convertido para gerar a tabela com o consenso taxonémico
até o nivel de espécies e, a partir desta, foram realizados os procedimentos

estatisticos.

5.15 Andlise estatistica

Primeiramente, cada varidvel analisada, tais como os dados de composic¢ao
corporal, parametros metabdlicos plasmaticos, do teste de esforco progressivo
maximo, consumo alimentar e os dados referentes a Ml (nUmero de sequéncias,
OTUs observadas e indices de diversidade) foram testadas quanto a sua distribuicédo
usando o teste Shapiro-Wilk. Algumas variaveis de consumo alimentar apresentaram
distribuicdo n&o-Gaussiana, entdo, foram transformadas em log e atingiram a
normalidade. A partir de distribuicdo normal, as diferencas entre os grupos no
momento pré-intervencgdo foram testadas utilizando o teste T de Student (duas caudas
e amostras independentes) com correcdo Welch. Para testar as diferencas entre os
grupos e momentos optou-se pela analise de variancia de dois fatores (ANOVA two
way) com medidas repetidas, a partir do procedimento de modelo linear generalizado
(GLM), com “grupo” e “tempo” como fatores. No caso de um valor F significante, foi
aplicado o teste de post-hoc de Tukey. O tamanho do efeito (TE) foi calculado
utilizando o coeficiente d de Cohen. Os descritores qualitativos para a interpretacéo
do ES foram designados da seguinte maneira: <0,2, efeito trivial; 0,2 — 0,39, efeito

pequeno; 0,40 — 0,75, efeito moderado; >0,75, efeito grande.
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Com relacdo a MI, as diversidades alfa e beta e as diferencas de abundancia
de OTUs foram realizadas a partir de comandos e scripts no software QIIME2 e
visualizadas pelo site do QIIME (https://view.giime2.org/). O indice de diversidade de
Shannon e o enriquecimento observado foram utilizados para avaliar a riqueza de
comunidades nos grupos e momentos testados. A B-diversidade foi computada
considerando a amostragem de 1.667 sequéncias por amostra, a qual foi baseada na
saturacao atingida na curva de rarefacdo (Figura 12). A patrtir disto, os algoritmos de
matrizes de similaridades de Bray Curtis, Jaccard, UniFrac weighted e unweighted
foram utilizados para gerar as estruturas do PCoA (Figura 14), as quais foram
visualizadas usando o EMPeror (VAZQUEZ-BAEZA et al.,, 2013) e analisadas
estatisticamente através do teste PERMANOVA (do inglés — “Permutational
Multivariate Analysis of Variance”) com 999 permutacdes aleatérias no QIIME2. Com
relacdo aos dados de taxonomia, todas as analises foram realizadas com o QIIME2
a partir da OTU table apds a rarefacdo. Para avaliar o efeito do treinamento fisico
sobre a abundancia de OTUs e niveis taxonémicos, especialmente, filo, familia,
género e espécie, foram aplicadas a ANOVA two way com medidas repetidas ou
Kruskal Wallis quando as variaveis ndo atingiram normalidade. O teste T de Student
para amostras independentes com correcdo de Welch ou Mann-Whitney foram
aplicados para avaliar diferencas entre os grupos. As correlacfes entre as variaveis
de estudo com os dados referentes a Ml (a-diversidade e OTUs) foram testadas pelo
coeficiente de correlacdo de Pearson ou método de Spearman.

A analise de composicao corporal, parametros metabdlicos plasmaticos, teste
de esforco progressivo maximo e consumo alimentar foi conduzida através do
software SPSS versdo 25.0. Para constru¢do das figuras foi utilizado o software
GraphPad versédo 7.4. Na secdo de resultados, os dados foram representados em
meédia + desvio-padrao (DP) ou em mediana e intervalos interquartilicos referentes a
25% e 75%. O nivel de significancia assumido foi p<0.05. As comparac¢des multiplas
foram corrigidas, quando necessario, com o FDR (do inglés “False Discovery Rate”)

utilizando o método de Benjamini e Hochberg e o teste de Bonferroni.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas descritivas dos participantes

Com relacdo aos dados descritivos, dos 24 voluntérios que responderam o
questionério de perfil na coleta pré-intervencéo: 62,5% relataram que, nos ultimos 7
dias anteriores a coleta, a frequéncia fecal acontecia diariamente 1x por dia (GC=7,
GT=8), os outros 37,5% voluntarios relataram apresentar frequéncia fecal alternada
(dia sim, dia ndo) ou entre cinco a seis vezes por semana; 16,6% voluntarios fumavam
cigarro em alguns fins de semana (GC=3, GT=1); 66,6% dos voluntérios bebiam
bebidas alcodlicas em média 1x por semana, em geral, cervejas com teor alcodlico
em torno de 5% (GC=9, GT=7); em média, os voluntarios compartilhavam seus lares
com mais 3,5 pessoas; 29,1% dos voluntarios nasceram de parto normal (GC=5 ,
GT=2), 62,5% nasceram de parto cesareo (GC=6, GT=9), 1 voluntario do GC e 1 do
GT néo souberam informar; 79,1% dos voluntarios receberam aleitamento materno
por no minimo 6 meses apds 0 nascimento, enquanto 20,8% receberam férmulas
prontas (GC=4, GT=1); 8,3% dos voluntarios relataram ser ovolactovegetarianos
(GC=1, GT=1), sendo todos os outros onivoros; 16,6% dos voluntarios relataram ter
viajado para fora do pais (GC=3, GT=1), no entanto, essa viagem aconteceu entre 4
a 5 meses antes da coleta pré-intervencéo; e, por fim, os voluntérios relataram ter em
média 6,9 horas de sono por noite, sendo que nenhum relatou ter dificuldade para
dormir.

Nenhum voluntario fazia uso de medicamentos, suplementos nutricionais,
probidticos ou prébidticos antes ou durante o periodo de intervencdo. Nao houve
mudancas significantes com relagéo aos habitos de frequéncia fecal dos voluntarios
em nenhum dos grupos no momento poés-intervencdo (p=0,59). Vale salientar que
nenhum dos voluntarios relatou ter dificuldades para defecacéo.

A maioria dos treinos aconteceu como programado, sendo preferencialmente
as segundas, quartas e sextas, porém, quando houveram imprevistos, era solicitado
aos participantes que repusessem tal sessdo num outro dia (terca- e quinta-feira ou

sdbado). A taxa de aderéncia aos treinos dos voluntarios do GT foi de 100%, ou seja,
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todos completaram as 30 sessOes de treino estabelecidas pelo programa de
treinamento fisico do presente estudo.

A tabela 1 abaixo demonstra dados de caracterizacdo coletados dos 24
voluntarios que finalizaram todos as etapas do estudo. Ndo foram observadas
diferencas significantes no momento pré-intervencdo entre 0os grupos ou ainda no

pos-intervencdo para nenhuma das varidveis analisadas (p>0,05).

Tabela 1. Dados referentes a composicéo corporal e parametros metabdlicos

plasmaticos dos participantes.

PRE POS
GC GT GC GT

(n=12) (n=12) p* (n=12) (n=12) p*
Idade (anos) 25,5+ 4,66 25,58 £ 5,07 0,96 - - -
Peso (kg) 72,15+10,99 77,36+13,19 0,30  72,39+11,17 76,52+12,78 0,26
IMC (kg/m?2) 23,65 + 3,33 25,35 + 4,20 0,28 23,75+ 3,31 25,04 + 3,93 0,85
%G 21,87 +12,18 2359+11,63 0,72  21,85+12,08  21,65+9,32 0,77
%MLG 78,12+12,18 76,40+11,63 0,72  78,14+12,08  78,35+9,32 0,77

TRIG (mg/dL) 103,42 £11,24 100,45+1545 0,59 106,30 +17,93 99,41 + 12,18 0,64
COLEST. 172,34 +22,77 166,10+11,00 0,40  165,80+22,10 157,26+1546 0,83
TOTAL (mg/dL)

HDL-c (mg/dL) 55,71 £9,75 54,70 £ 5,74 0,76 68,70 + 15,33 71,16 + 8,80 0,57
LDL-c (mg/dL)  8811%2211 86,29+34,65 0,87 93,01 +30,03 89,67 + 45,69 0,93
GLICOSE DE 92,02+8,94 93,95 + 8,82 0,26 92,51 +8,34 91,78 +12,38 0,43
JEJUM (mg/dL)

Os dados estéo apresentados como média + desvio-padréo. * os valores desta coluna fazem referéncia
ao valor p de efeito principal do grupo no momento pré-intervencao. # os valores desta coluna fazem
referéncia ao valor p de interagdo grupo x tempo. Legenda GC: grupo controle; GT: grupo treino; IMC:
indice de massa corporal em kilogramas por metro ao quadrado (kg/m2); %G: percentual de gordura;
%MLG: percentual de massa livre de gordura; TRIG: triglicérides; COLEST.: colesterol; HDL: high density
lipoprotein-cholesterol; LDL: low density lipoprotein-cholesterol; mg/dL: miligramas por decilitro de
plasma.

Embora néo tenha sido observado signficancia, apés o periodo de treinamento
fisico, a massa gorda dos voluntarios do GT reduziu, em média, 8% (Figura 11C),
enguanto que o percentual de massa livre de gordura apresentou aumento de 2,55%

em média (Figura 11D).
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Figura 11. Variacdo dos parametros de composicdo corporal dos voluntarios do grupo treino.
Os gréficos acima apresentam os valores de (A) peso em kilogramas, (B) indice de massa corpérea
(IMC) em kg/mz, (C) percentual de gordura e (D) percentual de massa livre de gordura (MLG) dos
voluntarios do grupo Treino nos momentos pré- e pés-intervencdo. Em nenhum destes parametros foi
detectada diferenca significante entre os momentos (p>0,05).

6.2 Consumo alimentar

A tabela 2 apresenta os dados quantitativos sobre o consumo alimentar e
hidrico dos participantes nos momentos pré, durante (quinta semana) e pos-
intervencdo. Os valores em porcentagem do consumo de calorias provindas de
carboidratos, proteina e gordura total foram calculados de acordo com a energia total,
ou seja, eles representam 0 quanto que cada macronutriente aproximadamente
contribui nas calorias totais diarias. E apresentado também dados referentes aos
grupos alimentares consumidos pelos voluntarios extraidos a partir do QFA (Tabela
2). Para os nutrientes e grupos alimentares avaliados, ndo houve diferenca entre os
grupos no momento pré-intervencdo tampouco entre os diferentes momentos de
avaliacdo em relacdo aos outros parametros de consumo alimentar apresentados na
tabela 2 (p>0,05).
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Tabela 2. Dados referentes ao consumo alimentar e hidrico dos participantes.
PRE QUINTA SEMANA POS
GC (n=12) GT (n=12) p* GC (n=12) GT (n=11) GC (n=12) GT (n=12) p*

ENERGIA (kcal) 2083,81 + 368,88 2452,64 + 717 0,12 2229,17 + 581,56 2101,43 + 679,77 1919,19+ 48590  2035,65+ 708,31 0,21
CHO (g)* 274.72 + 69,05 316,33 + 126,33 0,32 286,83 + 109,44 262,85 + 107,32 248,24 + 75,29 276,78 + 109,34 0,36
CHO (%) 52,65 + 7,99 51,11 + 8,70 0,66 50,47 + 9,06 49,55 + 7,43 51,44 +6,13 52,96 + 4,09 0,43
PROT (g)* 9469 + 3962 100,71 + 34,05 0,69 99,94 + 21,37 105,62 + 23,79 86,93 + 26,76 94,67 + 35,74 0,97
PROT (%) 18,25 + 6,58 16,61 +3,71 0,46 18,62 + 4,26 20,93 + 4,19 18,58 + 5,46 18,72 + 4,41 0,11
PROT (g/kg/dia) 1,24 0,34 1,31+0,41 0,65 - - 1,20 + 0,33 1,25+ 0,49 0,88
GORD TOTAL (g)* 67,35 + 16,31 87,15 + 30,84 0,62 73,92 + 22,07 69,70 + 25,97 64,41 21,54 94,67 + 35,74 0,08
GORD TOTAL (%) 29,17 5,59 32,27 + 6,32 0,22 30,08 + 5,76 29,51 + 5,44 29,8 + 4,69 28,52 + 5,41 0,31
GORD SAT (g) 15,12 + 10,44 17,36 + 11,19 0,29 25,14 + 9,07 23,19 + 9,29 20,92 + 5,80 20,65 + 7,97 0,14
GORD MONO (g)* 15,10 + 10,44 17,33 +11,17 0,61 16,11 + 6,07 19,87 + 7,97 15,10 +7,21 12,62 + 3,87 0,21
GORD POLI (g) 10,33+ 5,92 8,9 +5,30 0,54 9,64 + 3,25 10,02 + 4,47 7,83 £ 4,86 8,25 + 4,00 0,66
COLEST (mg)* 242,48 + 153,67 311,82 + 236,85 0,40 280,81 + 117,17 266,96 + 177,80 228,34 +120,41 248,85 +132,29 0,82
FIBRAS (g) 15,27 + 4,73 18,79 + 13,38 0,40 15,11 + 3,42 20,39 + 8,13 14,16 + 6,53 16,59 + 10,04 0,25
AGUA (ml) 1277,91 + 848,78 1468,75 + 555,05 0,52 - - 1277,91 +848,78  1468,75+ 555,05 0,99

PCT (g) 373,35 + 231,51 352,47 + 155,32 0,79 - - - - -

Frutas (g) 129,22 + 131,35 267,51 + 272,50 0,12 - - - - -

VLL*(g) 326,69 + 208,79 279,40 + 180,50 0,55 - - - - -

Ovos () 24,39 + 29,45 20,09 + 22,01 0,68 - - - - -

362,65 + 280,97 225,37 + 275,60 0,23 - - - - -

LIQ™(9)
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Tabela 2. continuacéo

Carnes (g) 154,25 + 93,49 175,15 + 110,65 0,62 - _ B -
Peixes (g) 22,58 + 24,09 71,17 + 109,58 0,14 - - } -
Doces (g) 25,46 + 22,62 46,00 + 35,72 0,11 - - } -

Os dados estédo apresentados como média + desvio-padréo. * transformados em log para analise. * os valores desta coluna fazem referéncia ao valor p de
efeito principal do grupo no momento pré-intervenc¢éo. # os valores desta coluna fazem referéncia ao valor p de interagdo grupo x tempo. Legenda: GC: grupo
controle; GT: grupo treino; kcal - quilocaloria; CHO: carboidrato; %: porcentagem do macronutriente calculada em cima do valor energético diario (Kcal/dia);
PROT: proteina; GORD: gordura; SAT: saturada; MONO: monoinsaturada; POLLI: poli-insaturada; COLEST: colesterol; prot (g/kg/dia) - proteina por quilograma
de peso corporal por dia; g: gramas; PCT: paes, cereais e tubérculos; VLL: verduras, legumes e leguminosas; LIQ: Leite, iogurtes e queijos.
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6.3 Efeito do treinamento fisico sobre a capacidade aerébia

O programa de treinamento fisico proposto neste estudo teve como
carcateristicas ser realizado de forma continua, ou seja, mantendo minima variacao
na cadéncia (60-70rpm) ao longo da sesséo de treino e em intensidade moderada
(60-65% do VOgzpico). Os voluntarios comecaram as primeiras semanas de
treinamento em torno de 40 a 45% da sua Whpico, atingindo 70% da sua Wpico ao
final das 10 semanas de treino, respeitando a progressdo individual de carga
planejada para as semanas de treinamento fisico. Através da escala de 0 a 10 de
percepcdo de esforco e recuperacdo, respectivamente, ap0s as sessfes 0S
voluntarios do GT comumente relatavam esforco entre 5 a 9, sendo 10 maximo
esforco, e na sessdo seguinte relatavam entre 0 a 5 para recuperacdo, sendo 0
maxima recuperacao.

