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RESUMO

Oliveira, Jordan Teixeira. Cha verde versus Kombucha: potencial bioativo e efeitos no
tratamento da colite ulcerativa em camundongos. 2022. 111f. Disserta¢do. (Mestrado em
Nutricdo e Alimentos) — Programa de Pds-Graduagdo em Nutricdo e Alimentos, Faculdade
de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

A colite ulcerativa ¢ uma doenca inflamatoria intestinal caracterizada pela inflamacéo
espontanea e reincidente do célon. O cha verde e a kombucha séo bebidas com alto potencial
terapéutico, devido a sua alta concentragdo de compostos bioativos, que conferem as bebidas
elevado potencial antioxidante e anti-inflamatoéria. Deste modo, o presente estudo teve como
objetivo realizar a caracterizacdo fisico-quimica, antioxidante e enzimatica do cha verde e
da kombucha por meio de anélises de pH, acidez, teor de solidos, determinagdo de compostos
fendlicos, potencial antioxidante por meio dos métodos 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)
e pela reacdo as substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), e acdo enzimatica
(alfa-glicosidase), assim como avaliar seu potencial anti-inflamatério frente ao modelo de
colite ulcerativa induzida por acido acético (4%) em camundongos C57BL6 (n=72). Os
animais foram divididos randomicamente em seis grupos: controle (n=12), controle + cha
verde (n=12), controle + kombucha (n=12), acido acético (n=12), acido acético + cha verde
(n=12) ou &cido acético + kombucha (n=12). Os tratamentos com ch& verde ou kombucha
foram administrados por gavagem ao longo de 7 dias, sendo monitorado o consumo
alimentar (CA) e o indice de atividade da doenca (IAD). No 8° dia, os animais foram
eutanasiados e realizou-se a determinacdo dos niveis plasmaticos da proteina C reativa
(PCR) e andlises macroscopicas e microscopicas do colon. Como resultados, observou-se
gue a kombucha apresentou menor pH, maior teor de acidez e de sélidos comparada ao cha
verde. Quanto a concentracdo de compostos fendlicos totais pelo método Folin Ciocalteu,
ndo houve diferenca significativa entre as bebidas (p>0,05). Na analise antioxidante pelo
ensaio de DPPH observou-se que tanto o chd verde quanto a kombucha apresentaram
capacidade antioxidante significativa em remover o radical DPPH, quando comparados ao
controle; porém, quando analisada a inibicdo da peroxidacao lipidica por meio do método de
TBARS, observou-se que o cha verde apresentou capacidade antioxidante, ja a kombucha
exibiu capacidade pré-oxidante por este método. Ambas as bebidas apresentaram atividade
inibitoria significativa da enzima a-glicosidade, entretanto, o cha verde apresentou maior
percentual de inibicdo. Os tratamentos com cha verde e kombucha apresentaram efeito anti-
inflamatorio intestinal nos camundongos, reduzindo de forma significativa o escore
histoloégico e macroscopico de inflamagdo. Os tratamentos também reduziram os niveis
plasmaticos da PCR dos animais coliticos a niveis similares aos dos grupos controle. Com
base nas andlises histolégicas do célon, o tratamento com kombucha se mostrou 0 mais
eficaz, apresentando redugdo significativa no dano as criptas intestinais, além de atenuar a
perda das celulas caliciformes. Nenhum dos grupos apresentou alteracdes significativas
quanto ao CA e IAD. Com base nos resultados apresentados, pode-se concluir que tanto o
ché verde quanto a kombucha apresentam elevado potencial antioxidante e de inibi¢&o
enzimatica, assim como efeito terapéutico anti-inflamatorio na colite ulcerativa induzida em
camundongos.

Palavras chave: doenga inflamatdria intestinal; Camellia sinensis; polifendis; acido acético;
cha fermentado.



ABSTRACT

Oliveira, Jordan Teixeira. Green tea versus Kombucha: bioactive potential and its effects
in the treatment of ulcerative colitis in mice. 2022. 111f. Dissertation. (Master in Nutrition
and Food) - Graduate Program in Nutrition and Food, Faculty of Nutrition, Federal
University of Pelotas, Pelotas, 2018.

Ulcerative colitis is an inflammatory bowel disease characterized by spontaneous and
relapsing inflammation of the colon. Green tea and kombucha are beverages with high
therapeutic potential, due to their high concentration of bioactive compounds, which gives
its high antioxidant and anti-inflammatory potential. Thus, the present study aimed to carry
out the physical-chemical, antioxidant and enzymatic characterization of green tea and
kombucha through analyzes of pH, acidity, total solids content, determination of phenolic
compounds, antioxidant potential through the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay
and by the reaction to thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) method, and
enzymatic action (alpha-glucosidase), as well as to evaluate its anti-inflammatory potential
against the model of induced ulcerative colitis by acetic acid (4%) in C57BL6 mice (n=72).
The animals were randomly divided into six groups: control (n=12), control + green tea
(n=12), control + kombucha (n=12), acetic acid (n=12), acetic acid + green tea (n=12 ) or
acetic acid + kombucha (n=12). Treatments with green tea or kombucha were administered
by gavage over 7 days, with food intake (FI) and disease activity index (DAI) being
monitored. On the 8th day, the animals were euthanized and the determination of plasma
levels of C-reactive protein (CRP) and macroscopic and microscopic analysis of the colon
were performed. As a result, it was observed that kombucha had lower pH, higher acidity
and total solids content compared to green tea. As for the concentration of total phenolic
compounds by the Folin Ciocalteu method, there was no significant difference between the
beverages (p>0.05). In the antioxidant analysis by the DPPH assay, it was observed that both
green tea and kombucha showed significant antioxidant capacity in removing the DPPH
radical, when compared to the control; however, when analyzing the inhibition of lipid
peroxidation using the TBARS method, it was observed that green tea showed significant
antioxidant capacity, whereas kombucha showed pro-oxidant capacity by this method. Both
beverages showed significant inhibitory activity of the a-glucosidase enzyme, however,
green tea showed a higher percentage of inhibition. Green tea and kombucha treatments
showed intestinal anti-inflammatory effect in mice, significantly reducing the histological
and macroscopic inflammation score. The treatments also reduced the plasma CRP levels of
the colitic animals to levels similar to those of the control groups. Based on histological
analysis of the colon, kombucha treatment proved to be the most effective, showing a
significant reduction in intestinal crypt damage, in addition to attenuating the loss of goblet
cells. None of the groups showed significant alterations in terms of FI and DAI. Based on
the results presented, it can be concluded that both green tea and kombucha have high
antioxidant and enzyme inhibition potential, as well as an anti-inflammatory therapeutic
effect in induced ulcerative colitis in mice.

Key words: Camellia sinensis; inflammatory bowel disease; polyphenols; Acetic Acid,;
fermented tea.
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RESUMO

A colite ulcerativa é uma doenca inflamatdria intestinal caracterizada por inflamacéo
recorrente e cronica que afeta a qualidade de vida dos pacientes. O tratamento atual envolve
a utilizacdo de aminossalicilatos, antibidticos, corticosterdides, imunossupressores e
anticorpos de antifator de necrose tumoral, os quais apresentam diversos efeitos colaterais.
Acredita-se que a ruptura da barreira intestinal e o desequilibrio da microbiota tenha como
consequéncia o desencadeamento do processo inflamatorio. A kombucha € uma bebida
resultante da fermentacdo do cha verde ou chéa preto (Camellia sinensis) adocado, contendo
um consorcio simbidtico de bactérias e leveduras como indculo, também conhecido como
SCOBY. Estudos demonstram as diversas propriedades benéficas de seus componentes para
a salde, como acdo antimicrobiana, antioxidante, anti-hiperglicémica, anti-hiperlipémica e
anti-inflamatoria. Sendo assim, este estudo tem como objetivo identificar e quantificar os
compostos bioativos presentes na kombucha, avaliando seu efeito no combate do processo
inflamatdrio e estresse oxidativo frente ao modelo de colite ulcerativa induzida por acido
acético (AA), bem como a determinagdo dos parametros bioquimicos e histoldgicos in vivo.
A kombucha e o cha verde serdo caracterizados quimicamente por meio da analise de
compostos fendlicos totais pelo método Folin-Ciocalteau, compostos fendlicos individuais
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), capacidade antioxidante pelo método
de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e substancias reativas ao &cido tiobarbitlrico
(TBARS), determinacdo do pH, da acidez e do contetudo de acido acético, avaliacdo da
inibicdo da atividade da enzima alfa glicosidase, além de ensaio de citotoxicidade da
kombucha. No estudo in vivo, camundongos machos e fémeas da linhagem C57BL/6 serdo
divididos entre os grupos controle positivo (animais que receberdo inducgéo de colite com
AA)), controle negativo (animais que ndo receberdo inducdo de colite aguda e sem
tratamento), tratamento 1 (animais coliticos que receberdo kombucha) e tratamento 2
(animais coliticos que receberdo cha verde). Nos grupos controle positivo, tratamento 1 e
tratamento 2 a inducgdo da colite ulcerativa serad induzida por AA durante sete dias na agua
de beber dos animais. Nos grupos tratamento, os animais receberdo kombucha ou chéa verde
por gavagem entre 0 1° e 7° dia. Sera verificado o Indice de Atividade da Doenga (IAD)
diariamente, a fim de verificar a evolucdo da doenca. Apds a eutanasia dos animais, que
ocorrera no 8° dia, serdo analisados 0s parametros macroscopicos e microscopicos da
mucosa coldnica. Na avaliacdo do estresse oxidativo, serdo dosadas as substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS), catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), expressdo génica das citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-1R) e atividade da
enzima mieloperoxidase. Espéra-se encontrar maior quantidade de compostos fendlicos e
maior capacidade antioxidante e antiinflamatéria com o tratamento com kombucha em
relacdo ao tratamento com ché verde. Portanto, este estudo é de grande importancia, devido
a escassez de estudos que avaliem os efeitos da administracdo de kombucha no tratamento
da colite ulcerativa, além da necessidade de terapias alternativas que nao apresentem tantos
efeitos colateirais adversos.