A fim de investigar o efeito do treinamento fisico sobre parédmetros de
capacidade aerdbia, aplicou-se o teste ANOVA two way com medidas repetidas. O
teste estatistico detectou efeito significante da interagcdo Grupo x Tempo sobre as
variaveis Wpico, VOzpico, LV1 e RER alcancados no teste de esforgo progressivo
maximo (tabela 5). Além disso, o teste revelou significante efeito intra-grupo no GT,
indicando aumento da Wpico (p<0,001; TE = 0,976), do VOzpico (p=0,001; TE =
0,971) e do LV1 (p=0,033; TE = 0,58) em comparacao ao periodo pré-intervencao.
N&o foram observadas diferencas significantes entre os dois grupos no momento pré-

intervencédo, tampouco no GC entre 0s momentos pré- e pos-intervencao.
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Tabela 3. Dados obtidos a partir do teste de esfor¢co progressivo maximo.

PRE POS
GC GT GC GT

(n=12) (n=12) p* (n=12) (n=12) p*
Whico (W) 297,31 +4514 288,22+34,18 056 297,68+46,50 360,27 £52,09 0,001
VOazpico 37,73+ 4,72 35,83 + 7,68 0,58 37,38 + 4,67 42,90 +6,00  <0,001
(ml.kgt.min'?)
LV1 (seg) 498 +92,77 502,16 +111,96 0,88 48572+132,01 634,33+124,92 0,01
RER 1,306 + 0,06 1,34+0,16 0,52 1,35+ 0,07 1,26 + 0,10 0,03
FCmax (bpm) 188,33+8,46  186,66+9,35 0,65 184,54 + 9,40 183,83 * 8,49 0,85

Os dados estao apresentados como média + desvio-padrao. * os valores desta coluna fazem referéncia
ao valor p de efeito principal do grupo no momento pré-intervencao. # os valores desta coluna fazem
referéncia ao valor p de interacdo grupo x tempo. Legenda: GC: grupo controle; GT: grupo treino; Wmax:
poténcia pico em watts (W) atingida em teste de esfor¢o progressivo maximo; VOzpico: consumo pico de
oxigénio em mililitros por kilogramas por minuto atingido em teste de esfor¢o progressivo maximo; LV1:
primeiro limiar anaerébio atingido em teste de esfor¢o progressivo maximo analisado em segundos; RER:
razado de trocas respiratérias; FCmax: frequéncia cardiaca maxima em batimos por minuto (bpm) atingida
em teste de esfor¢o progressivo maximo.

Houve aumento médio de 16,48% do VOgzpico (ml/kg/min) e de 19,99% da
Wopico no GT alcancados no teste de esfor¢o progressivo maximo indicando, assim,
melhora do treinamento fisico proposto neste estudo sobre a capacidade aerébia e
condicionamento fisico destes individuos (Figura 12), enquanto nenhuma diferenca
significante foi observada para estes parametros no GC (p=0,064).
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Figura 12. Efeito do treinamento fisico sobre parametros do teste de esforco progressivo
maximo. Cada bola ou cubo representa um voluntario. Nos gréaficos a direita, as bolas pretas
representam o momento pré-intervencéo e 0s cubos pretos representam o momento pds-intervengdo
dos grupos controle e treino. (A) Valores do consumo pico de oxigénio (VOzpico) em ml/kg/min; (B)
Valores da Poténcia Pico em watts; (C) Intervalo de confianga de 95% para 0s grupos treino e controle
em relacéo ao consumo pico de oxigénio (VO2zpico); (D) Intervalo de confianga de 95% para 0s grupos

A

treino e controle em relagdo a poténcia pico. Legenda: * efeito da interagdo estatisticamente
significante (p<0.05).

6.4 Efeito do treinamento fisico sobre a composi¢édo da microbiota intestinal

6.4.1 Alfa-diversidade

A filtracdo algoritmica (detalhada no topico 5.13) resultou em um total de
140.500 sequéncias 16S rRNA obtidas de 48 amostras fecais fornecidas por 24
voluntarios do estudo nos momentos pré- e pos-intervencédo (GC=12; GT=12). Em
meédia, foram obtidas 2.927 sequéncias por amostra (minimo e maximo de sequéncias
observadas por amostra, respectivamente, 1.811 e 4.545), com tamanho de 290 pb.

Foram identificadas 2.121 OTUs distintas, as quais foram observadas nestas 140.500
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sequéncias finais. Estas sequéncias finais corresponderam a 10 filos, 18 classes, 24
ordens, 42 familias, 83 géneros e 133 espécies.

A tabela 4 apresenta a média de sequéncias finais obtidas ap0s filtracdo
algoritmica, numero de OTUs observadas e indices a-diversidade apresentados por
grupo e momento. Nao houve diferenca significante entre os grupos no momento pré-
intervencéo (p>0,05). Embora o indice de Shannon tenha se revelado um pouco maior
no GT no momento pds-intervencdo em comparagdo tanto ao seu momento pré
guanto ao GC, nao foi detectada diferenca estatistica (p=0,39). Também néo se
observou diferenca significante ap6s ANOVA two way com medidas repetidas em
nenhuma das variaveis apresentadas na tabela 4 (p>0.05).

Tabela 4. Frequéncia de comunidades bacterianas conforme revelado pela

analise de sequenciamento 16S rRNA.

Grupos Tempo N° de segs OTUs indice de Enriquecimento

finais observadas Shannon* observado*

GC Pré
(n=12) 3.333,25 £ 672,16 262,33 + 32,68 6,41 £ 0,53 226,50 + 36,49

Pés
(n=12) 2.783,83 £ 569,39 273,33 + 45,53 6,66 + 0,42 243,41 + 35,79

GT Pré
(n=12) 2.954,17 + 620,21 268,50 + 41,76 6,72 + 0,44 240,33 + 37,93

P6s
(n=12) 2.637,08 + 740,52 263,83 41,10 6,76 + 0,41 240,33 + 33,43

Os dados estéo apresentados como média * desvio-padrdo. * valores obtidos a partir da andlise pelo
comando core-metric-phylogenetic e baseados em 1.667 sequéncias por amostra de acordo com a
curva de rarefacdo. Legenda: GC: grupo controle; GT: grupo treino; N° namero; seqs: sequéncias;
OTUs: unidades taxonémicas operacionais.

De acordo com essas sequéncias finais obtidas, as medicGes de rarefacéo
foram utlizadas para gerar a curva de rarefagdo, a qual permite avaliar a riqueza de
OTUs em cada grupo e nos momentos pré- e pos-intervencédo. Quanto maior a curva,
maior a riqueza de OTUs observadas em dado numero de sequéncias. As curvas de
rarefacdo abaixo mostra que houve saturacdo com 1.667 sequéncias 16S rRNA
sugerindo, assim, quantidade suficiente de sequéncias por amostra para posteriores
analises de diversidade bacteriana. O acréscimo de mais sequéncias iria promover

um namero reduzido de novas espécies adicionais ao estudo (Figura 13).
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As curvas de rarefacdo, em conjunto com os valores da tabela 6, confirmam
gue nado ha diferenca entre os grupos em nenhum dos momentos avaliados (pré- e
pos-intervencdo) em termos de riqueza de espécies bacterianas (Figura 13A e 13B).
Mesmo o GT no momento pos-intervengdo ndo apresentou diferenca significante em
comparacao ao momento pré-intervencao (p>0,05). Desse modo, sugere-se que ndo
houve efeito do treinamento fisico sobre os parametros de a-diversidade, bem como,

de riqueza de espécies.
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Figura 13. Alfa diversidade e curva de rarefacdo. As curvas de rarefacdo apresentadas pelas
medidas do indice de Shannon (A) e de enriquecimento observado (B) mostram saturacdo com 1.667
sequéncias 16S rRNA em cada amostra (linha pontilhada; n total=48 amostras). Cada linha conecta
um ndmero médio e desvio-padrao correspondente a 97% de similaridade entre as OTUs observadas
para cada grupo e momento. Legenda: GC: grupo controle; GT: grupo treino; pré: momento de coleta
pré intervencao; pos: momento de coleta pos-intervencao.
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A fim de complementar a compreensdo acerca da a-diversidade entre os
grupos e momentos, foi aplicado o indice Pielou evenness. Este, por sua vez, informa
acerca da quantidade de bactérias por OTUs em cada grupo, deste modo sugerindo
quao uniforme ou homogénea € a distribuicdo, em termos de abundancia, entre os
diferentes OTUs em uma amostra. Este indice é representado como um valor
calculado a partir do indice de Shannon que varia de 0 a 1. Quanto mais préximo de
zero, menor a uniformidade, assim, indicando que possivelmente ha dominancia de
algumas espécies em uma comunidade (HEIP; HERMAN; SOETAERT, 1998).

A figura 14 demonstra que, apesar de ndo ter alcancado significancia
estatistica (p=0,28; F=1,18), o GT se mostra mais uniforme que o GC (0,86 + 0,03
versus 0,85 + 0,03, respectivamente no pds-intervencao). Isto €, no GT pos-
intervencgdo, a distribuicdo de bactérias nos diferentes grupos taxondmicos esteve
mais proporcional. Entre os momentos pré- e pos-intervencao de treinamento fisico
observou-se aumento deste indice no GT, porém nado foi detectada diferenca
significante (p=0,89).
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Figura 14. Analise de uniformidade entre os grupos e momentos através do indice de Pielou
evenness. Legenda: GC: grupo controle; GT: grupo treino; pré: momento pré-intervencao; pos:
momento pos-intervencao. p>0,05 pelo teste de ANOVA two way com medidas repetidas.
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6.4.2 Anélise da diversidade bacteriana por coordenadas principais (PCoA)

A fim de verificar as similaridades na composicdo da Ml e investigar se o
treinamento fisico provoca mudancas na comunidade microbiana foram aplicadas as
matrizes de similaridade quanti e qualitativas da B-diversidade para gerar o PCoA
(Figura 15). Este PCoA demonstra virtualmente como cada voluntario do estudo se
disp6e em relagdo & composicdo da sua MI. Os graficos das matrizes de distancia
UniFrac unweigthed e weighted também incorporam as relacdes filogenéticas entre
0s OTUs observados em cada individuo (Figura 15C e 15D).

Para a divisdo adotada na figura 15, em que os individuos do estudo estéo
divididos em grupos (GC e GT) e momentos (pré- e pos-intervencdo), nao foi
detectada diferenca estatistica em relacdo a B-diversidade (PERMANOVA; p=0,96).
Além do mais, nédo foi possivel observar com clareza nenhum agrupamento referente
ao efeito do treinamento fisico, uma vez que as amostras do GT pré e GT péds, no
PCoA, estdo proximos. Entretanto, de acordo com as matrizes de distancia Jaccard
(Figura 15B) e UniFrac unweighted (Figura 15D), é possivel observar que os
individuos do GT no pds-intervengdo (em verde) ocupam posicoes diferentes em
comparacao ao GT no momento pré-intervencéo (em laranja).

Os resultados da PERMANOVA demonstraram que, dentre as variaveis
categoricas testadas, tais como idade, tipo de parto ao nascer, frequéncia fecal,
composicdo corporal, parametros metabdlicos plasmaticos, consumo alimentar e
VOgpico, apenas o IMC (p=0,001), percentual de massa gorda (p=0,005), de massa
magra (p=0,022) e VOzpico (p=0,047) apresentaram diferengas significantes entre o0s
grupos em relacdo a matriz de distancia UniFrac unweighted para a B-diversidade.
Com relacédo a dieta, nenhum nutriente ou grupo de alimentar provocou diferencas
significantes entre os grupos, especialmente, pelo fato de os individuos apresentarem

um padrédo alimentar similar ao longo do estudo.
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Figura 15. Beta diversidade entre os grupos e momentos avaliados. PCoAs construidos a partir das
matrizes de similaridades de Bray-Curtis (A), Jaccard (B), e de distancia UniFrac weighted (C) e
unweighted (D), os quais se basearam nas sequéncias microbianas obtidas nas amostras fecais. Estes
graficos refletem o quéo distintos ou similares estdo estes individuos em relacdo a sua microbiota
intestinal. Cada pontinho no grafico representa um individuo, o qual esta colorido para representar o
grupo e o momento estudado. Os eixos 1, 2 e 3 representam o percentual de dados que séo explicados
por cada coordenada. Legenda: GC pré: grupo controle no momento pré-intervencéo (vermelho); GC
pés: grupo controle no momento poés-intervengdo (azul); GT pré: grupo treino no momento pré-
intervencao (amarelo); GT pds: grupo treino no momento pos-intervencao (verde).

6.4.3 Abundancia dos OTUs em niveis taxondmicos

Um total de 10 filos foram identificados, sendo eles, em ordem decrescente de
abundancia: Bacteroidetes (45,44%), Firmicutes (41,94%), Proteobacteria (6,20%),
Verrucomocrobia (2,57%), Actinobacteria (1,58%), Cianobacteria (1,56%),
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Tenericutes (0,50%), Lentisphaerae (0,10%), Elusimicrobia (0,07%) e Fusobacteria
(0,01%). Apenas Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria foram identificados em
todos os voluntarios. Curiosamente, apenas 1 voluntario do GC apresentou bactérias
do filo Fusobacteria. Entre todos os voluntarios, apenas 1 voluntario do GT
apresentou os filos Elusimicrobia e Lentisphaerae. No momento pré-intervencao,
respectivamente, suas abundancias eram de 0,16% e 1,03% aumentando no pos-
intervencgdo, respectivamente, para 2,37% e 1,39%. Este voluntario era universitario
com nacionalidade Colombiana e estava morando no Brasil hd mais de 2 anos.

A figura 16 demonstra a abundancia relativa observada dos principais filos
dominantes presentes nas amostras de fezes coletadas dos voluntarios do estudo
nos momentos pré- e pés-intervencao. Os filos mais abundantes em ambos os grupos
no momento pré-intervencdo foram o Bacteroidetes e o Firmicutes (Figura 16A). No
pos-intervencéo, € possivel observar reducédo do filo Bacteroidetes no GC enquanto
gue houve aumento no GT como efeito do treinamento fisico (Figura 16B). Com
relacdo ao filo Firmicutes, também houve aumento no GT apés as 10 semanas de
treinamento fisico (Figura 16C). A razdo dos filos Bacteroidetes:Firmicutes diminuiu
de 1,05 para 0,95 no GC e de 1,13 para 1,08 no GT. Embora néo se tenha observado
diferenca estatistica para o filo Proteobacteria (p>0,05), no po6s-intervencédo, o GT

apresentou reducdo média de 47,67% (Tabela 5).
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Figura 16. Histograma da composi¢cdo da microbiota intestinal fecal de humanos no nivel taxondmico correspondente aos filos. Distribuicdo
bacteriana observada no nivel taxondmico filo (A). Cada barra do histograma refere-se a um voluntario de um grupo e momento especifico, 0s quais estao
pareados, ou seja, 0 primeiro controle_1 é o mesmo voluntério no controle_2, s6 que em momentos diferentes, e assim sucessivamente. A legenda ao lado
da figura refere-se aos filos em ordem de abundéncia. Abundéancia dos principais filos Bacteroidetes (B) e Firmicutes (C) analisados por ANOVA two way com
medidas repetidas (p>0,05 para ambos os filos). Legenda: controle_1: voluntario do grupo controle no momento pré-intervengdo; controle_2: voluntario do

grupo controle no momento pés-intervencdo; treino_1: voluntario do grupo treino no momento pré-intervencao; treino_2: voluntario do grupo treino no momento
pos-intervencao.
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A tabela 5 apresenta os filos, as familias e géneros bacterianos mais
abundantes encontradas nas amostras fecais de cada grupo e momento. As familias
Prevotellaceae e Ruminococcaceae foram as familias mais abundantes nas
amostras. Apesar de nédo significante, na tabela 5 observa-se importante aumento da
familia Prevotellaceae e reducdo da familia Bacteroidaceae no GT pds-intervencao
(p>0,05). Estas alteracbes sdo observadas também a nivel de género (Prevotella e
Bacteroides, respectivamente). O aumento do filo Firmicutes no GT é representado,
principalmente, pelo enriquecimento das familias que fazem parte deste filo,
especialmente, a Ruminococcaceae (a familia mais abundante deste filo),
Lachnospiraceae e Veillonellaceae. No entanto, apenas a familia Lachnospiraceae
apresentou alteracdo significante em sua abundancia em comparacdo ao GC,
estando esta familia mais enriquecida no GT pés-intervencao (p<0,05). Dentro do filo
Proteobacteria, ambas as familias Alcaligenaceae e Desulfovibrionaceae
aumentaram em abundancia relativa no GC e reduziram no GT (p>0,05). Vale
salientar que para nenhuma das varidveis testadas houve diferenca entre 0os grupos

no momento pré-intervencao ou efeito principal do tempo no GC (p>0,05).



Tabela 5. Abundancia relativa (%) dos filos e familias identificados na microbiota intestinal das fezes.
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GC GT Pré vs P6sno GT GCvs GT no p6s
OTUs pré (n=12) pés (n=12) pré (n=12) pés (n=12) p p

BACTEROIDETES* 45,87 + 22,76 41,26 + 18,23 46,21 + 11,79 47,53 9,52 0,54 0,76
Prevotellaceae 20,06 (1,53-55,46) 16,73 (3,72-35,42) 2,05 (0,01-33,39) 26,35 (0,20-40,66) 0,33 0,71
Prevotella 20,06 (1,53-55,46) 16,73 (3,72-35,42) 2,04 (0,01-33,38) 26,35 (0,20-40,66) 0,32 0,71
Bacteroidaceae 5,45 (1,26-16,60) 11,76 (2,28-17,25) 23,46 (1,72-42,80) 14,63 (1,60-37,12) 0,79 0,66
Bacteroides 5.45(1,26-16,60) 11,76 (2,28-17,26) 23,46 (1,72-42,8) 14,63 (1,60-37,12) 0,79 0,66
Paraprevotellaceae 0,08 (0-7,23) 0,11 (0-1,09) 0,37 (0-3,01) 0,31 (0-7,29) 0,87 0,60
S24-7 0 (0-0,91) 0,51 (0-5,26) 0,16 (0-1,19) 0,04 (0-0,73) 0,64 0,53
Porphyromonadaceae 0,75 (0,26-1,50) 0,74 (0,27-2,12) 1,02 (0,12-2,57) 0,84 (0,24-2,35) 0,88 0,86
Parabacteroides 0,75 (0,26-1,50) 0,74 (0,27-2,12) 1,03 (0,12-2,58) 0,84 (0,24-2,35) 0,89 0,86

FIRMICUTES* 43,47 £ 16,38 43,01 £ 12,06 40,75 £ 13,12 43,93 £ 11,68 0,64 0,54+
Ruminococcaceae 14,20 (8,53-31,39) 15,57 (12,14-24,72) 15,61 (9,99-22,60) 17,69 (12,38-21,00) 0,81 0,90

Ruminococcaceae

UCG-002 556(1,64-1545) 10,18 (4,11-13,15) 3,82 (2,55-7,35) 5,70 (3,89-7,78) 0,51 0,26

Faecalibacterium* 2,74 1,79 2,23+1,17 4,81 + 4,36 3,37 +1,58 0,047+ 0,30***
Subdoligranulum 1,36 (0,46-1,80) 1,76 (1,30-2,45) 1,96 (0,90-4,50) 1,49 (1,21-3,98) 0,08 0,84
Ruminococcus 0,45 (0,13-2,60) 0,81 (0,31-2,62) 1,21 (0,19-2,52) 0,80 (0,41-4,29) 0,50 0,59
Gemmiger 0,47 (0,22-1,66) 0,92 (0,40-1,85) 0,58 (0,23-1,18) 0,83 (0,31-2,99) 0,46 0,97
Oscillospira 0,29 (0,13-0,55) 0,43 (0,22-0,78) 0,40 (0,22-0,69) 0,44 (0,24-0,63) 0,89 0,87
Lachnospiraceae 7,12 (4,77-14,39) 7,28 (5,88-13,95) 10,54 (9,56-13,89) 14,08 (11,36-22,26) 0,09 0,01
GNI* 1,54 (0,60-2,79) 1,78 (0,82-4,33) 0,94 (0,21-2,84) 1,15 (0,53-6,59) 0,55 0,49




Tabela 5. continuacdo.
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Roseburia
Lachnospira
Dorea
Blautia
Clostridium
Veillonellaceae*
Dialister
Phascolarctobacterium
Erysipelotrichaceae
Eubacterium
PROTEOBACTERIA
Enterobacteriaceae
Shigella
Alcaligenaceae
Sutterella
Desulfovibrionaceae
Desulfovibrio
Bilophila
VERRUCOMICROBIA
Verrucomicrobiaceae
Akkermansia
ACTINOBACTERIA

1,06 (0,54-1,62)
0,77 (0,16-1,68)
0,26 (0,15-0,47)
0,40 (0,30-0,75)
0,25 (0,08-0,40)
9,28 +8,72
4,46 (0-9,29)
0,95 (0-4,08)
0,99 (0,38-2,87)
0,66 (0-2,13)
3,32 (1,67-5,66)
0,19 (0,05-0,40)
0,15 (0.04-0.29)
0,45 (0,19-1,11)
0,45 (0,19-1,11)
0,29 (0,09-1,04)
0,08 (0-0,96)
0,12 (0,05-0,23)
0,02 (0-3,58)
0,02 (0-3,58)
0,02 (0-3,58)
0,67 (0,18-2,84)

1,31 (0,72-5,52)
0,28 (0,09-0,87)
0,34 (0,19-0,64)
0,72 (0,43-0,92)
0,52 (0,18-1,33)
8,95 * 8,56
0,07 (0-12,13)
1,25 (0,53-2,90)
1,37 (0,48-4,22)
0,53 (0-1,66)
2,83 (1,58-4,14)
0,15 (0,01-0,47)
0,04 (0-0.24)
0,62 (0,09-1,65)
0,62 (0,08-1,65)
0,49 (0,14-1,2)
0,19 (0-0,61)
0,16 (0,08-0,20)
0,30 (0-3,07)
0,31 (0-3,08)
0,31 (0-3,08)
1,90 (0,66-4,36)

3,69 (0,88-4,62)
1,41 (0,79-3,80)
0,23 (0,15-0,29)
0,48 (0,19-1,18)
0,26 (0,01-0,71)
7,01 £5,83
0,09 (0-4,12)
2,94 (0,22-6,79)
0,90 (0,23-2,25)
0 (0-0,80)
5,79 (2,2-9,88)
0,32 (0,02-1,88)
0,10 (0,02-1,75)
0,84 (0,19-1,62)
0,84 (0,19-1,62)
0,47 (0,01-1,18)
0,30 (0-0,89)
0,03 (0-0,21)
0,28 (0-2,11)
0,27 (0-2,05)
0,28 (0-2,05)
0,51 (0,13-1,83)

3,39 (1,79-6,40)
0,93 (0,53-2,30)
0,23 (0,14-0,37)
0,49 (0,28-0,74)
0,41 (0,08-1,02)
7,31 3,39
0,26 (0-5,98)
4,34 (0-6,99)
0,79 (0,37-1,82)
0,03 (0-0,76)
3,03 (1,35-6,14)
0,30 (0,08-0,66)
0,19 (0,02-0,57)
0,74 (0,4-1,86)
0,74 (0,40-1,86)
0,09 (0-1,37)

0 (0-1,29)

0 (0-0,09)
0,41 (0-0,91)
0,41 (0-0,91)
0,41 (0-0,91)

0,61 (0,30-1,55)

0,01%
0,01%
0,80
0,93
0,40

0,80"*
0,86
0,43
0,97
0,88
0,22
0,91
0,83
0,89
0,88
0,36
0,45
0,53
0,96
0,98
0,61

0,54

0,43
0,02*
0,09
0,31
0,42
0,84*+*
0,76
0,91
0,28
0,35
0,58
0,46
0,24
0,59
0,60
0,16
0,80
0,02%
0,64
0,64
0,64

0,22
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Tabela 5. continuacdo.

Coriobacteriaceae 0,32 (0,17-2,00) 0,68 (0,45-1,36) 0,30 (0,08-0,63) 0,31 (0,08-1,13) 0,61 0,17
Collinsella 0,32 (0,17-1,55) 0,62 (0,42-1,32) 0,30 (0,07-0,63) 0,31 (0,08-0,80) 0,78 0,14
Bifidobacteriaceae 0,03 (0-1,49) 0,67 (0-1,99) 0,00 (0-0,92) 0,20 (0-0,44) 0,79 0,37
Bifidobacterium 0,03 (0-1,50) 0,67 (0-1,99) 0,00 (0-0,92) 0,20 (0-0,44) 0,79 0,37