Palavras-chave: Camellia sinensis, colite ulcerativa, compostos bioativos, doenca
inflamatoria intestinal.
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2 INTRODUCAO

As doencas inflamatdrias intestinais (DII) caracterizam-se por alteracoes
inflamatdrias crénicas envolvendo o trato gastrointestinal. Embora os dois principais
subtipos de DII, doenca de Crohn e colite ulcerativa compartilhem caracteristicas
semelhantes, a doencga de Crohn se diferencia da colite ulcerativa pela localizagéo das lesdes,
alteraces histologicas e comportamento da doenga (Lemberg e Day, 2015).

A doenca de Crohn pode ocorrer desde a boca até o anus e é uma doenca transmural,
ou seja, acomete todas as camadas teciduais do trato digestivo. Ja a colite ulcerativa é mais
prevalente que a doenga de Crohn, e é caracterizada por inflamag&o espontanea e reincidente
no colon apenas, estando associada a alteraces funcionais, como na motilidade e transito
intestinal, que podem contribuir para dor abdominal e diarreia relatada pelos pacientes. Além
disso, a inflamacao afeta as camadas superficiais da parede intestinal (mucosa e submucosa),
com consequente infiltracdo de células polimorfonucleares e plasmdcitos com posterior
edema, hemorragia e necrose epitelial (Deroche et al., 2014).

O tratamento da DII inclui um grande nimero de farmacos, dentre os quais estao o0s
aminossalicilatos, os glicocorticoides, os imunossupressores, além da terapia bioldgica
(Morrison et al., 2009; Sandborn et al., 2014). Considerando que 0s pacientes precisam de
tratamento ao longo da vida e muitas das terapias disponiveis possuem diversos efeitos
colaterais secundarios, a busca de novas abordagens é crescente e necessaria (Del Carmen
etal., 2017). Tratamentos que alteram a composic¢édo e/ou atividade de microbiota intestinal,
como intervengbes com probiodticos e prebidticos, podem constituir como uma opc¢éo
terapéutica alternativa (Hooper et al., 2012; Ambalam et al., 2016).

Os alimentos contém diversas substancias que exercem efeitos benéficos a salde,
com grande potencial terapéutico para melhorar a satde publica e o bem-estar da populacéo.
Seus beneficios medicinais tém sido explorados ha séculos, e estudos epidemioldgicos
mostram uma ligagdo entre o consumo de alimentos derivados de plantas e uma série de
beneficios para a satde (Gul et al., 2015).

Entre os derivados das plantas, destaca-se o cha verde, uma bebida milenar muito
consumida ao redor do mundo, produzida a partir das folhas e brotos da Camellia sinensis,
apresentando diversos beneficios a sadde. Por ser rico em compostos bioativos, possui alto
poder antioxidante e antiinflamatorio, apresentando efeito protetor em varias doencas
crbnicas, como nas cardiovasculares, respiratorias, cancer, diabetes e hipertensdo arterial

sistémica. Também ha evidéncias de que o cha possa apresentar beneficios como atividade



antibacteriana e antiviral, nas doencas inflamatdrias intestinais, doencas cognitivas, doencas
periodontais, entre outras (Cabrera et al., 2006; Barbalho et al., 2019).

Ja a kombucha, é uma bebida fermentada obtida por meio da fermentacdo do cha
verde ou ché preto adogado com bactérias simbidticas e leveduras osmofilicas (Amarasinghe
etal., 2018). A bebida adquiriu grande popularidade devido as suas vérias alegacdes e alguns
efeitos farmacolOgicos estabelecidos. Acredita-se que a maioria dessas propriedades
benéficas possa ser atribuida aos polifendis, acidos organicos e uma série de outros
ingredientes que sdo inerentes as matérias-primas ou sdo produzidos como resultado da
fermentagdo microbiana (Bhattacharya et al., 2016).

Com base na necessidade de pesquisas sobre métodos alternativos que apresentem
menores efeitos colaterais no tratamento da colite ulcerativa, assim como a escassez de
estudos gue avaliem o efeito da kombucha como fonte terapéutica para a doenca, o presente
estudo tem como objetivo avaliar o potencial efeito anti-inflamatério intestinal e
antioxidante da kombucha e do cha verde no modelo de colite ulcerativa induzida com &cido
acetico em camundongos, assim como quantificar os compostos bioativos presentes em

ambas bebidas.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais
3.1.1 Estudo 1 (in vitro):
Avaliar a capacidade antioxidante e identificar e quantificar os compostos bioativos

presentes na kombucha e no ché verde.

3.1.2 Estudo 2 (in vivo):

Avaliar o efeito intestinal da kombucha e do cha verde, no sentido de minimizar o
processo inflamatorio e estresse oxidativo frente ao modelo de colite ulcerativa induzida por
Acido Acético (AA) em modelo animal, bem como a determinagdo dos pardmetros

bioquimicos e histologicos.

3.2 Objetivos especificos
3.2.1 Estudo 1 (in vitro):
a) Avaliar o contetdo de compostos fendlicos totais e individuais da kombucha e do

cha verde.



b) Avaliar a atividade antioxidante da kombucha e do cha verde.

c) Avaliar o potencial citotoxico da kombuca e do cha verde.

3.2.2 Estudo 2 (in vivo):

a) Avaliar a inflamacéo colnica nos animais tratados com kombucha e cha verde
por intermedio da histologia.

b) Determinar os niveis de malonaldeido nos animais tratados com kombucha e cha
verde.

c) Determinar a atividade das enzimas antioxidantes intestinais CAT, SOD e GPx no
tratamento com kombucha e ch verde.

d) Verificar a expressdo das citocinas pro-inflamatérias como IL-18, IL-6, TNF-a. no
célon dos animais tratados com kombucha e cha verde.

e) Avaliar a atividade da enzima mieloperoxidase no célon dos animais tratados com

kombucha e cha verde.

4 HIPOTESES
4.1 Estudo 1 (in vitro):

Serd observada maior quantidade de compostos fendlicos e, consequentemente,
maior atividade antioxidante na kombucha em relacdo ao extrato de cha verde.

4.2 Estudo 2 (in vivo):

Seré observada maior diminui¢do da inflamacdo do cdlon, da atividade da enzima
mieloperoxidase, dos niveis de Malonaldeido (MDA), e menor expressdo das citocinas
inflamatorias 1L-1R, IL-6 e TNF-o. nos animais tratados com kombucha em relacdo ao
tratamento com o extrato de ché verde.

Seré observado maior atividade das enzimas Catalase (CAT), Superoxido Dismutase
(SOD) e Glutationa Peroxidase (GPx) nos animais tratados com kombucha em relacédo ao

extrato de ché verde.
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5 REVISAO BIBLIOGRAFICA
5.1 Alimentos funcionais

A definicdo de alimento funcional é originéria do Japdo, datada em 1984, quando foi
utilizado pela industria para descrever alimentos fortificados com ingredientes especificos,
inferindo-lhes efeitos benéficos a saude. Portanto, eles exercem efeitos que vao além de
nutrir, sendo utilizados na prevencdo e tratamento de doencas (Bianco, 2008).

Segundo Castro (2003) ha trés critérios para que um alimento seja classificado como
funcional, conforme defini¢cdo proposta pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA):

a) N&o ser apresentado em cépsulas, comprimidos ou suplementos, portanto, de
ocorréncia natural;

b) Ser consumido como parte da dieta diéria;

c) Regular um processo metabdlico especifico, como aumento dos mecanismos de
defesa bioldgica, aumento da resisténcia, prevencdo de doencas, controle das condicdes
fisicas naturais ou envelhecimento e outros.

Para que esses alimentos sejam eficazes é necessario consumi-los regularmente e
associados a uma alimentacdo balanceada, que forneca todos os nutrientes essenciais ao
organismo. Embora os alimentos funcionais tenham sido usados como medicamentos
tradicionais no tratamento de doencas cronicas por varios séculos, sdo descobertas cientificas
modernas que estdo estabelecendo os beneficios dos alimentos funcionais e dos compostos
bioativos para a saude, e que fornecem os mecanismos subjacentes de suas a¢des, conforme
demonstrado na Tabela 1 (Hur et al., 2012; Larussa et al., 2017).
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Tabela 1 — Ingredientes funcionais, fontes e beneficios.

Ingrediente Funcional Fonte Beneficios

Antocianinas, catequinas, Ché; vinho, semente e suco deAtividade antioxidante, inibicdo da

cianidinas, flavondis, uva; bagas; berinjela oxidacdo do LDL, sequestradores de

miricetina e quercetina superdxido

Flavonoides (flavonas, Cha, aipo, salsa, citricos,Antioxidante, antiproliferativo, anti-

flavanonas, flavonodis e  cebola, vagem, alguns feijdes,hipertensivo, anticarcinogénico,

flavan-3-ols) cacau, chocolate, tomate, macaantitrombdtico, parada do ciclo celular,
e bagas inducdo de enzimas da fase 2, inibicéo das

enzimas da fase 1, inibicdo da oxidacédo do

LDL, melhora do tdnus vascular

Acidos fendlicos Cha, café, frutas, azeite deAntiinflamatorio
oliva extra virgem
Epigalocatequina galato Cha Anticarcinogénico, antioxidante
Probidticos Alimentos fermentados Saude do trato intestinal, modulacdo da
imunidade

Fonte: Mukhtar e Ahmad (2000); Ferrari (2007); Gry et al. (2007); Patil (2009); Shahidi (2009); Kaur e Das
(2011).

5.2 Probidticos

Probidticos sdo microrganismos Vvivos que, quando ingeridos em quantidades
suficientes, sdo capazes de produzir efeitos benéficos ao hospedeiro (Giorgetty et al., 2015;
Shadnoush et al., 2015). Estes beneficios podem ser adquiridos sob diferentes formas:

a) Alguns probidticos, como os lactobacilos e bifidobacterias, induzem a produgdo e
secrecao de diferentes substancias com propriedades bactericidas. O &cido latico produzido
pelos lactobacilos diminui o pH luminal, o que resulta na inibicdo do crescimento de
bactérias Gram-negativas. O mesmo ocorre quando o0s probioticos aumentam a producao de
acidos graxos de cadeia curta (Giorgetty et al., 2015; Shadnoush et al., 2015);

b) Deslocamento de micro-organismos nocivos da interface lumén-mucosa ao
competir pelos locais de ligacdo na superficie epitelial e camada mucosa, o que pode ser
atingido através da B-defensina produzidas por alguns probidticos (Sougioultzis et al., 2006;
Shadnoush et al., 2015;);

¢) Modulagéo da imunidade da mucosa intestinal ao promover o desenvolvimento de
células T reguladoras e, consequentemente, da producdo de citocinas antiinflamatorias IL-
10 e TGF-B (Giorgetty et al., 2015; Shadnoush et al., 2015).

d) Melhora da funcéo da barreira intestinal por meio da regulacdo da homeostasia do
epitélio, além de diminuir a permeabilidade intestinal a microorganismos e outros antigenos,

atuando sobre as tight junctions (Giorgetty et al., 2015; Shadnoush et al., 2015).
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Pesquisas com probidticos buscando avaliar seu efeito antioxidante estdo sendo
realizadas, visando protecédo contra os radicais livres e retardo do aparecimento e evolucdo
de doencas, por meio de formas naturais e seguras para administracdo em humanos (Wang
et al., 2017). Estudos indicam que o consumo de probioticos de forma isolada ou de
alimentos adicionados podem exercer efeito na reducdo do dano oxidativo, na taxa de
eliminacdo de radicais livres e na modificagdo/modulagdo da atividade de enzimas
antioxidantes (Mishra et al., 2015; Wang et al., 2017). Na Tabela 2 estdo dispostos alguns

beneficios exercidos pelos probidticos e seus respectivos mecanismos e causas.

Tabela 2 — Beneficios dos probi6ticos e seus possiveis mecanismos de acao.

Beneficios Possiveis mecanismos de acao
Melhor digestibilidade Degradacdo parcial das proteinas, lipidios e carboidratos.
Melhor valor nutritivo Aumento dos niveis de vitaminas do complexo B e de alguns

aminodcidos essenciais, como metionina, lisina e triptofano.
Melhor digestdo/utilizacdo da  Redug&o de lactose no produto e maior disponibilidade de lactase.
lactose
Acdo antagonica contra agentes Distdrbios tais como diarreia, colites da mucosa e ulcerosa,

patogénicos entéricos diverticulite e colite antibidtica controlados pela acidez;
Inibidores microbianos e inibicdo da adesdo e ativagdo de
patdgenos.

Colonizagdo do intestino Sobrevivéncia ao &cido gastrico, resisténcia a lisozima e a tenséo

superficial do intestino, adeséo ao epitélio intestinal, multiplicacdo
no trato gastrointestinal, modulagdo imunitaria.

Acdo anticarcinogénica Conversdo de potenciais pré-carcinogénicos em compostos menos
perniciosos;
Estimulagdo do sistema imunitario.

Acéo hipocolesterolémica Producdo de inibidores da sintese do colesterol;

Utilizacdo do colesterol por assimilacdo e precipitacdo como sais
biliares desconjugados.

Modulagdo imunitaria Melhor produgdo de macrdfagos, estimulagdo da producdo de
células supressoras.

Fonte: Kalantzopoulos (1997); Holzapfel e Schillinger (2002); Kaur et al. (2002); Moraes e Colla (2006).

A guantidade e frequéncia do consumo de probioticos necessarios para fornecer o0s
beneficios funcionais a estes atribuidos dependerdo da linhagem do microrganismo em
questdo e do efeito bioldgico desejado (Champagne et al., 2005). No Brasil, a legislacdo
estabelece a quantidade minima viavel de micro-organismos probi6ticos na faixa de 108 a
10° Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) na recomendagc&o diaria do produto pronto para
0 consumo. Tal valor equivale a 8-9 log UFC por porc¢do do produto (Anvisa, 2008). Os
probidticos estdo disponiveis nas formas naturais (leite fermentado, iogurte, queijos, kefir,

kombucha, chucrute, tempeh, natto, missé, kimchi, sucos fortificados e outros alimentos de
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origem vegetal fermentados) e prepara¢Ges farmacéuticas, podendo ser constituido de um
Unico ou de um conjunto de micro-organismos (Stefe et al., 2008; Dimidi et al., 2019).

5.3 Prebidticos

Os prebiodticos sdo ingredientes alimentares ndo digeriveis que promovem alteracdes
especificas na composicdo e/ou atividade da microbiota gastrointestinal por meio do
metabolismo de bactérias no intestino, conferindo beneficios a satide do hospedeiro (Bindels
et al., 2015). Rodriguez et al. (2003) citam alguns requisitos para incluir um alimento como
prebidtico: ser de origem vegetal, ser parcialmente fermentavel por bactérias, ndo ser
hidrolisado por enzimas digestivas, ser parte de um conjunto heterogéneo de moléculas
complexas, nao ser absorvido na parte superior do trato gastrintestinal e ser osmoticamente
ativo.

Os carboidratos ndo-digeriveis como a lactulose, a inulina e diversos
oligossacarideos sdo exemplos de substancias prebidticas fermentaveis pelas bactérias do
colon (Cummingns e Macfarlane, 2002). Foi confirmado que o consumo de fruto-
oligossacarideos ndo digeriveis exercem impacto positivo sobre bifidobactérias, além disso,
compostos fenolicos nos chas podem afetar a composicao de bactérias intestinais, incluindo
a repressao de potenciais patdgenos, enquanto promove o0 crescimento seletivo de bactérias
benéficas (Kemperman et al., 2010; Tuohy et al., 2012). Para garantir o estimulo da
multiplicacdo de bifidobactérias de forma relevante no célon, recomenda-se doses diarias a
partir de 4 a 5 g, chegando até 20g, que sdo eficientes quando administradas durante pelo
menos 15 dias (Komatsu et al., 2008).

Diferentes grupos de micro-organismos sdo necessarios para a fermentagdo de
polimeros complexos, tais como polissacarideos e proteinas no coldn. Os principais produtos
de fermentacdo bacteriana no co6lon sdo os &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), que
exercem efeitos benéficos como alivio da constipagdo, melhora da absorcdo de minerais,
reducdo do nivel de glicose no sangue, nutri¢do do enterdcito, regulacdo do metabolismo dos
lipidios, diminuicdo da incidéncia de cancer do colon e a modulacdo do sistema imunoldgico.
Outros efeitos incluem a inibicdo de bactérias patogénicas e o “efeito barreira”, que limita o
numero de locais de adesdo disponiveis no intestino (Roberfroid et al., 2010; Gullén et al.,
2014).
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5.4 Simbioticos

Os simbioticos sdo formados pela associacdo de um ou mais probidticos com um ou
mais prebioticos. Os prebidticos e probidticos tém acdes sinérgicas, e acredita-se que
associados tenham um efeito potencializado sobre a satde do hospedeiro (Bengmark e
Urbina, 2005).

O uso de simbioticos favorece o equilibrio da microbiota e otimiza o sistema
imunoldgico intestinal, diminuindo a incidéncia de infeccbes, devido aos probidticos
aumentarem os linfécitos circulantes e citocinas, que estimulam a fagocitose. Os prebioticos
por sua vez, aumentam a liberacdo de altos niveis de acido lactico, através da fermentacéo,
promovendo consequente reducdo do pH do colon (Saavedra, 2001; Fooks e Gibson, 2002).

Moroti et al. (2012) verificaram que a suplementacdo com simbioticos em idosos
com diabetes tipo 2 resultou na reducéo da glicemia e no aumento dos niveis de HDL de
forma significativa. J& em um estudo realizado por Steed et al. (2008), verificou-se que 0s
simbidticos foram capazes de reduzir processos inflamatdrios na mucosa intestinal,

possuindo potencial para induzir a remissdo da DII.

5.5 Compostos Fendlicos e Antioxidantes

Os compostos fendlicos sdo os metabo6litos secundarios mais encontrados nas
plantas, sendo originados ao longo de todo o processo metabolico. Essas substancias
fenolicas ou polifendis, contém inUmeras variedades de compostos: flavondides simples,
acidos fenolicos, flavondides complexos e antocianinas (Babbar et al., 2014). Geralmente
estdo relacionados as respostas de defesa na planta. No entanto, os metabdlitos fendlicos
desempenham um papel importante em outros processos, por exemplo, incorporando
substancias atraentes para acelerar a polinizacao, coloracédo para camuflagem e defesa contra
herbivoros, bem como atividade antibacteriana e antifingica (Alasalvar et al., 2001; Edreva
et al., 2008). Os compostos fendlicos possuem importantes propriedades biologicas e
farmacologicas. A bioatividade destes compostos pode estar relacionada a sua capacidade
de quelar metais, inibir lipoxigenase, sequestrar radicais livres e assim inibir 0s processos da
oxidagdo em certos sistemas, entre outras (Decker, 1997).

Os radicais livres séo classificados como grupos de atomos ou moléculas altamente
reativas contendo um ou mais elétrons ndo pareados. Possuem a capacidade de doar ou
ganhar elétrons de outras moléculas na tentativa de emparelhar seus elétrons, gerando uma

espécie mais estavel, sendo normalmente produzidos em organismos vivos. Estudos em
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animais comprovaram que quando produzidos em concentracdes fisioldgicas, as espécies
reativas de oxigénio (EROs) se comportam como importantes mediadores de quase todas as
funces celulares (Sari et al., 2012). Os radicais livres e oxidantes podem ser prejudiciais ou
Uteis para o corpo, pois desempenham um papel duplo como compostos toxicos e benéficos.
S&o produzidos a partir de metabolismos celulares normais ou de fontes externas (poluigéo,
fumaca de cigarro, radiagdo, medicamentos, entre outros). Quando ocorre uma sobrecarga,
ndo podendo ser gradualmente destruidos, o acumulo desses radicais livres gera um
fendmeno chamado estresse oxidativo (Pham-Huy et al., 2008).

A geracdo de radicais livres, fisiologica ou ndo, é normalmente equilibrada pela acéo
dos antioxidantes enddgenos e exdgenos (Ou et al., 2002). As principais defesas enzimaticas
antioxidantes sdo a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx) (Damiani, 2006). Também fazem parte dessas substancias as vitaminas C e E, os
carotendides, enzimas, além dos compostos fenolicos, que atuam como antioxidantes nao-
enzimaticos (Jacques e Zambiazi, 2011). O acimulo desses radicais livres tém sido indicados
como um dos responsaveis pelo envelhecimento, desenvolvimento de doencas degenerativas
como cancer, doencas cardiovasculares e disfuncdes cerebrais (Pereira e Cardoso, 2012).