Nesta tabela constam os filos (em negrito e maidsculo), familias (em itélico, lado esquerdo) e géneros (em italico, lado direito) que estiveram presentes em pelo
menos 80% do total de amostras. *GNI: género nao identificado. Os dados estdo apresentados como mediana (intervalos interquatilicos) e foram testados com
estatistica ndo-paramétrica (Kruskal-Wallis). * Média e desvio-padrdo. ** ANOVA two way com medidas repetidas (valor p efeito da interagcdo grupo x tempo).
***Teste T de student pareado para testar a diferenca do tempo no grupo treino. **** ANOVA two way com medidas repetidas (valor p efeito principal do grupo).
#p<0,05. Legenda: OTUs: unidades operacionais taxonémicas (filos, familias e géneros); GC: grupo controle; GT: grupo treino; vs: versus.
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A fim de apronfudar a compreensdo acerca da abundancia de géneros nos
individuos estudados, realizou-se um mapa de temperatura que demonstra a
proporcdo destes OTUs em cada voluntario, grupo e momento estudado (Figura 17).
Através deste mapa, observa-se predominancia de géneros que fazem parte do filo
Bacteroidetes, tais como, Prevotella e Bacteroides, os quais continuam sendo 0s
géneros dominantes poés-intervencdo no GT. Curiosamente, pertencentes ao filo
Firmicutes, houve reducdo dos géneros Faecalibacterium (p=0,04; F=4,66),
Roseburia (p=0,008; H=11,68) e Lachnospira (p=0,02; H=9,56) no GT pOs-
intervencédo. Além disso, o género Phascolarctobacterium aumento sua propor¢cao em
1,5 vezes no GT pés-intervencgdo, porém nao foi uma alteracao significante (p>0,05).
Com relacdo aos niveis pertencentes ao filo Proteobacteria, foi detectada reducao
significante do género Bilophila em comparacdo ao GC (p<0,05). Embora né&o
significante, também houve reducdo dos géneros Sutterella e Desulfovibrio no GT,
enquanto que houve aumento do género Shigella (p>0,05). Com relagcéo a estes
guatro géneros (Bilophila, Sutterella, Desulfovibrio e Shigella), o GC apresentou

alteracdo inversa entre os momentos pré- e pos-intervencéo (Tabela 5).
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Figura 17. Mapa de temperatura dos 32 géneros mais abundantes identificados na microbiota
intestinal das fezes. Mapa elaborado com o software GraphPad Prism v. 7.0 a partir da tabela de
OTUs identificados apoés rarefac@o e contraste com o banco de dados Greengenes. A escala de cor
embaixo do mapa mostra a que grupo os voluntarios pertencem. A escala de cor ao lado direito do
mapa mostra a abundéancia relativa (%) dos filos e géneros detectados neste mapa. Legenda: GC_1:
grupo controle pré-intervencdo; GC_2: grupo controle po6s intervengcdo; GT_1: grupo treino pré
intervencao; GT_2: grupo treino pés intervencao.
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Em relacdo ao nivel taxondmico correspondente a espécie, as espécies mais
abundantes (>0,1%), em ordem decrescente, foram: Prevotella copri (19,05%),
Bacteroides sp. (14,54%), UCG-002 sp. (7,73%), Dialister sp. (4,33%),
Phascolarctobacterium  sp. (2,86%), Akkermansia muciniphila (2,56%),
Subdoligranulum sp. (2,53%), Gemmiger formicilis (1,92%), Bacteroides uniformis
(1,87%), Shigella sp. (1,84%), Faecalibacterium prausnitzii (1,83%), Butyrivibrio
crossotus (1,79%), Prevotella stercorea (1,68%), Ruminococcus bromii (1,48%),
Lachnospira sp. (1,47%), Roseburia sp. (1,34%), Sutterella sp. (1,18%),
Parabacteroides sp. (1,04%), Faecalibacterium sp. (0,94%), Roseburia inulinivorans
(0,93%), Eubacterium biforme (0,76%), Prevotella sp. (0,70%), Bifidobacterium sp.
(0,69%), Blautia sp. (0,61%), Bacteroides ovatus (0,51%), Oscillospira sp. (0,44%),
Collinsella aerofaciens (0,44%), Faecalibacterium sp. (0,43%), Ruminococcus sp.
(0,43%), Bacteroides caccae (0,34%), Roseburia faecis (0,29%), Clostridium
clostridioforme (0,23%), Dorea longicatena (0,22%), Bilophila sp. (0,21%) e
Odoribacter sp. (0,20%).

Dessas espécies, apenas Lachnospira sp., Roseburia sp., Bacteroides ovatus
e Bilophila sp. apresentaram abundancias relativas significantemente diferentes entre
0os GC e GT no momento pdés-intervencdo, apds passar pelo FDR (p<0,05). Houve
aumento na proporcao das espécies Bacteroides ovatus e Roseburia sp. (Figura 18B
e 18C) e reducédo das espécies Lachnospira sp. e Bilophila sp. no GT (Figura 18A e
18D), embora tais variacdes no tempo nao tenham sido estatisticamente significantes
(p>0,05; Figura 18).
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Figura 18. Abundéncia relativa das principais espécies bacterianas encontradas nas amostras
fecais. Os graficos apresentam a abundancia relativa (%) das espécies (A) Lachnospira sp., (B)
Roseburia sp., (C) Bacteroides ovatus e (D) Bilophila sp., em que as barras indicam a distribuicdo desta
abundancia entre os voluntarios de cada grupo (controle e treino) e momentos (pré- e pés-intervencgao)
em mediana e intervalo de confianca a 95%. Os valores de abundancia relativa foram obtidos a partir
da proporcéo de sequéncias observadas em cada OTU identificado apos rarefacdo. Os valores de p
das espécies Lachnospira sp., Bacteroides ovatus e Bilophila sp. foram detectados a partir do teste de
Kruskal Wallis, enquanto que o valor de p da espécie Roseburia sp. foi detectado por ANOVA two way
com medidas repetidas, sendo este p referente ao efeito principal do grupo. Todos estes valores de p
indicam diferenca significante entre os grupos no momento pés-intervencao.

7

Através de todas as andlises elucidadas, € possivel observar grande
variabilidade interindividual, a qual reduz a possibilidade de deteccéo de diferencas
significantes entre os grupos GC e GT e momentos pré- e poés-intervencao. Além
disso, observou-se que o GC variou mais em termos de riqgueza e diversidade
microbiana entre os momentos estudados em comparacédo ao GT. Vale salientar que
nao houve diferenca significante entre os grupos e momentos avaliados nas outras
variaveis capazes de influenciar a composicdo da MlI, tais como, idade, IMC,
percentual de gordura, parametros metabdlicos plasmaticos (Tabela 1) e consumo
alimentar (tabela 2), havendo somente alteragéo na capacidade aerébia como efeito
do treinamento fisico (p<0,05) (Figura 12). Dessa forma, sugere-se que as alteracdes
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supracitadas observadas nos niveis taxondmicos refletem o efeito de 10 semanas de

treinamento fisico aerdbio sobre a M.

6.4.4 Correlacdo entre a microbiota intestinal e o VO2pico e parametros de

composicao corporal

Conforme evidenciado na Figura 11, apenas os voluntarios do GT
apresentaram aumento significante do VO2pico, o que representa melhoria da sua
capacidade aerébia. Deste modo, o proximo passo foi plotar esta variavel contra os
indicadores de riqueza e diversidade a fim de se investigar uma possivel correlacéo
entre tais varidveis de estudo. Como hipotetizado previamente, observou-se que o
indice de Shannon (Figura 19A) e o enriquecimento observado estiveram
positivamente correlacionados com o VOzpico (Figura 19C).

Sabendo-se que outras variaveis, tais como de composi¢cdo corporal e
consumo alimentar, podem também estar associadas aos achados de diversidade
bacteriana no presente estudo, as variaveis apresentadas na tabela 1, 2 e 3, foram
plotadas contra os indicadores de diversidade. A partir disso, encontrou-se apenas
correlacao positiva entre o indice de Shannon e o consumo diario de carboidratos na
alimentacao (Figura 19B), bem como entre o enriquecimento observado e 0 consumo

diaria de carboidratos (Figura 19D).
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Figura 19. Correlacéo entre a-diversidade, VOzpico e consumo de carboidratos. (A) coeficiente
de correlacdo de Pearson (r) entre o indice de Shannon e VOzpico; (B) coeficiente de correlacdo de
Spearman (r) entre o indice de Shannon e o consumo diario em gramas (g/d) de carboidratos; (C)
coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre o enriquecimento observado e VO:zpico; (D) coeficiente
de correlacdo de Spearman entre o enriquecimento observado e o consumo diario em gramas (g/d) de
carboidratos. Legenda: 95% CI: intervalo de confianga a 95%; GC pré: grupo controle no momento
pré-intervencao (vermelho); GC pés: grupo controle no momento pés-intervencgédo (azul); GT pré: grupo
treino no momento pré-intervencdo (amarelo); GT pds: grupo treino no momento pods-intervencao
(verde).
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Ao testar possiveis correlacdes entre a abundancia relativa dos OTUs e o
VOzpico, apenas observou-se no GT correlagdo positiva entre 0 VO2zpico e as OTUs
correspondentes a familia Lachnospiraceae (r de Spearman: 0,44; Figura 20A) e ao
género Akkermansia (r de Spearman: 0,54; Figura 20B). Entre as espécies, apenas a
Roseburia sp. apresentou tendéncia em se associar positivamente ao VOzpico (r de
Pearson: 0,39; R2: 0,15; 95%CI: -0,01 a 0,68; p=0,05).
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Figura 20. Correlacéo entre abundéanciarelativade OTUs e 0 VOzpico. (A) coeficiente de correlacdo
de Spearman (r) entre a familia Lachnospiraceae e VO2pico. (B) coeficiente de correlacdo de
Spearman (r) entre o género Akkermansia e o VOzpico. Legenda: 95% CI: intervalo de confianca a
95%; GC pré: grupo controle no momento pré-intervengdo (vermelho); GC pés: grupo controle no
momento pés-intervencao (azul); GT pré: grupo treino no momento pré-intervengao (amarelo); GT pos:
grupo treino no momento pos-intervencao (verde).
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Em relacdo as outras variaveis coletadas, apenas o género Shigella correlacionou-se
com o IMC (r de Spearman: -0,34; 95%CI: -0,58 a -0,06; p=0,01). O percentual de
massa gorda esteve negativamente correlacionado a trés géneros: Butyrivibrio (r de
Spearman: -0,29; 95%CI: -0,54 a -0,008; p=0,03), Desulfovibrio (r de Spearman:-0,33;
95%Cl: -0,57 a 0,04; p=0,01), e Akkermansia (r de Spearman:-0,30; 95%CI: -0,54 a -
0,01; p=0,03). Ao contrario, estes trés géneros estiveram positivamente
correlacionados com o percentual de massa magra: Butyrivibrio (r de Spearman: 0,39;
95%CI: 0,11 a 0,61; p= 0,005), Desulfovibrio (r de Spearman: 0,33; 95%CI: 0,05 a
0,57; p=0,01) e Akkermansia (r de Spearman: 0,30; 95%CI: 0,01 a 0,54; p=0,03). O
género Dorea apresentou tendéncia em se correlacionar positivamente com o peso
(kg) (r de Spearman: -0,24; 95%CI: -0,50 a 0,05; p=0,09). Por fim, ndo foi encontrada
nenhuma outra correlacdo significante entre as variaveis avaliadas no presente
estudo e parametros encontrados da Ml, tal como diversidade ou abundancia relativa

de OTUs correspondentes a outros niveis taxonémicos além de género.
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DISCUSSAO

Os resultados evidenciados no presente estudo ddo subsidio a hipétese de que
o exercicio fisico é um importante fator externo capaz de modificar a composi¢éo da
microbiota intestinal (MI) humana. No entanto, o comparativo com estudos anteriores
deve ser cauteloso devido a frequente variabilidade interindividual humana e os
diferentes delineamentos metodoldgicos entre os estudos anteriores (QUADRO 1).
Nesse sentido, vale reforcar o rigor metodoldgico apresentado neste trabalho ao
recrutar homens jovens adultos, com auséncia de doencas e/ou desordens
metabdlicas, psicolégicas ou intolerancias/alergias alimentares, ha 6 meses
sedentarios e sem tomar antibioticos/farmacos/fungicidas/suplementos, ndo obesos
e com habitos alimentares e estilos de vida semelhantes. Em virtude do mencionado,
o treinamento fisico proposto foi eficiente em aumentar a capacidade aerdbia dos
voluntarios (aumento médio de 16,48% do VOzpico em ml/kg/min e de 19,99% da
Whpico no GT) sem haver alteracéo significante de outras variaveis de influéncia sobre
a Ml durante e apdés o estudo, tais como, peso, composi¢cdo corporal e habitos
alimentares (Tabelas 1 e 2).

O principal achado deste trabalho indica que 10 semanas de treinamento fisico
aerébio realizado em intensidade moderada induziu variacdes em todos os niveis
taxondmicos, embora mudancas significantes tenham sido detectadas apenas sobre
a abundancia de algumas familias, géneros e espécies bacterianas. Entretanto, estas
alteracdes ndo afetaram a a-diversidade nos voluntarios do GT (Tabela 4). Em
congruéncia, estudos prévios demonstraram que seis semanas de treinamento fisico
aerdbio em intensidade moderada provocou diferencas significantes na composicao
da MI de adultos jovens previamente sedentarios sem que houvesse alteracao
significante na a-diversidade (QUADRO 1) (ALLEN et al., 2017; MUNUKKA et al.,
2018). Do mesmo modo, Cronin et al (2018) n&o detectaram mudancas sobre este
parametro ap0s oito semanas de treinamento fisico aerobio e resistido realizado em
intensidade moderada a vigorosa, embora tenham observado que o treinamento fisico
foi capaz de reduzir a diversidade do Reino Archea e da comunidade viral no pos-
intervencdo em comparacao aos outros grupos experimentais que estavam sob
influéncia de suplemento proteico (whey protein). Apenas estudos com atletas e
individuos treinados ha mais de 1 ano apresentaram indices de a-diversidade,

especialmente riqueza de espécies, significantemente maior em comparagcdo com
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individuos sedentarios (CLARKE et al., 2014; YANG et al., 2017; KARL et al., 2018).
No entanto, Clarke et al (2014) e Yang et al (2017) realizaram estudos transversais
comparando atletas e individuos sedentarios com diferentes IMCs e composi¢ao
corporal e Karl et al (2018) realizaram intervencao de treinamento de alta intensidade
com suplementacdo nutricional de carboidratos e proteinas durante 4 dias em
soldados; desta forma, tornando dificil isolar o efeito do exercicio fisico nestas
condicgdes.

Assim como o presente estudo, Allen et al (2017), Munukka et al (2018) e
Cronin et al (2018) realizaram intervencdes de treinamento fisico aerdbio similares e
observaram que houve pequeno aumento dos indices de a-diversidade (Shannon e
enriguecimento observado) pos-treinamento fisico (p>0,05). Possivelmente, o tempo
de treinamento fisico maior que 10 semanas seja necessario para que tais mudancas
sejam observadas significativamente, como observado em atletas que sao treinados
h& mais de 1 ano (CLARKE et al., 2014; YANG et al., 2017; PETERSEN et al., 2017;
ZHAO et al., 2018b).

Ainda foi demonstrado aqui que, em comparacdo ao GC, o GT apresentou
maior indicador de uniformidade, embora o aumento do pré- para o pés-intervencao
nao tenha sido significante (Figura 14). Alguns autores tem debatido sobre menor
uniformidade estar associada a quadros de disbiose, visto que a distribuicdo desigual
entre os diferentes OTUs pode sugerir dominancia de espécies oportunistas (YANG
et al., 2015; WANG et al., 2018). O Pielou evenness ndo é comumente analisado
entre os estudos da area de exercicio fisico e MI. Em concordancia com os autores
Heip, Herman e Soetaert (1998), este indice deve ser considerado junto a outros
indices, como o indice de Shannon, pois cada indicador acrescenta informacdes
sobre diferentes aspectos estruturais da comunidade bacteriana. Além disso, eles se
baseiam nas sequéncias identificadas nas amostras, estando assim, sujeitos aos
erros das técnicas de sequenciamento e tratamento dos dados.