Vaérios estudos apontam que 0s compostos fendlicos possuem atividade antioxidante
como resultado da sua capacidade de resgate dos radicais livres. Também melhoram os
sistemas antioxidantes endogenos, pela sua acdo quelante de ions metalicos, evitando assim
a formacdo dos radicais. Estes compostos também sao conhecidos ndo so6 pela capacidade de
ceder hidrogénio ou elétrons as espécies reativas, reduzindo deste modo a reatividade das
EROs pelo emparelhamento dos seus elétrons, mas também por serem radicais
intermediarios estaveis das reacdes (Lucas-Abellan et al., 2011).

Além dos polifendis, os probidticos do grupo das bactérias acido lacticas também sao
candidatos com capacidade para a producdo de alimentos funcionais ou suplementos
antioxidantes naturais (Kim et al, 2006; Liu et al., 2010). Tem sido relatado que alguns
probidticos podem aumentar a atividade de enzimas antioxidantes ou modular o estresse
oxidativo circulatoério que protege as células contra danos induzidos por carcindgenos
(Kumar et al., 2010). Alguns autores consideram que 0s probidticos exercem seus efeitos de
protecdo contra 0 estresse oxidativo pelo restabelecimento da microbiota intestinal. A
maioria das bactérias acido lacticas tém sistemas de eliminacdo de radicais livres de
oxigénio. Alguns lactobacilos possuem atividade antioxidante e sdo capazes de diminuir o

risco de acimulo de EROs durante a ingestao de alimentos (Forsyth et al., 2009; Nardone et
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al., 2010).

5.6 Cha Verde

O chéa verde € uma bebida de origem chinesa que ganhou muita popularidade ao redor
do mundo nos Gltimos 2000 anos. Preparado a partir das folhas e brotos da Camellia sinensis,
planta que também da origem ao ché preto, branco, amarelo, pu-erh e oolong, é hoje a
segunda bebida mais consumida no mundo, ficando atras apenas da dgua. Diferentemente
do cha preto, o cha verde nao sofre processo de fermentacéo de suas folhas, passando apenas
pelo processo de desidratacdo, para entdo ser preparado por ifusdo em agua quente,
possuindo maior teor de catequinas que os demais chas (Cabrera et al., 2006; Sharangi, 2009;
Liu et al., 2020). Cerca de 70% dos polifendis presentes no cha verde sdo catequinas (no cha
preto essa concentracdo é de cerca de 30%), sendo a mais abundante a epigalocatequina
galato (EGCG), responsavel por 32% do seu poder antioxidante e pela maioria de seus
beneficios, sendo que em uma xicara de cha verde contém cerca de 20-200mg de EGCG. O
cha também € rico em catequinas como a catequina, epicatequina, epicatequina galato,
galocatequina e epigalocatequina, além de compostos como o acido cafeico, cafeina, acido
cumarico, acido galico, kampeferol, miricetina, rutina, quercetina e acido quinico (Moore et
al., 2009; Luk et al., 2020), que conferem ao cha muitos beneficios a satide, como alto poder
antioxidante, antiinflamat6rio, antibacteriano, antiviral, efeito protetor nas doencas
intestinais, cardiovasculares, cognitivas, respiratorias, periodontais, no cancer, no diabetes,
na hipertensdo arterial sistémica, na densidade dssea, além de efeito protetor contra caries
dentérias, raios ultravioleta, na litiase renal, entre outras enfermidades (Cabrera et al., 2006;
Barbalho et al., 2019).

As catequinas do cha verde sdo absorvidas principalmente no jejuno e ileo, sobretudo
por difusdo paracelular, atingindo o pico absortivo entre 1,5-2,5h apds a administrag&o oral,
passando diretamente para o figado atraves da veia porta, onde sd&o metabolizadas por
enzimas de fase Il, resutando em conjugados metilados, glicuronidados e sulfatados, para
entdo entrarem na circulagdo sistémica ou serem eliminados através da bile de volta para o
trato intestinal. Entretanto, a biodisponibilidade das catequinas é bem baixa, chegando ao
plasma apenas cerca de 5% apds a ingestdo, variando para cada catequina, devido a sua
instabilidade sob o processo digestivo, ma absorcao, rapido metabolismo e excrecdo. As

catequinas que chegam ao colon sofrem degradacdo pela microbiota, formando compostos
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como valerolactonas e acidos fendlicos e benzdicos, que podem ser absorvidos ou
eliminados nas fezes (Moore et al., 2009; Liu et al., 2018; Monagas et al., 2010).

Além de sofrer biotransformacéo pela microbiota, esses compostos fendlicos do cha
verde que chegam ao intestino grosso possuem efeito modulador da qualidade e diversidade
da microbiota intestinal, promovendo a proliferacdo de bactérias como Akkermansia (Liu et
al., 2016; Axling et al., 2012), Alistipes (Liu et al., 2016), Bifidobacterium spp. (Zhang et
al., 2013; Tzounis et al., 2008; Jin et al., 2012; Liu et al., 2020), , Lachnospiraceae (Liu et
al., 2016, Liu et al., 2020), Lactobacillus (Axling et al., 2012; Ishihara et al., 2001),
Lactobacillus—Enterococcus (Zhang et al., 2013), Odoribacter (Liu et al, 2020),
Oscillospira (Wang et al., 2018), Rikenella (Liu et al., 2016), Ruminococcaceae_ UCG-014
(Liu et al., 2020) e Staphylococcus saprophyticus (Wang et al., 2016), que podem levar a
producdo de &cidos carboxilicos de cadeia curta, aumentar a imunidade gastrointestinal,
melhorar a fung&o barreira intestinal, prevenir o desenvolvimento de inflamagéo cronica e/ou
inibir infeccdo por patdgenos (Liu et al., 2018; Liu et al., 2016). Os compostos fendlicos do
cha também possuem efeito inibidor de espécies como Aerococcus urinaeequi (Wang et al.,
2016), Allobaculum (Liu et al., 2016), Bacillus weihenstephanensis (Wang et al., 2016),
Bacteroides (Lee et al., 2006; Liu et al., 2020), Bacteroides—Prevotella (Zhang et al., 2013),
Brachyspira (Liu et al., 2020), Clostridium spp. (Zhang et al., 2013; Tzounis et al., 2008;
Lee et al., 2006; Unno et al., 2014; Ishihara et al., 2001), Eubacterium— Clostridium (Zhang
et al., 2013), Helicobacter (Liu et al. 2020); Mucispirillum (Liu et al., 2020); Oscillibacter
(Liu et al., 2020), Parabacteroides (Liu et al., 2016; Liu et al., 2020) e
Peptostreptococcaceae (Wang et al., 2018) no c6lon (Liu et al., 2018).

Para avaliar os efeitos do cha verde como forma de tratamento na colite ulcerativa,
Mazzon et al. (2005) induziram a colite crénica em ratos Sprague-Dawley machos através
da injecdo de acido dinitrobenzenossulfonico (DNBS). O tratamento foi realizado com
extrato de cha verde (50 mg/kg) rico em polifendis e livre de cafeina, ou placebo, sendo
administrados diariamente por injecdo intraperitoneal 24h apds a administracdo de DNBS,
por 4 dias. Verificou-se que os animais que receberam o tratamento com o extrato de cha
verde tiveram reducéo significativa da diarreia e da perda de peso, associados a revercao da
disrrupgéo da integridade do célon, a reducéo significativa da mieloperoxidase col6nica, a
reducdo da producdo de TNF-a, além da reducdo do estimulo de molécula de adesdo
intercelular 1 (ICAM-1) e da imunorreatividade a nitrotirosina no célon, que também sdo

marcadores associados a doengas inflamatdrias intestinais.
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Em outro estudo, Liu et al. (2020) induziram a colite ulcerativa em camundongos
Kunming fémeas com DSS, diluido na agua de beber dos animas na concentracéo de 3%. Os
animais receberam 200pL de extratos de chas derivados da Camellia sinensis (extrato de cha
verde, preto, branco, amarelo, oolong ou escuro/dark) ou extrato de cha de hawk (Litsea
coreana) como tratamento, administrados via gavagem ( 0,5mg/ml), sendo que um grupo
ndo recebeu tratamento. Verificou-se que todos os grupos tratados com extratos de chés
tiveram melhora do quadro de colite ulcerativa, com reducdo da atividade enzimatica pro-
oxidativa e da inflamacéo do coldn, observado pela reducdo das citocinas pro-inflamatorias
IL-6, IL-12 e TNF-a, supressdo da ativacdo de Nf-kB e aumento da citocina antiinflamatoria
IL-10. Também observou-se melhora da integridade do célon e efeito protetor contra a
hepatotoxicidade e nefrotoxicidade exercidas pela inducdo de colite por DSS. A
administracdo dos extratos exerceram efeito prebidtico na microbiota intestinal dos
camundongos, aumentando a abundéncia de bactérias potencialmente benéficas, como
Faecalibaculum e Bifidobacterium, e diminuindo a abundéncia de bactérias potencialmente
patogénicas, como Bacteroides e Mucispirillum, além de terem restaurado a producéo de
acidos graxos de cadeia curta nas fezes dos animais coliticos, que havia sido suprimida. O
extrado de cha verde se mostrou 0 mais eficaz em atenuar a supressao da riqueza e da
diversidade da microbiota intestinal dos camundongos com colite induzida, além de ser o
cha mais rico em catequinas e aminoacidos, em especial a teanina.

Uma revisao da literatura realizada por Barbalho et al. (2019) analisou 10 artigos
publicados entre 2009 e 2018 que avaliaram os efeitos da suplementacdo de cha verde e/ou
de seus polifendis nas doencas inflamatdrias intestinais, colite ulcerativa e doenga de crohn,
tanto em humanos quanto em animais. Verificou-se que o cha teve efeito significativo em
reduzir o processo inflamatorio e oxidativo, com reducdo dos niveis de TNF-a, IL-1p, I1L-6,
IL-8 e IL-17, inibig&o da transcricdo de NF-kB e redugdo dos niveis séricos de amildide A e
da peroxidacéo lipidica, observado pela reducéo da atividade da MPO, além de melhora da
sintomatologia e de parametros histologicos. A adiminstracédo de polifendis isolados do cha,
como o EGCG, também se mostraram efetivos em reduzir a permeabilidade intetinal,
minimizar o aumento do baco e o encurtamento do célon, atenuar o indice de atividade da
doenca, restaurar os niveis de antioxidantes (como SOD e GPx), estabilizar os mastécitos,
entre outros efeitos benéficos.

Os dados apresentados sugerem que o cha verde possui grande capacidade em reduzir

processos inflamatdrios e oxidativos no intestino, devido a sua alta concentracdo de
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compostos fendlicos, como a EGCG. Portanto, o cha € um potencial candidato terapéutico
nas doengas inflamatorias intestinais, como na colite ulcerativa, sendo necessaria a

realizacdo de mais estudos que comprovem estes efeitos.

5.7 Kombucha

A kombucha é uma bebida tradicional, geralmente consumida na Asia (Sreeramulu
et al., 2000), e de acordo com sua etimologia é derivada de duas palavras japonesas,
“kombu”, para algas e “cha”, para o cha. A origem do cha kombucha ¢ incerta, mas acredita-
se que tenha surgido na Manchuria (nordeste da China), na qual foi procurado por suas
propriedades “magicas” suspeitas (Jarrel, 2000). No inicio do século XX, com a expansao
das rotas comerciais, a kombucha veio para o Ocidente pela Mongédlia e foi introduzida na
Rassia, onde depois seguiu para a Polénia durante a Primeira Guerra Mundial (Greenwalt,
2000; Santos, 2016). Em meados da Segunda Guerra Mundial, esta bebida ja era conhecida
na Italia, Franca e Espanha, mas, devido ao racionamento de provisdes, como de ché e aglcar
neste periodo de guerra, a kombucha deixou de ser consumida, pois ndo era possivel a sua
preparacdo (Kaufmann, 2013; Jayabalan et al., 2014). Mais tarde, em 1960, investigadores
suicos relataram que o consumo de kombucha era tdo benéfico quanto o de iogurte e, a partir
deste periodo, a popularidade desta bebida aumentou (Jayabalan et al., 2014).

A bebida é preparada por fermentacdo de cha adogado, utilizando bactérias e
leveduras como indculo, também conhecido como fungo do chd ou SCOBY ("Colbnia
Simbidtica de Bactérias e Leveduras") (Sreeramulu et al., 2000). Segundo Jayabalan et al.
(2010), o SCOBY é constituido majoritariamente por proteina e fibras, sendo que apés 21
dias de fermentacdo na kombucha, verificou-se que sua composicdo seca era de
aproximadamente 23% proteina bruta, 14% fibra bruta, 5% lipidio bruto e 4% cinzas. A cada
nova fermentacdo, forma-se um novo SCOBY na superficie do recipiente, o qual deve-se
armazenar uma parte para utilizar na préxima producéo, e assim sucessivamente. A cultura
utilizada para fermentacdo da kombucha possui variagdo na composi¢do microbiologica de
acordo com sua origem, localizagdo geografica, clima e meio empregado para o processo de
fermentagdo (Watawana et al., 2015; Leal et al., 2018). Geralmente é utilizada a infuséo de
chéa preto, porém, outros tipos de chas tambeém podem ser utilizados como base, como por
exemplo, o cha verde, branco, dentre outros (Fu et al., 2014). A kombucha preparada a partir
de cha verde possui atividade antibacteriana superior e contra um maior nimero de

patégenos do que kombucha preparada a partir de cha preto, possivelmente devido a sua



29

maior acidez e maior quantidade de catequinas, que sdo conhecidas por sua atividade
antibacteriana, além da presenga de verbascosideo, um polifen6l com atividade
antibacteriana contra divérsas bactérias patogénicas, presente exclusivamente na kombucha
de cha verde. J& a kombucha preparada a partir de cha preto possui maior quantidade de
compostos fenolicos do que a bebida preparada a partir de cha verde (Cardoso et al., 2020).

A kombucha é uma combinacéo de trés fermentagdes: alcodlica, lactica e acética,
devido a presenca de varias leveduras e bactérias, principalmente acido lacticas e acéticas
coexistentes no meio, sendo iniciada por micro-organismos osmotolerantes e, finalmente,
dominado por espécies tolerantes ao &cido. As principais bactérias acéticas encontradas sao:
Acetobacter xylinum, Acetobacter xilinoides, Bacterium gluconicum, Acetobacter aceti e
Acetobacter pasteurianus; e leveduras identificadas sdo: Schizosaccharomyces pombe,
Saccharomycodes  ludwigii, Kloeckera apiculata, Saccharomyces cerevisiae,
Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis,
Brettanomyces lambicus, Brettanomyces custersii, Candidaestrelado (Battikh, 2012).
Também foram detectadas bactérias acido lacticas Lactobacillus e Lactococcus, sendo os
Lactobacillus mais comuns os Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum (Marsh,
2014).

O consumo de kombucha tornou-se bastante popular em todo o mundo devido as
suas varias alegacdes e alguns efeitos farmacoldgicos estabelecidos que incluem anti-
diabético, hepatoprotetor, antioxidante, nos distirbios metabdlicos, na aterosclerose, nos
distdrbios inflamatdrios, na colite ulcerativa, na artrite e até no cancer (Bhattacharya et al.,
2011; Bhattacharya et al., 2013; Pakravan et al., 2019; Jayabalan et al., 2014). A kombucha
também é conhecida por sua atividade antimicrobiana contra diferentes organismos
patogénicos (Greenwalt et al., 1998; Sreeramulu et al., 2000; Battikh et al., 2012; Jayabalan
et al., 2014). A combinacgédo entre kombucha e quitosana apresentou efeito antimicrobiano
principalmente para E. coli em filmes para embalagens ativas de carne, prolongando sua vida
atil (Ashraf et al., 2018). A kombucha também mostrou atividade antimicrobiana contra o
enteropatégeno  Vibrio cholerae, permeabilizando suas membranas bacterianas
(Amarasinghe et al., 2018). Bhattacharya et al. (2016) encontraram excelente potencial
antimicrobiano frente a bactérias enteropatdogenas Escherichia coli, Vibrio cholerae,
Shigella flexneri e Salmonella Typhimurium, devido & interagdo combinada de seu contetido
fendlico. Entretanto, medidas devem ser tomadas para prevenir a contaminacgao cruzada e o

crescimento de organismos patogénicos, que oferecem potenciais riscos a salde dos
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consumidores. Os utensilios precisam estar limpos e sanitizados, o pH precisa estar abaixo
de 4,2, 0 SCOBY precisa ser obtido comercialmente sem uso prévio, a agua utilizada para o
preparo do cha precisa estar >165°F, e qualquer sinal de contaminacdo por fungos, a
kombucha deve ser totalmente descartada (Nummer, 2013).

A bebida é composta de duas fases: um biofilme flutuante e uma fase liquida &cida.
Os principais componentes do liquido (e do biofilme, devido a sua grande capacidade de
absorcéo de agua) sdo o acido acético, acido gluconico e etanol (Czaja et al., 2006). As
leveduras fazem hidrolise da sacarose em glicose e frutose através da acdo da invertase, e
através da glicolise geram etanol, utilizando principalmente a frutose como substrato. As
bactérias &cido acéticas utilizam o etanol para produzir acido acético e sintetizar cadeias de
celulose, formando as redes de fibrila do SCOBY (Morales, 2020). Sob condi¢bes aerdbicas
e associacdo simbiotica de bactérias e leveduras, ocorre a transformacdo de acucar e cha no
periodo de 7 a 10 dias em uma bebida &cida (pH abaixo de 4), moderadamente gaseificada e
refrescante, composta de varios compostos benéficos a salide, como pode ser visto na Figura
1 (Malbasa et al., 2011; Jayabalan et al., 2008). Verificou-se a presenca de acido acético,
acido malico, acido tartarico, acido glicurdnico, acido gluconico, acido D-sacérico-1,4-
lactona (DSL), vitaminas B1, B2 e B6, vitamina C, aminoacidos, enzimas hidroliticas, etanol
e minerais, além do potencial aumento da atividade antioxidante e do conte(ldo de compostos
fendlicos totais com o aumento do tempo de fermentacdo (Srihari e Satyanarayana, 2012;
Jakubczyk et al., 2020; Jayabalan et al., 2014, Jayabalan et al. 2010). Segundo Ettayebbi et
al. (2003), este aumento no conteldo total de polifendis na kombucha pode ser devido a
degradacéo de polifendis complexos em moléculas menores por algumas enzimas liberadas
pela associacdo de micro-organismos presentes na bebida, como Candida tropicalis, que sdo

conhecidos por serem capazes de degradar varios polifendis.
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Figura 1. Compostos benéficos presentes na Kombucha.
Fonte: Adaptado de Leal et al. (2018); Asano et al. (1994).

Os componentes fendlicos incluem catequina, epicatequina, epicatequina galato,
galocatequina, epigalocatequina, epigalocatequina galato e quercetina (Cardoso et al., 2020),
possuindo a capacidade de eliminar radicais livres, em particular espécies reativas de
oxigénio (ROS), apresentando alto nivel antioxidante de amplo alcance (Srihari e
Satyanarayana, 2012). A presenca de polifendis do cha é conhecido por transmitir a
kombucha a atividade antioxidante (Jayabalan et al., 2014). Estudos que examinam a
kombucha preparado usando substratos como cha verde e/ou cha preto mostraram alto
potencial de remocdo de radicais livres (Jayabalan et al., 2008; Cardoso et al., 2020).
Bhattacharya et al. (2011) observaram um aumento progressivo e linear na concentracdo de
compostos fendlicos e flavonodides até o 14° dia de fermentacdo da kombucha produzida a
partir de cha preto. J& Chakravorty et al. (2016) observaram um aumento da atividade
antioxidante da kombucha feita com cha preto do 14° ao 21° dia de fermentacao.

Salafzoon et al. (2017) verificaram que kombucha feita a partir de cha de gengibre
apresentou efeitos antioxidantes em modelos animais com cancer de mama, verificados por
meio da notavel diminuicdo da SOD nefrdtica, hepatica e dos tecidos tumorais. Além disso,
houve redugdo nos niveis de malonaldeido (MDA) em ambos os 6rgdos testados, com
atenuacdo da peroxidacéo lipidica e dano celular, e evitou a deplecao hepética de glutationa
redutase (GSH), que pode resultar em carcinogénese. Em ratos hipercolesterolémicos,

kombucha preparada a partir de cha verde reduziu o processo de peroxidacao lipidica e
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aumentou o sistema de defesa antioxidante, quando comparada ao tratamento controle, que
utilizou chéa verde de forma isolada (Bellassoued, 2015).