Em relacdo a B-diversidade, ndo foram detectadas diferencas significantes
entre 0s grupos e momentos testados como efeito do treinamento fisico aerébio
proposto neste trabalho. Curiosamente, ainda que nao haja um claro agrupamento
das amostras, observou-se no PCoA que os voluntarios do GC se apresentaram mais
dispersos em comparacéo ao GT entre os momentos pré- e pos-intervencao (Figura
15). Ainda que estas mudangas nao sejam significantes, os dados referentes a a- e

B-diversidade sugerem que os individuos que treinaram tenderam a preservar suas
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estruturas microbianas ao passo que os individuos que permaceram sedentarios
variaram mais entre os momentos estudados. Ao comparar 72 individuos obesos
(IMC: 37,03 £ 4,69kg/m?) contra 79 eutroéficos (20,24 £+ 1,26kg/m?), Liu et al (2017b)
observaram que os obesos apresentaram maior B-diversidade do que os eutroficos
(p<0,05), indicando maior heterogeneidade entre as estruturas microbianas em
individuos obesos. Embora Liu et al (2017) néo relataram sobre a pratica de atividade
fisica destes individuos, o sedentarismo € um fator que pode levar a obesidade (LEE
et al., 2012).

As informacgdes presentes na literatura acerca da B-diversidade em condicéo
de treinamento fisico sdo controversas. Estudos transversais demonstraram que
individuos com diferentes capacidades aerébias (reduzido, médio ou alto VO2max) e
habitos com relacdo a préatica de exercicio fisico (fisicamente ativos versus
sedentarios) ndo apresentaram diferencas significantes em relacéo a p-diversidade
(ESTAKI et al., 2016; BRESSA et al., 2017). Cronin et al (2018) ndo encontraram
mudancgas significantes apds oito semanas de treinamento fisico aerdbio em
individuos com sobrepeso e obesidade e, mesmo em idosos nédo foi detectado efeito
sobre a diversidade beta apds cinco semanas de treinamento fisico aerdbio
(TANIGUCHI et al., 2018), sendo que ambos os estudos mantiveram intensidade de
treino moderado a vigoroso ao longo da intervencao (60-70% do VO2pico). Por outro
lado, seis semanas de treinamento fisico aerdbio realizado em intensidade moderada
provocou aumento significante na B-diversidade, tanto em homens quanto em
mulheres (ALLEN et al., 2017; MUNUKKA et al.,, 2018). Entretanto, Allen e
colaboradores (2017) observaram a partir do PCoA que, apés o tempo de
treinamento, os voluntarios obesos apresentaram B-diversidade semelhante a de
individuos eutroficos. Além disso, o0 aumento de alguns géneros de bactérias esteve
associado a mudancas no IMC e composicao corporal destes voluntarios. Portanto,
concluiram que as mudancas apresentadas poés-intervencao foram dependentes do
estado de obesidade dos voluntarios, tendo o IMC e parametros de composicao
corporal influenciado nestas mudancgas.

Do mesmo modo, Munukka et al (2018) incluiram em seu estudo elevada
proporcdo de mulheres obesas, as quais apresentaram mudanca significante no
percentual de gordura pos-intervencdo. No estudo de Yang et al (2017) foi observado
que as diferengas significantes na B-diversidade estiveram associadas com a

circunferéncia da cintura e o percentual de gordura. Karl et al (2017) também
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observaram aumento significante da B-diversidade, porém além do treinamento fisico
ser de longa duracédo (quatro dias - 51km de esqui por dia), 0os autores empregaram
suplementacdo de carboidrato e proteina como intervencdo (QUADRO 1), a qual
contribuiu para as alteragdes sobre o perfil microbiano dos soldados. Os estudos que
nao mostraram diferencas neste parametro de diversidade apos periodo de
treinamento fisico, assim como o presente estudo, também ndo apresentaram
diferencas significantes na composi¢cao corporal e habitos alimentares (CRONIN et
al., 2018; TANIGUCHI et al., 2018).

E possivel que mudancas ocorridas sobre outros parametros em resposta ao
treinamento fisico aerdbio, como o IMC e a composicdo corporal, ou ainda os habitos
alimentares provoquem mudangas mais significativas sobre a (-diversidade, e ndo
somente o exercicio fisico. No presente estudo, detectou-se diferengas na [3-
diversidade quando as matrizes de distancias foram calculadas considerando o IMC,
percentual de massa gorda, de massa magra e o VOzpico dos individuos estudados
(p<0,05). Ou seja, quando os voluntarios foram reagrupados considerando estas
varidveis, a PERMANOVA detectou diferencas estruturais nas comunidades
bacterianas entre os grupos. Além do mais, os estudos com intervengcdo de
treinamento fisico aerdbio, tal como o presente estudo, ndo contemplaram analises
acerca da composicao de outros Reinos, especialmente das comunidades virais e de
fungos. Cronin et al (2018), por exemplo, demonstraram que a interferéncia de 249
diarios de suplemento whey protein sobre a diversidade destas comunidades pode
ser minimizada pelo treinamento fisico, em que se observou pds-treinamento fisico
reducdo e auséncia de algumas espécies de virus.

Partindo para uma investigacdo mais especifica sobre a composi¢do da Mi,
observou-se maior proporcéao do filo Bacteroidetes em relacdo ao Firmicutes, contudo
ambos os filos aumentaram em abundancia pos-treinamento fisico aerébio, ao
contrario do GC que apresentou reducdo dos mesmos. Além disso, houve importante
reducéo do filo Proteobacteria (|~48%) no GT, embora estas variacdes ndo tenham
sido significantes. Estudos em humanos que buscaram investigar o efeito do
treinamento fisico aerdbio sobre a composicdo da MI, ndo apresentaram dados em
relacdo aos filos, pois ndo observaram mudangas significantes como efeito do
treinamento fisico. Apenas Munukka et al (2018) observaram aumento significante do
filo Verrucomicrobia e, assim como no presente estudo, reducéo do filo Proteobacteria

apos seis semanas de treinamento fisico aerdbio realizado em intensidade moderada.
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De fato, niveis taxondmicos mais especificos, como familias, géneros e
espécies sao capazes de levantar informacdes mais relevantes. Dentro do filo
Bacteroidetes, houve aumento significante do nimero de bactérias pertencentes a
espécie Bacteroides ovatus no pos-intervencdo. Nenhum outro estudo até o presente
momento encontrou efeito do treinamento fisico aerébio sobre esta espécie. Liu et al
(2017b) observaram maior abundancia desta espécie entre individuos eutroficos em
comparacgdo a obesos. Sugere-se, portanto, um efeito positivo do treinamento fisico
proposto neste trabalho, uma vez que recentes pesquisas realizadas em animais, in
vitro e in vivo demonstraram que a espécie Bacteroides ovatus contribuiu para
equilibrar respostas inflamatérias desencadeadas por LPS (TAN et al., 2018), bem
como tem acédo antimicrobiana capaz de inibir o crescimento da espécie Clostridium
difficile a partir da transformacao de &cidos biliares (YOON et al., 2017). Tan et al
(2018) ainda sugerem a cepa ELH-B2 desta espécie como potencial probidtico da
préxima geracao devido a seu efeito anti-inflamatério, antimicrobiano e seguranca em
relacéo ao seu perfil toxigénico.

No presente estudo, a familia Lachnospiraceae aumentou significantemente no
GT apoés 10 semanas de treinamento fisico aerdbio. Em consonancia, estudos prévios
apontaram para efeito importante do exercicio fisico sobre esta familia e géneros
pertencentes a esta familia, tanto em animais (EVANS et al., 2014; CAMPBELL et al.,
2016; BATACAN et al., 2017) quanto em humanos (ESTAKI et al., 2016; BRESSA et
al., 2017; ALLEN et al., 2017). A familia Lachnospiraceae é comumente reconhecida
por apresentar efeito protetor sobre as células intestinais em humanos saudaveis,
posto que bactérias desta familia sdo capazes de produzir butirato e este AGCC atua
sobre o metabolismo coldnico e diferenciacéo celular (MEEHAN; BEIKO, 2014). Além
disso, o0 presente estudo demonstrou associacdo positiva entre a familia
Lachnospiraceae e o VOzpico, assim como observado por Estaki e colaboradores
(2016). Logo, sugere-se que as bactérias desta familia sédo afetadas positivamente
pelo treinamento fisico aerobio e o aumento da capacidade aerobia.

Assim como observado em outros estudos com animais sob influéncia de
dietas ricas em gordura (KANG et al., 2014; CAMPBELL et al.,, 2016) e doencas
metabdlicas (PETRIZ et al., 2014), acredita-se que o treinamento fisico aerdbio é
capaz de minizar os efeitos negativos do comportamento sedentario sobre a
composicdo da Ml (BRESSA et al, 2017). No presente estudo, 0S géneros

Lachnospira e Roseburia, pertencentes a familia Lachnospiraceae, variaram



95

significantemente no GT, em que ambos 0s géneros reduziram no pos-intervencao.
Importante salientar que ambos os grupos GC e GT reduziram, porém o GC reduziu
guase 3x mais a proporcao do género Lachnospira (Tabela 5). Em Allen et al (2017),
apos seis semanas sem treinamento fisico, ou seja, sedentérios, houve reducao
significante deste género, principalmente em individuos eutréficos. Existe forte
associagdo entre baixas abundancias de Lachnospira e maior risco de asma e
doencas alérgicas em criancas. Estratégias para aumentar este género em gestantes
podem reduzir o risco de desenvolver estas doencas em criancas (SIMONYTE
SJODIN et al., 2016).

Apesar da reducédo do género Roseburia, o GT exibiu significante aumento da
espécie Roseburia sp. (p<0,05), assim como observado em Bressa et al (2017) e
Stewart et al (2017). Além disso, no presente estudo foi observada tendéncia desta
espécie em se associar positivamente com o VOgzpico. Os resultados do estudo de
Bressa et al (2017) apontam que reduzir o tempo sedentario através de atividade
fisica ao longo do dia pode contribuir para mudancas na composi¢cdo da Ml em
mulheres com sobrepeso, tal como 0 aumento desta espécie. A Roseburia sp., assim
como outras espécies do género Roseburia, como a Roseburia inulinivorans também
identificada nas amostras do presente estudo, é capaz de produzir AGCC,
especialmente butirato. Tamanai-shacoori et al (2017) sugerem que baixas
concentracfes podem estar associadas a doencas gastrointestinais, obesidade e
diabetes tipo 2.

Outra observacdo importante é que, diferente do grupo treinado, o GC
aumentou a abundancia dos géneros Dorea e Ruminococcus de modo que o GC e 0
GT quase alcancaram diferenca significante no pés-intervencdo. Estudos em
humanos tem revelado que estes géneros estdo associados a obesidade
(TURNBAUGH et al., 2009; KASAI et al., 2015; LIU et al., 2017b; ALLEN et al., 2017
MUNUKKA et al., 2017). Além disso, observou-se maior abundéancia do género
Ruminococcus em ratos com reduzida capacidade aerébia (PEKKALA et al., 2017),
além de associacdo positiva deste género com IMC (OTTOSSON et al., 2018),
indicando que o0 aumento deste grupo de bactérias néo seja positivo. Liu et al (2017b),
por exemplo, através de um sequenciamento Shotgun, uma das tecnologias
precursoras responsavel por possibilitar o sequenciamento do genoma completo,
observaram associacdo entre espécies pertencentes aos géneros Ruminococcus e

Dorea e marcadores genéticos associados a obesidade, aléem de maior abundancia
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destas bactérias em individuos obesos em comparagcao a eutroficos. No presente
estudo, o género Dorea também apresentou tendéncia em se associar positivamente
a variavel peso (kg). Outros trabalhos corroboram com esta observacado (ALLEN et
al., 2017; MUNUKKA et al., 2018). Uma vez que diminuiu a abundancia relativa do
género Ruminococcus e manteve a propor¢cdo do género Dorea no GT pos-
intervencdo, embora nao tenha sido detectada variacao significante, sugere-se que o
treinamento fisico aerébio pode minimizar interferéncias negativas sobre a
composicéo da Ml.

Além disso, no filo Firmicutes houve aumento da proporcdo das familias
Ruminococcaceae e Veillonellaceae (p>0,05). Bressa et al (2017) demonstraram que
mulheres fisicamente ativas também apresentaram maior abundéancia destas familias
em comparacdo com mulheres sedentarias, especialmente na familia
Ruminococcaceae (p<0,05). Dentro desta familia encontra-se o género
Faecalibacterium, o qual apresentou reducéo significante no GT. Estudos com
treinamento fisico aer6bio mostraram efeito sobre o aumento deste género (ALLEN
et al., 2017; BRESSA et al., 2017), enquanto outros estudos ndo reportaram sobre
sua abundancia (MUNUKKA et al., 2018; CRONIN et al., 2018). Ainda ha
controvérsias, pois Allen et al (2017) observaram que as mudancas neste género
foram dependentes do IMC, uma vez que os individuos eutroficos apresentaram
aumento em sua abundancia enquanto que os obesos apresentaram reducéo
significante apds seis semanas de treinamento fisico aerdbio. Além disso, apos seis
semanas em destreino, os individuos eutréficos apresentaram reducao de cerca de
3x neste género enquanto que 0s obesos apresentaram aumento, porém n&o
signficante. No estudo realizado por Liu et al (2017b), embora maior abundancia tenha
sido detectada entre os eutroficos, a espécie Faecalibacterium prausnitzii esteve
associada positivamente associada ao IMC e circunferéncia da cintura. A
Faecalibacterium vem sendo amplamente reconhecida como género benéfico para a
saude intestinal por conta da producao de butirato e tem sido observada em reduzida
proporcdo em pacientes com doenca de Crohn (SOKOL et al., 2008; FERREIRA-
HALDER; FARIA; ANDRADE, 2017). Mesmo com a reducéo deste género no GT, 0s
voluntarios treinados ainda apresentaram maior abundancia desta bactéria em
comparacdo ao GC. Ainda assim, a reducdo do género Faecalibacterium e espécies

pertencentes a ele observada no presente estudo é questionavel. Possivelmente
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outros dados relacionados a funcionalidade da comunidade bacteriana poderiam
contribuir melhor para esta discusséao.

Além das bactérias pertencentes a familia Lachnospiraceae e a espécie
Faecalibacterium prausnitzii, outras bactérias capazes de produzir butirato
aumentaram pos-treinamento fisico. E o caso do género Phascolarctobacterium.
Além disso, houve aumento da abundancia do género Gemmiger, embora nao
tenham sido variagdes significantes. Sao poucos o0s estudos que observaram estes
géneros ou espécies pertencentes a eles, porém alguns sugerem que sao bactérias
comensais benéficas para a saude intestinal (WU et al., 2017), bem como para a
manutencao da composicao corporal (AQUIRRE; BUSSOLO DE SOUZA; VENEMA,
2016).

Dentro do filo Proteobacteria, ambas as familias Alcaligenaceae e
Desulfovibrionaceae aumentaram em abundancia relativa no GC e reduziram no GT
(p>0,05), assim como observado por Bressa et al (2017) maior proporcédo destas
familias entre mulheres sedentarias em comparacao a mulheres fisicamente ativas e
por Munukka et al (2018) que demonstraram reducao da familia Desulfovibrionaceae
poés-treinamento fisico. Bressa et al (2017) ainda observaram associacdo positiva
desta familia com parametros relacionados ao comportamento sedentario, tal como
tempo sentado ou em repouso. No presente estudo, ainda que néo tenha ocorrido
mudancas signficantes nos grupos com relacdo a composicéo corporal, detectou-se
gue as alteracbes do género Desulfovibrio pertencente a familia Desulfovibrionaceae,
assim como o Butyrivibrio, foram dependentes do percentual de gordura e de massa
magra, em consonancia com o estudo realizado por Munukka et al (2018). Outra
espécie pertencente a familia Desulfovibrionaceae que respondeu ao treinamento
fisico aerobio foi a Bilophila sp. Ap6s 10 semanas de treinamento fisico aerébio, esta
espécie reduziu significantemente no GT, enquanto que aumentou no GC. Do mesmo
modo ocorreu com a abundéancia de bactérias pertencentes ao género Sutterella no
presente estudo. Ambas sédo bactérias gram-negativas e resistentes a acidos biliares.
Estudos anteriores demonstraram em animais que estas bactérias estiveram
associadas a marcadores inflamatérios (SCHNEEBERGER et al., 2015; MARCHESI
et al., 2015; HIIPPALA et al., 2016).

A Akkermansia muciniphila € comumente citada na area de exercicio fisico e
MI em que estudos reportam maior abundancia desta espécie em atletas (CLARKE
et al., 2014; PETERSEN et al., 2017), em pessoas fisicamente ativas (BRESSA et al.,
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2017) e apos intervencdo de treinamento fisico aerdbio (MUNUKKA et al., 2018).
Schneeberger et al (2015) observaram que esta bactéria esteve inversamente
correlacionada com a expressdo de marcadores inflamatorios no tecido adiposo em
ratos obesos. Além disso, sua abundancia apresentou associagdo negativa com o
colesterol sérico total e LDL em mulheres obesas (BRAHE et al., 2015). No presente
estudo, ndo houve diferencas significantes entre os grupos e momentos estudados.
Contudo, foi observada associacéo positiva do género Akkermansia com o VOzpico e
associagao negativa deste género com o percentual de gordura. Diante disso, sugere-
se que mudancas no organismo do hospedeiro em resposta ao treinamento fisico,
tais como aumento da capacidade aerébia e diminuicdo da massa gorda, podem estar
associados ao aumento deste género na Ml.

Por fim, existe uma variabilidade interindividual consideravel que é inerente ao
hospedeiro devido a diversas condi¢cdes que 0 mesmo € exposto desde o nascimento.
O PCoA apresentado neste trabalho deixa evidente essa variabilidade, por mais que
0s voluntarios apresentem caracteristicas semelhantes. Em seu estudo, Munukka et
al (2018) discutem que a dificuldade em detectar significantes mudangas na -
diversidade se d& a esta variabilidade e a possibilidade de que existem
microgansimos presentes na Ml que sdo mais ou menos reponsivos ao efeito do
treinamento fisico aerébio. Este raciocinio é apoiado em outro estudo realizado por
Zhao et al (2018a) com o objetivo de melhorar parametros metabdlicos em sujeitos
com diabetes tipo 2 a partir de intervencdo dietética rica em fibra. Os autores
perceberam que apenas 15, dos 154 genes microbianos que compartilhavam mesma
funcionalidade, responderam ao tratamento.

Além do mais, a literatura ainda se limita a esclarecer sobre 0 mecanismos por
tras do efeito do treinamento fisico aerébio sobre a MI. Especula-se o treinamento
fisico aerobio de forma cronica provocaria adaptacdes fisiologicas no organismo
humano, especialmente sobre o sistema intestinal e metabolismo energético que
levariam a mudangas na composi¢do da MI. Por exemplo, Cook et al (2015), Cerda
et al (2016) e Costa et al (2017) sugerem que modificacbes no ambiente intestinal,
tais como, alteracdo de fluxo sanguineo durante o exercicio, de pH, de motilidade,
mudancas na concentracdo de acidos graxos de cadeia curta e acidos biliares no
coélon e, especialmente, o estimulo crénico sobre o sistema imunoldgico com interface
com a mucosa intestinal, podem influenciar na sobrevivéncia e abundancia dos

microrganismos que compde a MI. Porém, estas adapatacdes sdo dependentes do
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tipo de exercicio fisico praticado, uma vez que exercicios de alta intensidade e longa
duracdo provocam estimulos sobre o organismo de forma diferente de exercicios
fisicos com intensidade leve a moderada (COOK et al., 2015; CERDA et al., 2016).
Este pode ser um dos motivos que expliguem as diferencas significantes encontradas
entre atletas e fisicamente ativos (CLARKE et al.,, 2014; ESTAKI et al., 2016;
PETERSEN et al., 2017).

Um topico ainda pouco explorado na Ml humana séo as complexas relagdes
entre os microrganismos residentes e transitorios, bem como a interacdo entre o
genoma do hospedeiro e 0 microbioma. Assim como observado que alteracfes
metabolicas (PEDERSEN et al., 2016; LIU et al., 2017b) e de composi¢do corporal
(TURNBAUGH et al.,, 2009; LIU et al.,, 2017b) estdo intimamente associadas a
composicdo da MlI, estudos em animais demonstraram que 0 genoma do hospedeiro
€ capaz de explicar até 50% ou mais das variagées na composi¢cao da Ml (ORG et
al., 2015; CHU et al., 2016). Neste tocante, estudos controlados com ratos adultos e
sedentérios demonstraram que a Ml também é influenciada pela capacidade aerdbia
intrinseca herdada (VO2méax) (COX-YORK et al., 2015; PEKKALA et al., 2017). Além
disso, estudos em humanos, tal como o presente estudo, observam uma associacao
positiva entre algumas bactérias intestinais e o VOgzpico (ESTAKI et al.,, 2016;
STEWART et al.,, 2017; ALLEN et al., 2017). Considerando o delineamento do
presente estudo, sugere-se que o aumento da capacidade aerébia também esta
envolvido nas mudancas observadas na composicdo da MI, embora ressalta-se a
necessidade de analises mais aprofundadas que possam confirmar esta relacéo.

Em suma, as mudancas promovidas pelo treinamento fisico aerébio proposto
no presente trabalho indicam para o efeito do treinamento fisico em direcdo a
equilibrar as proporc¢des dos diferentes OTUs. Em outras palavras, ha crescimento de
algumas bactérias comensais, tais como, da familia Lachnospiraceae, e das espécies
Lachnospira sp., Roseburia sp. e Bacteroides ovatus em detrimento da diminui¢céo de
outras, como a Bilophila sp e Sutturella. Juntanto esses achados com os dados de
rigueza de espécies e diversidade bacteriana, sugere-se que o treinamento fisico
aerobio realizado em intensidade moderada foi eficiente em minizar possiveis
interferéncias negativas do comportamento sedentario, tais como, aumento dos
géneros Ruminococcus, Bilophila, Dorea, Sutterella e Desulfovibrio (BRESSA et al.,
2017) e significativa reducdo das espécies comensais Lachnospira sp e
Faecalibacterium spp. como foi observado no GC.
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Levando em consideracdo as sugestfes e limitacbes acima mencionadas,
ressalva-se a necessidade de mais estudos controlados como o0 presente,
especialmente com maior propor¢do de individuos estudados e maior tempo de
treinamento fisico, visto que esta € uma é&rea cientifica em ascensdo capaz de
contribuir significativamente para o entendimento do papel da Ml sobre a saude

humana.
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8. CONCLUSAO

Dez semanas de treinamento fisico aerébio realizado em intensidade
moderada por adultos jovens previamente sedentarios e com auséncia de doencas
foi capaz de modificar a abundéancia dos grupos taxondminos bacterianos,
especialmente sobre familias, géneros e espécies, sem provocar grandes mudancgas
na a- e B-diversidade.

As principais mudancas em resposta ao treinamento foram aumento
significante da familia Lachnospiraceae e das espécies Bacteroides ovatus e
Roseburia sp., enquanto que reduziu a abundancia do género Lachnospira sp e de
bactérias pertencentes ao filo Proteobacteria, como por exemplo da espécie Bilophila
sp. Além disso, o grupo treinado, em média, apresentou maior abundancia de
bactérias comensais em comparacao ao controle ap6s 10 semanas de treinamento
fisico, tais como, Faecalibacterium, Roseburia, Lachnospira e Akkermansia.
Especialmente a familia Lachnospiraceae e o género Akkermansia se mostraram
positivamente associados ao VO2zpico.

Este € o primeiro estudo em nosso conhecimento até o presente momento a
demonstrar tais efeitos em homens sedentarios submetidos ao treinamento fisico

aerobio controlado.
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ANEXO 1
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO | | (:‘ | l
ESCOLA DE EDUCAGAO FiSICA E ESPORTE
LABORATORIO DE NUTRICAO E METABOLISMO APLICADOS A ATIVIDADE
MOTORA
PROJETO:

Efeito treinamento fisico aerdbio sobre a microbiota intestinal de humanos: um estudo
exploratdrio.
Instrucgoes:
* Obrigado por aceitar participar desta pesquisa! Marque o quadrado respectivo a pergunta em
cada questao ou responda no espago aberto, quando necessario;
*N&o precisa preencher os itens que véo de 6 a 13;

*Todas as informacdes serdo mantidas confidenciais. Data da Entrevista:
IDENTIFICACAO Cadigo:

1) Nome: 2) Telefone:

3) Data de Nascimento:

4) Peso Atual: Kg 5) Altura Atual: cm

Informacdes de Composicdo Corporal (Nao responder, sequir para a questao 14):

6) IMC: kg/mz  7) Fat: % Kg 8) Free Fat: %
Kg

9) TMB NEE 10) Massa Corporal: Kg

11) Volume Corp: L 12) Densidade Corp: Kg/L

13) Volume GT: LL

14) Frequéncia fecal: Diério 1x/dia U] Diério 2 ou mais vezes/dia [

5 a 6 vezes/semana [ Alternado dia sim, dia ndo [ 1 a 2x/semana [ <
1x/semana []
15) Ultimo uso de antibi6tico: =6 meses [ menos de 6 meses [
16) Ultimo uso de laxante: = 6 meses [ menos de 6 meses [
17) Usa algum tipo de medicamento ou suplemento de forma continua/controlada nos
ultimos 3 meses? Sim [ Nao [ Se sim, qual?

18) Faz uso de probidticos ou prebiéticos? Sim [ Néao [
Se sim, qual a marca e a frequéncia de uso?

19) Fumacigarro? Sim [J Né&o [

Se sim, qual a frequéncia (média de cigarros por dia e quantos dias por semanas ou
més)?
20) Bebe (alcool)? Sim [ Néo [

Se sim, qual a frequéncia (dias por semana)?
21) Apresenta intolerancia ou alergia alimentar?  Sim [0  N&o [

Se sim, qual?
22) Histoérico de doencas: (Marque X s6 se vocé apresenta alguma dessas doencas
abaixo)
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Doenca de Crohn [ Céancer de Célon [ Cancer do trato gastrointestinal [
Colitis I Doenga inflamatoria intestinal LI ~ Diabetes tipo 1 ou 2 [
Eczema topica ou dermatite [ Autismo [ Sindrome do intestino curto ou
irritavel [J
Hipertensao Arterial [ Gordura no figado [ Outra [] Qual?

23) Vocé mora com quantas pessoas na mesma casa (incluindo vocé)?

24) Vocé viajou para for a do pais alguma neste ultimo ano? Sim L N&o [
Se sim, quantas vezes? Se sim, por quanto tempo ficou fora?

25) Qual foi o seu tipo de parto? Parto Normal [] Parto Cesareo [ N&o sei [
26) Recebeu aleitamento materno apds o nascimento? Sim [ Nao [

Se sim, por quanto tempo (em média)?
27) E vegetariano ou segue algum tipo de dieta (dieta da proteina, paleo, etc)? Sim O
N&o [

Se sim, qual:
28) Quantas horas vocé dorme por noite, em média no ultimo més?