Em estudo semelhante, com modelos animais diabéticos e dislipidémicos, a
kombucha produzida a partir de cha preto inibiu as atividades de a-amilase e lipase no
plasma e pancreas e foi supressor do aumento dos niveis de glicose no sangue. Curiosamente,
observou-se que a kombucha induziu um atraso acentuado na absorcdo de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL-colesterol) e triglicerideos, e um aumento significativo de
lipoproteinas de alta densidade (HDL-colesterol). As analises histolégicas mostraram
também que exerceu uma acdo de melhoria sobre o pancreas e eficientemente protegeu as
funcdes do figado e rim de ratos diabéticos, evidenciada pela reducdo significativa da
transaminase glutdmico oxalacética (TGO), transaminase glutdmica piravica (TGP) e
atividade transpeptidase gamaglutamil (GGT) no plasma, bem como nos contetudos de
creatinina e ureia (Aloulou, 2012). O efeito hepatoprotetor foi atribuido ao micro-organismo
Gluconacetobacter sp. A4, que é um produtor priméario de acido D-Sacarico-1,4-lactona,
presente no processamento da kombucha (Wang et al., 2013).

Em modelo animal de colite ulcerativa induzida por DSS, Pakravan et al. (2019)
avaliaram o efeito da administracdo de kombucha filtrada, feita apartir de cha preto, na
permeabilidade intestinal de camundongos jovens e velhos. Observou-se que os animais que
receberam kombucha tiveram maior taxa de sobrevivéncia e menor perda de peso, além de
melhora de distarbios digestivos, como sangramento e diarreia, quando comparados a
animais com a mesma idade que ndo receberam tratamento. Apos a avaliacdo histologica e
molecular, verificou-se melhora significativa da expressdo das proteinas zonula occludens
(ZO-1 e Z0O-2), que sdo proteinas associadas a integridade das tigh junctions, nos animas
tratados com a kombucha, resultando na diminuicdo da permeabilidade intestinal. Os
animais mais jovens foram os mais afetados pela colite induzida por DSS, quando
comparados aos camundongos mais velhos, entretanto, também foram os que melhor
responderam ao tratamento com a kombucha filtrada.

Em estudo semelhante, Mahmoudi et al. (2020) avaliaram o efeito da administragéo
de kombucha filtrada, produzida a partir de cha preto, na expressao colonica do mRNA dos
receptores toll-like (TLR2 e TLR4) e dectin-1, que sdo proteinas de reconhecimento de
padrdes do sistema imunologico inato, que detectam antigenos no epitélio intestinal, e na
expressdo colonica do mRNA de MYD88, que é uma molécula de sinalizacdo de TLR2 e

TLR4, em camundongos jovens e velhos com colite induzida por DSS. A administragéo de
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DSS inibiu a expressao do mRNA do TLR2, TLR4 e MYD88, tanto em camundongos jovens
quanto nos velhos, além de aumentar a expressdo do mRNA de dectin-1 apenas nos
camundongos jovens, em comparacdo com 0s animais saudaveis de mesma idade. Todavia,
o tratamento com kombucha filtrada elevou de forma significativa a expressao do mRNA do
TLR2, TLR4 e MYD88 nos animais jovens e velhos, ao mesmo tempo que inibiu a
expressdo do mRNA de dectin-1 nos camundongos jovens, quando comparado aos animais
coliticos que ndo receberam tratamento, exercendo um efeito normalizador da expressao
génica. Esses resultados sdo extremamente promissores, devido a crescente utilizacdo de
medicamentos inibidores de TLR2/TLR4 como estratégia terapéutica na prevencdo da
inflamacdo nas DII, visto que o desequilibio de sua funcdo e expressdo intestinal pode
contribuir para o desenvolvimento da leaky gut syndrome (sindrome da hiperpermeabilidade
intestinal) e manutencao da colite ulcerativa.

Com base nos dados apresentados, acredita-se que a kombucha possua maior
potencial terapéutico nas DII, como na colite ulcerativa, que o cha verde, devido a sua maior
capacidade antioxidante, maior teor de polifenois, presenca de probidticos e acidos
organicos, além de seu efeito antimicrobiano contra bactérias patogénicas. Portanto, este
estudo mostra-se de extrema importancia, visto o nimero extermamente limitado de estudos

utilizando kombucha/ch& verde como forma terapéutica nas DII.

5.8 Colite Ulcerativa

A colite ulcerativa é uma subcategoria de DIl caracterizada por inflamacdo continua
na mucosa intestinal ou na ldamina prépria. Na maioria dos pacientes, a doenca inicia no reto
e pode envolver um segmento ou todo o comprimento do co6lon, enquanto em outros, a
origem pode ser inconsistente, afetando qualquer parte do célon (Kornbluth e Sachar, 2010).
Desse modo, a colite ulcerativa pode ser classificada como proctite, envolvendo apenas o
reto, proctossigmoidite, quando afeta o reto e o célon sigmdide; colite esquerda, quando
afeta o lado esquerdo do intestino grosso e pancolite, quando ha inflamacgéo generalizada do
célon (Kumar, 2008).

A doenca pode progredir de leve a severa com muitas caracteristicas, como dor
abdominal, diarreia, fadiga, perda de peso, sangramento retal e fezes com sangue. Em casos
graves, sangue e muco nas fezes, fistula, hemorroidas de fissura e anemia sdo observados

(Head, 2003). Em animais estas caracteristicas estdo bem estabelecidas, incluindo a perda
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de peso, formag&o de Ulcera, diarreia com sangue, perda de epitélio celular e infiltragbes com
neutrofilos (Xavier e Podolsky, 2007).

Em humanos, a subdivisdo por categorias é baseada nos sintomas clinicos (Conrad
etal., 2014):

a) Leve: frequéncia de fezes menor do que 4 vezes por dia com ou sem presenca de
sangue nas fezes, sem distrbios sistémicos.

b) Moderado: frequéncia de fezes 4 vezes por dia ou mais com ou sem sangue e
algumas alteragdes sistémicos.

c) Grave: frequéncia de fezes mais do que 6 vezes por dia com presenca de sangue,
febre acima de 37,5 °C, dor abdominal e anemia.

d) Fulminante: frequéncia de fezes maior do que 10 vezes por dia com hemorragia
continua, dilatacdo de célon e abdominal (duro a palpacao).

Além da classificacdo por categorias, existe também um sistema de avaliagdo inicial
e monitorizacdo da resposta a terapia (The Mayo Clinic Index or Disease Activity Index).
Neste sistema a classificacdo é feita de 0 a 12 pontos, tendo em conta a frequéncia das fezes,
hemorragia retal, resultados de endoscopia e estado fisico geral do doente (Conrad et al.,
2014; Marchioni Beery, 2014).

Os dados epidemiolégicos atualmente disponiveis mostram que essas doencgas sao
mais frequentes em paises industrializados (Victoria et al., 2009), com maior incidéncia e
prevaléncia na Europa e na América. Um estilo de vida e ambiente ocidentalizados, que estao
associados com alto nivel socioeconémico, uso de medicamentos, dietas baseadas em
alimentos ultraprocessados, ricos em agulcar e gorduras trans e saturadas, poluicdo e estresse,
estéo relacionados ao aparecimento da doenca (Shouval et al., 2017). Embora a etiologia da
colite ulcerativa ainda nao seja clara, é geralmente hipotetizada como sendo uma condicéao
multifatorial que vai levar a alta produgdo de mediadores pré-inflamatérios na mucosa
luminal, aumentando o estresse oxidativo no intestino (EI-Abhar et al., 2008). A severidade
da doenca inclui os fatores genéticos e também bactérias comensais entéricas que s@o
requeridas para iniciar e manter a inflamag&o intestinal ou colonica (Ostanin et al., 2009). A
inflamacdo tem um papel muito importante na patogénese da colite ulcerativa, pois o
processo inflamatdrio resulta no aumento do estresse oxidativo, causando dano tecidual
(Halliwel e Gutteridge, 2007).

A barreira intestinal é formada por uma monocamada de células epiteliais colunares

polarizadas, unidas por jungdes intercelulares (tight junctions) que mantém as ligacGes das
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células e a separa¢do do contetdo luminal do intestino com o meio intracelular, conforme
mostra a Figura 2. A andlise de bidpsias do cdélon sigmoide de pacientes com DIl revelou
que ha uma diminuicdo no numero de juncdes, assim como diminuicdo da sua capacidade
estrutural. As citocinas pro-inflamatorias presentes na DII, dentre outros fatores, podem
induzir este tipo de disfuncdo na barreira intestinal, assim como regular a expressao génica
e 0s processos de redistribuicdo das juncGes intercelulares (Hering et al., 2012; Neurath,
2014).
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Figura 2. Intestino saudavel em eubiose (A) e intestino com doenca inflamatéria intestinal
com disbiose (B), onde ocorre a redugédo da camada de muco, perda da integridade da barreira
intestinal, distribuicdo irregular e perda de funcdo das tigh junctions, levando a geracédo de

uma resposta imunolégica exacerbada e inflamacao.
Fonte: Chandra et al. (2019).

A perda da integridade desta barreira fisica pode levar a alteragdes na resposta
imune, observada na DII, favorecendo um elevado influxo de substancias presentes no
lumen, como por exemplo, bactérias entéricas e antigenos. Este influxo de substancias
‘estranhas’ ird promover a sobrecarga do sistema imunologico, induzindo a resposta
inflamatdria, conforme mostrado na Figura 2 (Silva et al., 2008).

A desregulacdo no sistema imunolégico intestinal apresenta um importante papel na
patogénese dessas doencas. Pacientes com DIl tém presenca de extensivo infiltrado
inflamatdrio, edema, perda de células caliciformes, diminui¢cdo na producdo de muco,

hiperplasia de células cripticas e ulceracdo, observados em cortes histologicos (Ostanin et
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al., 2009). A inflamagdo na mucosa intestinal, além do desequilibrio entre as citocinas pro-
inflamatorias, tais como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1 beta (IL-1p), IL-6
e IL-12, citocinas anti-inflamatorias, tais como IL-4, IL-10, IL-11 e de expressdo de
proteinas inflamatorias que incluem ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e 6xido nitrico sintetase
induzida (iNOS), desempenham papel importante na inflamagdo patoldgica (Sakthivel e
Guruvayoorappan, 2013).