29) Como vocé classificaria seu sono da noite, em geral no ultimo més?
Muito bom [ Bom [  Média [ Ruim ]

30) Como vocé define seu nivel de stress do seu dia-a-dia no ultimo més?
Muito alto [J Alto [ Mediano [0  Baixo [J Muito baixo [J
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ANEXO 2

Quadro 2 — Sumaério de estudos que investigaram o efeito do treinamento fisico
sobre a composicao da microbiota intestinal em animais.

o Exercicio/ Populacéo/
Referéncia . Resultados
Duracao Grupos
Exercicio o . .
Matsumoto et - Animais: 1 [n-butirato] no ceco e 1 bactérias
voluntario; _
al. (2008) Ex X Sed produtoras de butirato apenas no Ex.
5sem
. Animais: 1 filo Proteobacteria no grupo Sed apos
) Exercicio
Choi et al. . Ex X Sed em PCB; grupo Ex apresentou menor aumento
voluntario; ] ) - )
(2013) . modelo com deste filo e foi positivamente correlacionado
sem
poluente (PCB) com diversidade da M.
_ . o Ex sem RC: 1 géneros Bifidobacterium e
Queipo- Exercicio Animais: ) _
. . Lactobacillus, grupo produtor de butirato B.
Ortuiio et al. | voluntario; Ex X Sed em . _ _ _
_ coccoides-E. rectale e riqueza microbiana #
(2013) 6 dias modelo de RC
do Sed e EX com RC.
1 filo Bacteroidetes e | Firmicutes,
. Animais: 1 familias Lachnospiraceae e
Exercicio ] ]
Evans et al. Untar Ex X Sed em Ruminococcaceae e | Lactobacillaceae em
voluntério;
(2014) 12 modelo de dieta ambos os grupos Ex LFD e HFD;
sem
LFD e HFD | filo Actinobacteria no Ex LFD;
1 B-diversidade no EX HFD (#).
1 filo Firmicutes, | Bacteroidetes e
Exercicio Animais: | Tenericutes e o género Streptoccocus em
Kang et al. aerbbio Ex X Sed ambos os grupos Ex ND e HFD; o perfil
(2014) MOD; em modelo de microbiano (clusters) mudou em resposta a
16 sem dieta ND e HFD | dieta e exercicio, mostrando-se # entre os 4
grupos.
- Animais: No Ex PI: | Streptoccocus no controle;
Exercicio
_ . Grupo Ex (basal Tgéneros Allobaculum e
Petriz et al. aerobio .
e Pl) em modelo | Aggregatibacter e Suturella nos
(2014) MOD; _ . - )
4 de doencas hipertensivos; 1 Firmicutes, géneros
sem

(controle,

Pseudomonas e Lactobacillus e as espécies
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hipertenséo e

Bifidobacterium animalis e Ruminococcus

obesidade) gnavus nos obesos;
1 a-diversidade nos 3 modelos, porém perfil
microbiano # nos obesos no Ex PI.
1 filo Firmicutes, 1 espécies Lactobacillus
Exercicio Animais: spp. e o Clostridium cluster IV e
Lambert et aerébio Ex X Sed |Bacteroides/Prevotella e espécies
al. (2015) LIT; com e sem Methanobrevibacter spp. nos dois grupos de
6 sem diabetes tipo 2 Ex; tespécies Bifidobacterium spp. apenas
no Ex controle.
Animais (fémeas | filo Firmicutes, 1Proteobacteria e
Exercicio Ovariectomiza- Cianobacteria, [familias Ruminococcaceae
Liu et al. voluntario; das): Ex X Sed e Lachnospiraceae no Ex LCR, o contrério
(2015) 11 sem em modelo LCR aconteceu no Ex HCR; 1 familia
e HCR, ambos Clostridiaceae e género Clostridium nos dois
com HFD grupos Ex.
o As mudangas causadas pelo exercicio
. Animais: . . ]
) Exercicio foram maiores no grupo Ex jovem, com 1filo
Mika et al. . Ex X Sed; Jovens . . o
voluntario; Bacteroidetes e |[filos Firmicutes e
(2015) X Adultos _ _
6 sem Proteobacteria, as quais permanecerem por
25 dias apos interrupcao do Ex.
o tordem Clostridiales e familia
. Animais: ] o
Exercicio Lachnospiraceae nos grupos EXx; 1 espécies
Campbell et . Ex X Sed o
voluntario; Allobaculum spp. e Clostridrium spp. no Ex
al. (2016) em modelo de o . . o
12 sem ] ND; 1 espécie Faecalibacterium prausnitzi
dieta ND e HFD
apenas nos grupos Ex.
Houve # na B-diversidade entre Sed HFD e
. Animais: Ex HFD sem # na a-diversidade; | filo
Exercicio . -
Welly et al. - Ex X Sed em Bacteroidetes nos grupos Ex; 1 familia
voluntario; ~
(2016) 8 modelo de HFD e | Streptococcaceae e o género Streptococcus
sem
RC e |Rikenellaceae no Ex HFD, mas nao no
Ex RC.
Exercicio Animais: o _ _
. 1 a-diversidade microbiana nos grupos Ex; 1
Denou et al. aerobio Ex X Sed _ _ _ _
filos Bacteroidetes, Actinobacteria, as
(2016) HIIT; em modelo de _ ~
_ ordens Bacteroidales e Dorea e o0 género
6 sem dieta ND e HFD
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Lactobacillus nos grupos Ex, # do Sed ND e
HFD.

Animais: Controle

Tanto HIIT quanto LIT provocaram mais
mudangas nos grupos ND (# apenas na [3-
diversidade); 1 filos Tenericutes e
Actinobacteria e 1 familias

Bifidobacteriaceae e Coriobacteriaceae e 1

Exercicio o o i
. X Sed X HIIT X | espécie Lactobacillus johnsonii no LIT ND; 1
Batacan et aerdbio o _
LIT em modelo Firmicutes no HIIT independentemente da
al. (2017) controlado _ ) o o o
12 de dieta ND e dieta; 1 da espécie Roseburia intestinalis no
sem
HFFD HIIT em comparagao ao Sed; 1 familia
Erysipelotrichaceae, Clostridiaceae e 1
espécies de Clostridium no HIIT e LIT
HFFD; 1 familia Lachonospiraceae no HIIT
ND.
a e B-diversidade = entre os grupos. 1 filo
Bacteroidetes e familias S24-7,
. Animais: Bacteroidaceae e Rikenellaceae no grupo
Exercicio . . o
Lamourex et ‘bi Ex voluntario X Ex voluntario. 1 filo Firmicutes e ordem
aerobio;
al. (2017) 8 Ex controlado Clostridiales no grupo Ex controlado e |
sem
MOD X Sed géneros Lactobacillus, Bacteroides e
Ruminococcus neste grupo em comparacao
ao Sed.
. 1 B-diversidade no grupo Ex; 1 familia
] Exercicio o ] ) R
Liu et al. - Animais: Erysipelotrichaceae e géneros
aerobio;
(2017a) 4 Ex X Sed Butyricimonas, Prevotella e Akkermansia no
sem

grupo Ex.

Legenda: n: nimero total de animais estudado; sem: semana; Ex: Exercicio/Exercitado; Sed:
Sedentério/baixo nivel de atividade fisica; [ ]: concentracdo; 1: aumento; | redugédo; #:
diferente (p<0.05); =: semelhante; PCB: Bifenilos Policlorados; MOD: exercicio de moderada
intensidade calculado a partir do VO2pico ou frequéncia cardiaca; Pl: pés-intervencéo; LIT:
treino de baixa intensidade; HIIT: treino intervalado de alta intensidade; RC: restricao calérica;
LFD: dieta com baixo teor de gordura; ND: dieta com distribuicdo normal de macronutrientes;
HFD: dieta com alto teor de gordura; HFFD: dieta com alto teor de gordura e de frutose; LCR:
baixa capacidade aerébia; HCR: alta capacidade aerdbia; AGCC: acidos graxos de cadeia

curta.
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Av. Professor Mello Moraes, 65
CEP 05508-030 - S&o Paulo - SP - Brasil
Fone: 55 11 3091-3077 Fax: 55 11 3812-4141



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA DE EDUCACAO FISICA E ESPORTE

3.2 Probidticos em Alimentos e Suas Implicacdes na Sallde Humana

Disciplina oferecida pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Docente responsével: Susana Marta Isay Saad e Raquel Bedani

O objetivo da disciplina foi oferecer aos alunos a oportunidade de aprofundar o
conhecimento dos diversos aspectos relacionados a suplementacdo de probioticos e sua atuacao
na salde humana. Foram sorteados artigos entre os alunos para serem apresentados no formato
de seminario, a fim de promover discussdo em sala de aula. Como avaliagdo final, os alunos
deveriam ministrar uma aula sobre algum assunto referente a temética da disciplina, além de
entregar a versdo escrita em formato de artigo de revisdo. Eu apresentei uma aula sobre a
suplementacdo de probiodticos sobre parametros de salde imunoldgica em idosos. Essa
disciplina me trouxe perspectivas para minha area de pesquisa e pude aprender muito com as
aulas e discussdes. Além disso, as professoras participavam ativamente das aulas, discutindo e
explicando sobre os assuntos abordados. A turma da disciplina foi reduzida, o que

proporcionou uma boa integracdo da mesma.

3.3 Aplicacoes e Implicacdes de Conceitos de Estatistica nos Estudos da Educacdo Fisica e

Esporte

Disciplina oferecida pela Escola de Educacéo Fisica

Docentes responsaveis: Luciano Basso

Tratou-se de uma disciplina interessante com destaque para discussdo dos conceitos
béasicos de Estatistica. De certa forma, o conteudo da mesma ndo foi inteiramente original para
mim porque ja eu conhecia alguns conceitos, no entanto, foi muito importante para que eu
pudesse relembrar e tornar a estudar estes conceitos basicos essenciais para melhor
compreender a Estatistica. No entanto, algumas aulas eram bem reflexivas, basicas e tedricas e
talvez isso tenha dificultado um melhor aprendizado da minha parte com relacdo a pratica, uma
vez que alguns dados do meu projeto necessitam de uma estatistica um pouco mais rebuscada.

Contudo, o professor Luciano apresenta uma boa didatica e esteve disponivel para davidas.
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3.4 Sinalizacdo Celular

Disciplina oferecida pela Instituto de Biociéncias

Docentes responséveis: Ana Maria de Lauro Castrucci

Apesar de ndo ter relacdo direta com meu projeto de pesquisa, essa disciplina foi
essencial para mim. A turma era reduzida, entdo sempre havia boas discusses nas aulas. Os
temas das aulas foram sorteados entre os alunos, entdo cada aluno ficou responsavel por
apresentar uma aula e, ao final, elaborar 3 perguntas sobre o tema para promover discussao. As
tarefas para casa contribuiram para as discussdes em aula. Essas discussdes eram muito
interessantes, uma vez que os alunos eram de departamentos e areas de pesquisa diferentes e
acrescentavam detalhes enriquecendo a discussdo em sala. O método de avaliacdo se baseou
nas tarefas de casa, artigos, discussdes em aula e apresentacdo do seminario. Além disso, a
professora e a monitora participavam ativamente das aulas e estavam sempre disponiveis para

davidas.

3.5 Fisiologia da Nutricdo |

Disciplina oferecida pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Docentes responsaveis: Fernando Salvador Moreno

Pelo fato de eu ser nutricionista, houve um grande interesse da minha parte em
aprofundar meus conhecimentos nessa area, uma vez que futuramente estarei atuando como
docente. Mas essa aula me surpreendeu. Os assuntos abordados foram bem divididos e bem
discutidos ao longo do periodo da disciplina. Os alunos eram responsaveis por criar uma
discuss@o sobre um artigo original e, em seguida, dar uma aula sobre o assunto previamente
sorteado. As aulas foram recheadas de discussdes bem produtivas e foi possivel aprender

bastante com elas. O professor € mais uma aluna de monitoria contribuiram muito com meu
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aprendizado, pois eles também apresentaram algumas aulas, participaram ativamente das

apresentacdes dos alunos e promoveram discussdes importantes acerca dos temas.

3.6 Redacdo Cientifica em Inglés com Foco na Publicacdo Internacional: do Texto ao Contexto

Disciplina oferecida pela Faculdade de Filosofia, Letras e Ciéncias Humanas

Docentes responsaveis: Marilia Mendes Ferreira

O meu interesse por essa disciplina se deu pelo fato de nds, universitarios brasileiros,
termos poucos incentivos e condicOes para aprender de fato a escrita inglesa. Apesar de ser um
processo que requer mais tempo e mais préatica, junto com o contato que ja tenho através dos
artigos que leio, essa disciplina contribuiu para 0 meu desenvolvimento na escrita em inglés. A
professora teve uma boa didatica e as aulas eram ministradas em inglés. A professora passou
algumas tarefas ao longo da disciplina e a avaliacdo final era feita com base em um texto que
cada aluno tinha que escrever em inglés. Tive a possibilidade de fazer reunides com monitores

do departamento, a fim de tirar davidas e obter ajuda na escrita.

3.7 Modelos Estatisticos de Medidas Repetidas Aplicadas a Educacéo Fisica

Disciplina oferecida pela Escola de Educacéao Fisica e Esporte

Docentes responsaveis: Carlos Ugrinowitsch

Essa disciplina foi importante para mim, uma vez que eu ja tinha conhecimento sobre
alguns conceitos béasicos, porém sentia ainda muita dificuldade em interpretar graficos, tabelas,
resultados e métodos de artigos, alem de mexer com softwares. O conteudo da disciplina era
complexo e se baseava no funcionamento do software SAS. A partir dessa disciplina comecei a
rodar alguns dados do meu projeto sozinha e com um capacidade de entendimento maior ao
final da disciplina do que quando comecei. O professor também apresentou uma oOtima didatica

e as tarefas para casa foram essenciais para manter a préatica e o estudo acerca do assunto.

3.8 Metodologia da Pesquisa Quantitativa
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Disciplina oferecida pela Escola de Educacéo Fisica e Esporte

Docentes responsaveis: Carlos Ugrinowitsch

Essa disciplina foi fundamental para esclarecer e aprofundar os conhecimentos acerca
da pesquisa cientifica e seus paradigmas em termos filosoficos e metodoldgicos. A turma era
bem interativa e o professor proporcionava discussdes acerca dos projetos e desenhos
experimentais dos alunos. A escrita também foi bastante trabalhada em aula através de tarefas
para casa e em sala de aula. Além disso, o professor investiu algumas de suas aulas em jogos
em grupos e praticas a fim de colocar em prética as discussdes e leituras das aulas. Considero

que foi uma disciplina muito boa.

3.9 Caracterizacdo Académica e Profissional da Educacdo Fisica e Esporte

Disciplina oferecida pela Escola de Educacéao Fisica e Esporte

Docentes responsaveis: Go Tani

A disciplina se baseou principalmente em discussfes entre o professor e a turma. Em
cada aula era abordado um tema especifico, o qual era apresentado por um grupo de alunos, em
seguida o professor reforcava a tematica e, apés, a turma também participava das discussoes.
Os assuntos discutidos em aula abordavam diversas tematicas que se relacionam com a posicao
do docente no cenario atual em termos de pesquisa, ensino e extensdo. Apesar de eu ser
nutricionista, envolvi-me bastante com as teméticas uma vez que tais discussdes também sao

comuns na pratica do profissional nutricionista, principalmente, no &mbito académico.

3.10 Anédlise de Dados de Microbioma

Disciplina oferecida pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Docentes responsaveis: Christian Hoffmann
Pensando principalmente no meu aprofundamento em termos de analises das amostras

do meu projeto, esta disciplina foi de grande valia. Nela pude conhecer formas de analise de
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dados do microbioma através do seu sequenciamento, preparagdo e tratamento dos dados brutos
até se chegar a classificacdo dos microrganismos presentes nas amostras de fezes. Elaborei um
trabalho em formato de artigo cientifico testando algumas hipoteses sobre atividade fisica e
composic¢do da microbiota intestinal, uma vez que ainda néo tinha os dados do meu projeto em
mdos. Esta atividade ajudou na prética e na escrita do meu projeto. Apesar de serem assuntos
complexos dentro do campo da bioinformatica, bioestatistica e microbioma abordados em curto

prazo, foi uma excelente disciplina.
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4. OUTRAS ATIVIDADES VINCULADAS AO PROGRAMA

4.1 Estagio do PAE (Programa de Aperfeicoamento de Ensino):

O estéagio foi realizado na disciplina de graduacdo Nutricdo e Atividade Motora, a qual
foi ministrada pelo professor Hamilton Roschel. No estagio pude ministrar uma sobre
“Vitaminas e minerais” ¢ uma mini-aula sobre “Aplicagdo de recordatdrios alimentar”, além de
participar ativamente das discussoes e da elaboragéo das tarefas e provas da disciplina. Foi um

aprendizado fundamental para trilhar a carreira de docéncia.

4.2 Escrita e publicacdo de artigos cientificos, resumos e capitulo de livro:

4.2.1 Artigo original intitulado como: "Dissatisfaction-related food behavior is
associated with a risk of eating disorders in physically active women”. Primeira autora. Ano:
2017. Publicado na revista Nutricion Clinica y Dietética Hospitalaria.

4.2.2 Artigo original intitulado como: “Prevaléncia de hipertensdo arterial e avaliagio
da ingestdo de sddio em uma Unidade de Alimentagdo e Nutri¢do do estado de Sergipe/Brasil”.
Segunda autora. Ano: 2017. Publicado na Revista da Associacdo Brasileira de Nutricdo
(RASBRAN).

4.2.3 Artigo de reviséo intitulado como: “Exercise, Nutrition and Gut microbiota:
possible links and consequences”. Terceira autora. Ano: 2017. Publicado na revista
International Journal of Sports and Exercise Medicine.

4.2.4 Artigo de reviséo intitulado como: “Colon epithelial cells luminal environment
and physiopathological consequences: impact of nutrition and exercise”. Segunda autora. Ano:
2017. Publicado na revista Nutrire.

4.2.5 Artigo de revisdao intitulado como: “Probiotics and sports: is it a new magic

bullet?”. Segunda autora. Ano: 2018. Publicado na revista Nutrition.
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4.2.6 Artigo de revisdo intitulado como: “An overview of nutritional strategies for
recovery process in sports-related muscle injuries”. Segunda autora. Ano: 2018. Publicado na
revista Nutrire.

4.2.7 Artigo de reviséo intitulado como: “Gut microbiota and diabetes™. Terceira autora.
Ano: 2018. Em processo de submisséo na revista Canadian Journal of Diabetes.

4.2.8 Capitulo de livro intitulado como: “Microbiota intestinal e probioticos:
aplicabilidade para praticantes de exercicio fisico e atletas”. Livro: Suplementagdo nutricional
no esporte. Grupo GEN (Grupo Editorial Nacional). Ano: 2018.

4.2.9 Capitulo de livro intitulado como: “Microbiota intestinal”. Livro: Nutricdo — do
exercicio fisico ao esporte da Série Sban. Editora Manole. Ano: 2018.

4.2.10 Resumo de congresso intitulado como: “30 days of probiotics supplementation:
The effect upon athletes immunity after a marathon race”. 42 autora. Local: American College
of Sports Medicine, Minneapolis. Ano: 2018. Sess&o: Egorgenic Aids VI - Other. Medicine &
Science in Sports & Exercise, 2018. v. 50. p. S605-S605.

4.2.11 Resumo de congresso intitulado como: “Alterations of Mood and gastrointestinal
symptoms in marathon athletes after probiotic supplementation”. 5° autora. Local: American
College of Sports Medicine, Minneapolis. Ano: 2019. Sessdo: Egorgenic Aids VI - Other.
Medicine & Science in Sports & Exercise, 2019. Aceito para apresentacao oral.

4.3 Participacdo em cursos, apresentacdo de trabalhos e exposicdo de aulas:

4.3.1 Participacdo do | Simpdsio de Pesquisa da Escola de Educacao Fisica e Esporte da
Universidade de S&o Paulo (EEFE-USP) em 2016;

4.3.2 Participacdo do IV Ciclo de Conferéncias em Educacdo Fisica e Esporte com a
palestra “Microbiota e exercicio fisico” (EEFE-USP) em 2016;

4.3.3 Participagdo do 3° Simposio Internacional intitulado “The 3rd Prof. Eric A.
Newsholme Research Symposium — Metabolic Regulation” no Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB-USP) em 2016;
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4.3.4 Participacdo do workshop de Publicacdo Cientifica da American Journal Experts
(AJE) na Faculdade de Economia, Administracdo e Contabilidade da Universidade de Sao
Paulo (FEA-USP) em 2016;

4.3.5 Participagdo do workshop Scientific of Writing, Presenting and Evaluating no Insituto
de Quimica da Universidade de Séo Paulo (IQ-USP) em 2016;

4.3.6 Participacdo do | Encontro de Bioenergética Aplicada ao Esporte e ao Exercicio
Fisico na Escola de Educacdo Fisica e Esporte da Universidade de Sao Paulo (EEFE-USP) EM
2016;

4.3.7 Participacdo do “Curso de Coletas de Materiais Bioldgico (tedrico e pratico)” pelo
Instituto Biomédico de Aprimoramento Profissional (IBAP) em 2017;

4.3.8 Participacdo da comissdo organizadora do Simpoésio Internacional sobre Exercicio
Fisico, Saude e Microbiota Intestinal (EEFE-USP) em 2016;

4.3.9 Participacdo como moderadora da Sessdo II: “The role of gut microbiota on diseases”
no Simpdsio Internacional sobre Exercicio Fisico, Saude e Microbiota Intestinal (EEFE-USP)
(2016);

4.3.10 Exposi¢do da aula tedrica e pratica intitulada “Alimentagdo, microbiota intestinal e
metabolismo energético” no Curso de Verdo da Escola de Educacdo Fisica e Esporte da
Universidade de Séo Paulo (EEFE-USP) em 2016;

4.3.11 Exposi¢ao da aula tedrica e pratica intitulada “Suplementag@o nutricional, atividade
fisica e microbiota intestinal” no Curso de Verdo da Escola de Educagdo Fisica e Esporte da
Universidade de Séo Paulo (EEFE-USP) em 2017,

4.3.12 Exposicdo da aula tedrica intitulada "Digestdo e Absor¢do de Proteinas” na
disciplina Fisiologia da Nutricdo | na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Séo Paulo (FCF-USP) em 2017;

4.3.13 Participagdo do Seminéario Internacional de Nutricio Esportiva no Centro
Universitario Sdo Camilo em 2017;

4.3.14 Participacdo do V Ciclo de Conferéncias em Educacdo Fisica e Esporte com a
palestra “Sport, ethics and education” (EEFE-USP) em 2017;
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4.3.15 Participacdo do V Ciclo de Conferéncias em Educacdo Fisica e Esporte com a
palestra “Exercicio e mitocondria” (EEFE-USP) em 2017,

4.3.16 Exposicdo da aula tedrica intitulada “Aspectos gerais da microbiota intestinal” no
Curso de Verao da Escola de Educacdo Fisica e Esporte da Universidade de Séo Paulo (EEFE-
USP) em 2018;

4.3.17 Exposicdo da aula teorica intitulada “Microbiota intestinal e exercicio fisico” no
Curso de Verao da Escola de Educacdo Fisica e Esporte da Universidade de Sdo Paulo (EEFE-
USP) em 2018;

4.3.18 Exposicdo da aula tedrica intitulada “Perda rapida de peso no emagrecimento e no
esporte” no Curso de Especializacdo em Nutricdo Aplicado ao Exercicio Fisico da Escola de
Educacao Fisica e Esporte da Universidade de Sao Paulo (EEFE-USP) em 2018;

4.3.19 Exposicao da aula tedrica intitulada “Microbiota intestinal, aspectos gerais e relagdo
com o exercicio fisico” no Curso de Especializacdo em Nutricdo Aplicado ao Exercicio Fisico
da Escola de Educacdo Fisica e Esporte da Universidade de S&o Paulo (EEFE-USP) em 2018;

4.3.20 Exposicdo da aula tedrica intitulada “Microbiota intestinal, aspectos gerais e relacéo
com o exercicio fisico” no Curso de Especializacdo em Nutricdo Aplicado ao Exercicio Fisico
da Escola de Educacdo Fisica e Esporte da Universidade de Séo Paulo (EEFE-USP) em 2018;

4.3.21 Participagdo da comissdo organizadora do evento “Meeting de Satde Intestinal:
aspectos nutricionais e do exercicio fisico” (EEFE-USP) em 2018;

4.3.22 Exposi¢do de aula em formato de palestra intitulada “Papel da alimentacdo e da
atividade fisica na constipagdo” no Meeting de Saude Intestinal: Aspectos nutricionais e do
exercicio fisico (EEFE-USP) em 2018.

4.4 Participagdo em projetos de pesquisa:

4.4.1 Participagdo no projeto: “Suplementacdo de probioticos, atividade imunologica e
periodo de recuperacdo pds-esforco extenuante”.
Pesquisador gerente: Geovana Silva Fogaga Leite

Pesquisador responsavel: Antonio Herbert Lancha Junior - EEFEUSP
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Participagéo na coleta de dados e discusséo dos dados.

4.4.2 Participagdo no projeto: “Suplementacdo de citrulina no ganho de forca em
sujeitos fisicamente ativos”.

Pesquisador gerente: Thiago Barros

Pesquisador responsavel: Daniela Caetano — UNIFESP (Campus Santos)

Participacdo na coleta de dados.

4.5 Outras atividades:
4.5.1 Monitoria no curso de P6s Graduacéo latu sensu:
Curso: Nutricdo Aplicada ao Exercicio Fisico

Professores responsaveis: Antonio Herbert Lancha Junior e José Cesar Rosa Neto

4.5.2 Orientacdo de Trabalho de Conclusdo de Curso no Curso de Especializacdo em

Nutricdo Aplicada ao Exercicio Fisico. Ano: 2017-2018. Temas:

4.5.2.1 “Consumo de carboidratos e sua relacdo com o desempenho de jogadores
de futebol”. Autor: Igor Hossamu Urushibata.

4.5.2.2 “O uso de adocantes contribui para a perda e/ou controle do peso
corporal em adultos?”. Autor: Aline Lamarco.

4.5.2.3. “Jejum Intermitente, Suas Formas e Possiveis Adaptacfes na Perda de
Peso, Perfil Lipidico e Nivel de Aderéncia em Individuos Eutréficos e Obesos”. Autor: Ricardo
Fausto Rancan Junior.

4.5.2.4 “Propriedades cardioprotetoras do cacau”. Autor: Fabiana Akemi
Tutibachi.

4.5.2.5 “Efeito da suplementacio de creatina em individuos vegetarianos
treinados”. Autor: Mariana Neiva Rodrigues.

4.5.2.6 “Relacéo entre microbiota intestinal e marcadores relacionados a doengas

cardiovasculares”. Autor: Deborah Lestingi.
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4.5.2.7 “Ingestdo de carboidratos por atletas de ragbi, basquetebol e futebol”.
Autor: Taina Ferreira dos Santos.

4.5.2.8 “Ingestdo de proteinas e risco de sobrepeso e obesidade em criangas e
adolescentes”. Autor: Renata Napchan.

4.5.2.9 “Coaching de bem-estar e salde como ferramenta para a mudanca
habitos alimentares na prevencdo de doengas”. Autor: Ana Caroline Cruvinel Melo.

4.5.2.10 “Probidticos como coadjuvantes no tratamento da Artrite Reumatoide”.

Autor: Adriana Pessoa de Mello.

5. SITUACAO NO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO

Dos 40 creditos exigidos em disciplinas, 20 créditos foram cumpridos ao longo do ano
de 2016, 32 créditos foram cumpridos ao longo do ano de 2017 e a disciplina “Analise de dados
de microbioma” contribuiu com mais 6 créditos, totalizando 58 créditos. Mesmo atingindo o
limite de créditos exigidos para o mestrado, foi considerado necessario cursar outras disciplinas
de interesse préprio e do projeto de mestrado.

O projeto de pesquisa o qual a aluna adentrou o programa de pds-graduacao, intitulado
“Efeito de 10 semanas de treinamento fisico aerdbio sobre a microbiota intestinal de humanos”
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Escola de Educaco Fisica e Esporte
e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) em 25/06/2015, sob nimero CAAE
44600215.2.0000.5391 (n° do parecer: 1.107.762).

Apbs isso, atividades relacionadas ao planejamento do projeto aconteceram desde o 1°
semestre de 2016 e estas foram cumpridas como planejado. No inicio do 2° semestre foram
conduzidos alguns testes-piloto com o objetivo de melhor caracterizar a intensidade do
treinamento a qual os participantes seriam submetidos na intervencdo da presente pesquisa.
Logo apos estes testes, iniciou-se o recrutamento dos voluntarios e verificacdo dos critérios de
elegibilidade. As coletas de dados foram concluidas no 2° semestre de 2017. O ano de 2018 foi

dedicado, principalmente, as analises dos dados dos projetos, as quais incluem analises

Av. Professor Mello Moraes, 65
CEP 05508-030 - S&o Paulo - SP - Brasil
Fone: 55 11 3091-3077 Fax: 55 11 3812-4141



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO | | ( :' I l
ESCOLA DE EDUCACAO FISICA E ESPORTE

experimentais em laboratorio, tabulacéo e tratamento dos dados, anélise estatistica e escrita da
dissertacdo. Em paralelo, foram realizadas outras atividades relacionadas a pds-graduacéo,
aprimoramento da escrita e pratica de docéncia as quais sdo detalhadas no tépico 4 do presente

documento.
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