O tratamento € sintomatico e tem como alvo o controle e prevencao de recidivas dos
processos inflamatdrios, podendo ser utilizadas abordagens terapéuticas de uso oral ou retal,
como 0s enemas e supositorios (Ali et al., 2017). As terapias na colite ulcerativa que
envolvem agentes anti-inflamatdrios e imunossupressores apenas reduzem os sintomas e
prolongam o tempo de alivio, além de produzirem efeitos colaterais que limitam seu valor
terapéutico (Head e Jurenka, 2003; Mowat et al., 2011).

A cirurgia é necessaria em pacientes com doenca ativa crénica ou grave refratéria.
Terapias farmacéuticas ndo foram bem-sucedidas; entretanto, a cirurgia é tipicamente vista
como um ultimo recurso e nem sempre € curativa (Hancock, 2008; Crohns and Colitis
Foundation, 2014). Em pacientes com colite ulcerativa leve a moderada, as diretrizes atuais
dos Estados Unidos da América (EUA) recomendam o tratamento inicial com
aminosalicilato (5-ASA) ou inducdo sequencial com corticosteroides, seguido de terapia de
manutencdo com 5-ASA (Kornblut e Sachar, 2010).

Em pacientes com colite ulcerativa moderada a grave, um imunossupressor (IMS),
como azatioprina ou 6-mercaptopurina, pode ser prescrito como terapia de manutencéo apos
a inducdo da remissdo com corticosterdides. Alternativamente, um anticorpo bioldgico,
tipicamente anti-fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), como infliximabe ou adalimumabe,
pode ser prescrito com ou sem imunossupressor simultaneo para promover e manter a cura
da mucosa e a remissao clinica (Kornblut e Sachar, 2010; Kopylov et al., 2016).

O uso de probidticos, prebidticos, simbidticos e, possivelmente de kombucha, que é
um produto com efeito simbidtico, sdo uma promissora alternativa terapéutica para a colite
ulcerativa, auxiliando em diversos processos do organismo, dentre eles, a modulacdo da
microbiota intestinal, inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas, estimulacdo da
imunidade intestinal e 0 aumento da producéo de butirato, um acido graxo de cadeia curta
que atua como agente anti-inflamatorio (Ghouri, 2014; Ganji-Arjenaki e Rafieian-Kopaei,
2018; Shide et al., 2019).
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5.9 Modelos experimentais

Modelos animais tém sido estudados de modo a esclarecer o desenvolvimento da
colite ulcerativa por meio de alteracdes nas caracteristicas histopatoldgicas, imunoldgicas e
morfologicas no trato intestinal. Esses modelos sdo divididos em categorias definidas como
colite espontanea, colite quimicamente induzida, modelos de transferéncia adotados e
geneticamente modificados (Wirtz, 2007; Randhawa, 2014). A simplicidade, o inicio, a
duracdo e a gravidade rapida e controlavel, fazem a inducéo por agentes quimicos 0 modelo
mais utilizado (PerSe ¢ Cerar, 2012).

Os modelos de colite por acido 2,4,6- trinitrobenzeno sulfénico (TNBS), DSS,
oxazolona e acido acético sdo os modelos mais empregados. O TNBS, dissolvido em etanol,
é administrado via intra-retal, em ratos ou camundongos. O etanol ocasiona desorganizacdo
da barreira intestinal, enquanto o TNBS age como hapteno, levando a uma resposta Thil,
com densa infiltracdo celular, que atinge todas as camadas do c6lon, como na doenga de
Chron. Oxazolona é um agente administrado via intra-retal em camundongos ou ratos,
geralmente apds pré-sensibilizacdo subcutanea (abdémen), que induz aumento de producéo
de citocinas Thy e inflamagdo no colon distal com similaridades a colite ulcerativa. O &cido
acético também é administrado de forma intra-retal, causando inflamagéo ndo transmural,
além de infiltracdo por neutréfilos e dano tecidual, semelhantes a DIl humana (Randhawa et
al., 2014). O modelo de colite induzido por DSS é adicionado na agua dos bebedouros de
ratos ou camundongos (solucdo de 2 — 5 %), por periodos variados (frequentemente 5 — 7
dias) (Wirtz et al., 2007; Randhawa et al., 2014). Ele provoca lesdo quimica no epitélio
intestinal, resultando na exposicdo da lamina prépria e do compartimento da submucosa a
antigenos luminais e bactérias entéricas, desencadeando inflamacéo (Kitajima et al., 1999).
O DSS é um polissacarideo sulfatado, carregado negativamente, solivel em agua, com
propriedades anticoagulantes, produzindo modelos de colite aguda ou crbnica em
camundongos com peso molecular que varia de 40 a 50 kDa (Chassaing et al., 2014; Eichele
e Kharbanda, 2017).
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Preparo do cha verde

As folhas de chéa verde serdo adquiridas comercialmente da marca Yamamotoyama.
Os recipientes serdo esterelizados a 121 °C por 20 min. O cha sera preparado utilizando 1 L
de 4gua e 10 g L* de folhas secas, que ficardo em infusdo por 7 min na dgua a 85 °C (Komes
etal., 2010). O ché seré preparado diariamente e administrado fresco, tanto para o tratamento

quanto para o preparo da kombucha.

6.2 Preparo da kombucha

O biofilme de micro-organismos (SCOBY) serd adquirido comercialmente da marca
Viva Mais, sendo adquirido acondicionado em embalagem plastica com seu liquido de
partida. Os recipientes de fermentacdo serdo esterilizados a 121 °C por 20 min. O SCOBY
sera inoculado com seu liquido de partida (100 mL) no ché verde previamente preparado, e
seré adicionado sacarose (60 g L™). O recipiente sera recoberto com tecido poroso para evitar
contaminacdo. Serdo realizadas trés fermentacdes com a finalidade de padronizar a
kombucha para o estudo. Na primeira fermentacao sera utilizado o SCOBY inteiro e para
segunda fermentacdo sera dividido em quatro partes. Na terceira e Gltima fermentacdo os
SCOBYs serdo transferidos para o novo recipiente com seu liquido de partida. As
fermentacdes serdo realizadas por 7 dias cada (Chakravorty et al., 2016; Kallel et al., 2012).
Amostras do liquido de todos os recipientes da terceira fermentacéo serdo coletadas apds os
7 dias de fermentacao, formando um pool para uso nas analises do presente estudo, sendo
armazenadas a 5 °C (Kallel et al., 2012). Apds decorrido os 7 dias, sera interrompida a
fermentacdo e os SCOBY's serdo coletados e armazenandos em 300 mL de cha verde e 100

mL de kombucha em recipiente fechado a 5 °C.

6.3 Caracterizacgao fitoquimica da kombucha e do chéa verde

As analises de caracterizacdo quimica da kombucha e do cha verde serdo realizadas
nos Laboratorios de Microbiologia e de Nutrigenbmica da Faculdade de Nutricdo da
Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), bem como no Laboratério de Cromatografia e
Espectrometria de Massas (LaCEM) da UFPEL.
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6.3.1 Quantificacdo de compostos fendlicos totais pelo método Folin-Ciocalteau

A quantificagdo de compostos fendlicos totais serd determinada por meio de técnica
espectométrica, adaptado de Swain e Hillis (1959). Serdo homogeneizadas 0,5 mL de
kombucha e de cha verde e adicionados 20 mL de metanol (Synth®). As amostras serdo
centrifugadas a 10000 rpm por 15 min. Serdo coletados 250 pyL do sobrenadante e
adicionados as amostras 4 mL de &gua destilada e 250 pL de Folin-Ciocalteau (Merck®)
(1:1). Os tubos serdo agitados e apds 5 min serdo adicionados 0,5 mL de Na2CO3 (Sigma®)
(7%). Apos 2 h, a absorbancia serd medida a 725 nm. A quantidade de fendis totais nas
amostras serdo quantificadas por meio de uma curva padrdo preparada com &cido galico
entre as concentrages de 10 a 100 pg mL. A quantificacio dos compostos fendlicos totais

sera realizada em triplicata e os resultados expressos em pg de acido galico por g de amostra

(ngg™).

6.3.2 Determinacdo de compostos fendlicos individuais por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Para a quantificacdo de compostos fendlicos individuais, todos 0s reagentes
utilizados serdo de grau analitico. Metanol, &cido acético, acido galico, acido clorogénico e
acido cafeico serdo adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Quercetina, rutina,
luteolina, cumarina e campferol serdo adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, USA). Sera
utilizado um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, Shimadzu, Japdo)
com amostrador automatico, equipado com bombas alternadas, sistema de desgaseificacdo,
integrador e detector com arranjo de diodos. Todos os comandos serdo realizados pelo
software LC solution 1.22 SP1.

As analises cromatogréaficas com fase reversa serdo feitas por gradiente, com coluna
C18 (4.6 mm x 250 mm) empacotada com particulas de 5 um de didmetro; a fase movel sera
composta por agua contendo 1% de acido acético (A) e metanol (B) e o programa de eluigédo
sera: 5% de B por 2 min; 20% de B até 10 min; 40, 50, 60, 70 e 80% de B a cada 10 min
(Barbosa Filho et al., 2014). A kombucha e o cha verde seréo filtrados em filtro de membrana
de 0,45 um (Millipore) e desgaseificados em banho de ultrassom antes do uso. Solucdes de
estoque de referéncia serdo preparadas na fase movel, nas concentragdes de 0,020 a 0,200
mg mL para quercetina, rutina, luteolina, cumarina e campferol, e nas concentracdes de
0,035 a 0,250 mg mL™ para os 4cidos galico, clorogénico e caféico. A quantificagio sera

feita a partir da integracdo dos picos utilizando o método de calibragdo externa, em 254 nm
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para acido galico, 280 nm para cumarina, 327 nm para os &cidos clorogénico e caféico, e 365
nm para quercetina, rutina, luteolina e campferol. Os picos cromatograficos serdo
confirmados pela comparacdo dos tempos de retencdo com aqueles dos padrdes de referéncia
e pelo espectro. Todos os procedimentos cromatograficos serdo realizados em temperatura
ambiente.

O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificagdo (LOQ) serédo calculados com
base no desvio-padrao das respostas e o coeficiente angular, usando trés curvas de calibracdo
independentes, conforme definido por Boligon et al. (2012). As analises serdo realizadas em

triplicata.

6.4 Capacidade antioxidante da kombucha e do cha verde

6.4.1 Determinacdo da capacidade antioxidante pelo método do DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil)

A avaliagdo da atividade bioldgica dos compostos fendlicos sera realizada por meio
da identificacdo das propriedades antioxidantes, com a utilizacdo de métodos
espetroscopicos de avaliacdo da capacidade de captar radicais livres e do seu poder redutor.
O metodo DPPH utilizado serd o descrito por Brand-Williams et al. (1995), baseado na
captura do radical DPPH por antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 515
nm. O DPPH (Sigma®) sera utilizado na concentra¢do de 0,06 mM, dissolvido em &lcool
metilico (Synth®). A solucdo serd homogeneizada e transferida para um frasco de vidro
ambar. Em ambiente escuro, sera transferida uma aliquota de 0,1 mL de amostra para tubos
de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH (item solu¢édo de DPPH 0,06 mM) e homogeneizada.
Ap0s o preparo, as solucdes serdo armazenadas em ambiente escuro por 45 min. Sera
utilizado 0,1 mL de uma solucéo controle (solugédo controle de alcool metilico 50% (40 mL),
acetona 70% (Merck®) (40 mL) e agua (20 mL) com 3,9 mL do radical DPPH, para entéo
ser homogeneizado e armazenado no escuro por 45 min. Sera utilizado alcool metilico, como
branco, para calibrar o espectrofotometro. As leituras (515 nm) serdo monitoradas a cada
minuto, onde sera observada a redugdo da absorbancia até sua estabilizacdo. A curva padrdo
sera realizada a partir da solugdo inicial de DPPH (60 uM), variando a concentragdo de 10
uM a 50 uM. Cada uma destas solugdes de DPPH (10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 uM e
60 uM) sera armazenada em ambiente escuro por 45 min, sendo entdo transferidas para

cubetas de vidro, onde seréa realizada a leitura em espectrofotbmetro a 515 nm. Os resultados
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serdo expressos em ECso (ng mL™?). O experimento sera realizado em triplicata com trés
repeti¢des independentes.

6.4.2 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico (TBARS): Kombucha e Cha
Verde

A Reagcdo ao Acido Tiobarbittrico foi determinada de acordo com a metodologia de
Ohkawa et al. (1979). Primeiramente foi incubado em banho maria a 80 °C, tubos de ensaio
contendo agua Mili Q, Azeite de Oliva Extra Virgem submetidos a oxidacao por 100uM de
sulfato ferroso, por 10 min. Posteriormente, foi adicionado em cada tubo a amostra, Lauril
Sulfato de Sodio (SDS) 8,1%, Tampao de Acido Acético pH 3,44 e Acido Tiobarbiturico
(TBA) 0,6%. Em seguida, incubado novamente em banho maria a 100 °C por 1 hora. Os
produtos da reacdo foram determinados por medida de absorbancia em 532 nm, em
espectrofotdmetro. A concentracdo de TBARS foi calculada por meio de uma curva padréo,
concentracdes conhecidas de 1,1,3,3 — tetrametoxipropano, e os resultados foram expressos
em nm de Malonaldeido (MDA)/mL de amostra. A curva padrdo é composta por
concentracdes de agua destilada, MDA 0,03 mM, SDS 8,1%, Tampao de acido acético pH
3,44 e TBA 0,6% e incubados em banho mariaa 100 °C, por 1 h. O experimento foi realizado

em triplicata com trés repeticdes independentes.

6.4.3 Poder antioxidante redutor do ion ferro 111 (FRAP)

O método de FRAP seré realizado de acordo com o descrito por Pulido et al. (2000),
método este que avalia a capacidade da amostra em reduzir o ion Fe3+ a ion Fe2+. Seram
utilizadas amostras de kombucha e de cha verde. No momento da analise, sera preparada
uma solucéo reagente FRAP, formado pela adicdo de solucdo de TPTZ 10 mmol L em HCI
40 mmol L com FeCI3 - 6H20 20 mmol L e tampé&o acetato 300 mmol L, para manter o pH
em 3,6, na proporcao 1:1:10. Sera adicionado 3 mL do reagente FRAP, recem-preparado, a
0,1 mL da triplicata de cada espécie, observando uma mudanca de coloragcdo imediata de
verde para azul, dependendo da atividade. Quanto mais escuro o azul, maior a absorbancia
e a atividade antioxidante. Apds 5 minutos, a leitura sera realizada no espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 593 nm. O &cido galico sera utilizado como padréo na concentracéo
0,55 mM. Como branco, sera utilizado 0,1 mL de agua destilada e 3mL do reagente FRAP.
A partir das leituras de absorbancia do acido ascorbico nas concentragdes de 0,1 a 0,6 mM,

sera construido um gréafico concentracdo (mM) x absorbéancia, com auxilio do Microsoft
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Excel 2003, originando uma equacdo da reta a qual serd utilizada para determinar a
concentracdo equivalente em acido ascOrbico e consequentemente a atividade em

equivalente de acido ascorbico (EAA) em mmol g-1.

6.5 Avaliacao da capacidade de inibicdo enzimatica do cha verde e da
kombucha

6.5.1 Ensaio de inibicéo da alfa-glicosidase

Sera avaliado utilizando o procedimento descrito por Vinholes et al. (2011). Serao
adicionados 10 uL da amostra em 50 ulL de substrato nitrophenyl a-D-glucopiranosidase
(3,25 mM) em tampao fosfato (pH 7,0). A reagdo iniciard pela adi¢cdo de 50 puL da enzima
(9,37 U/mL de tampdo de fosfato, pH 7,0) e posteriormente serdo incubados a 37 °C durante
10 minutos. Sera realizada leitura em espectrofotémetro apos a adigdo de 15 uL. de HCI para
parada da reagcdo, em uma absorbancia de 405 nm. Os resultados séo expressos em percentual
de inibicdo, seguindo a formula abaixo:

% inibicdo = Abs controle — Abs amostra / Abs controle x 100

6.6 Determinacdo do pH do ché verde e da kombucha
A determinacgdo do valor do pH sera realizada em pHmetro digital QUIMIS e em

tiras de teste de pH. As anélises serdo realizadas em triplicata.

6.7 Determinacdo de acidez do cha verde e da kombucha

A partir de uma solucdo alcalina de concentracdo conhecida, sera realizada uma
titulometria para determinar a acidez do produto, utilizando-se NaOH 0,1 N e fenoftaleina
como indicador de viragem. Os resultados serdo expressos em percentual de acido latico

presente na amostra. As analises serdo realizadas em triplicata.

6.8 Determinacao do acido acético da kombucha

Amostras de kombucha serdo filtradas em filtros de nailon (0,45 m, diam. 25 mm,
Sigma-Aldrich, Pozna’n, Poldnia). O acido acético sera analisado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) usando um HPLC série 1200 conectado a um detector de indice
de refratcao, série 1100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), com coluna Rezex
ROA-Organic Acid H + (8%) (Phenomenex, Torrance, CA, EUA). A coluna sera eluida com
uma fase movel desgaseificada contendo 5 mM de H2S04, pH 2,25 a 60°C com uma taxa
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de fluxo de 0,5 mL/min durante 30 min por amostra. Os resultados seréo apresentados em
mg de acido acético/L (Jakubczyk et al., 2020).

6.9 Aspectode seguranca

6.9.1 Ensaio de citotoxicidade (MTT)

O ensaio de MTT (Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio]) sera
realizado de acordo com o0 método de Mossmann (1983). Resumidamente, culturas de células
CACO-2 e células saudaveis (3x10° células mL™) serdo preparadas em placas contendo 96
pocos, as quais serdo adicionadas diluicdes seriadas (0,02 a 2,5 mg.mL™?) de 200 mL da
suspensdo bacteriana contida na kombucha, ou 20 mg.mLDodecil Sulfato de Sédio (SDS)
(controle positivo). O meio essencial minimo Eagle (E-MEM) fresco sera usado como
controle negativo. As placas serdo incubadas por 24 h a 37 °C em uma atmosfera umidificada
com 5% de CO.. Posteriormente, 0 meio serd removido por succao de todos o0s pogos e 50
mL de solugdo MTT 1 mg.mL? (USB Corporation) preparada em meio E-MEM sera
adicionada em cada poco, e as placas incubadas por 4 h a 37 °C. A solugdo de MTT sera
removida cuidadosamente e 100 mL de Dimetilsulféxido (DMSQ) serédo adicionados a cada
poco para dissolver os cristais de formazan. Depois de agitar suavemente as placas durante
5 min manualmente, para dissolucdo por completo dos cristais, a absorvancia sera lida num
leitor de absorbancia de microplacas 680 (Bio-Rad Laboratories) a 540 nm.A viabilidade
celular seré obtida por meio do seguinte calculo: média da absorbancia dos tratados/ média

dos controles x100.

7 Avaliacao do experimento in vivo

7.1 Animais

Serdo utilizados modelos biolégicos camundongos C57BL/6 machos e fémeas,
provenientes do Biotério Central da UFPEL. Serdo utilizados 72 animais, divididos em 6
grupos compostos 12 animais cada, com 60 dias de idade, mantidos em gaiolas, em ambiente
com controle de temperatura (23 = 2°C) e luz (12:12 horas ciclo escuro/claro). O
experimento serd4 conduzido no Laboratério de Nutricdo Experimental, da Faculdade de
Nutricdo (UFPEL), onde os animais permanecerdo em adaptagdo ao ambiente do laboratorio
e ao controle do consumo da dieta padrdo (Nuvilab®) e dgua ad libitum por uma semana.
Todos os procedimentos serdo realizados de acordo com o “Guia para cuidados e uso de

animais de laboratorio” do National Research Council (NRC, 2011).
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7.2 Colite experimental induzida por Acido Acético (AA)

Apdbs lavagem coldnica com agua destilada autoclavada, os camundongos serdo
tratados com enema contendo 0,1ml de &cido acético a 4%, através de uma canula de
polipropileno que serd inserida no célon pelo anus. Os animais foram mantidos em posigdo
pronada por 15 segundos com &cido acético, depois lavados agua autoclavada (Sanei et al.,
2014). Ao longo do protocolo sera avaliado o indice de atividade da doenca (IAD), onde os
animais serdo monitorados em relacdo a mudancas de peso corporal, presenca de sangue nas
fezes e consisténcia das mesmas. Ao final de sete dias, os animais seréo eutanasiados, 0s
cblons coletados, lavados com solucdo salina a 0,9%, pesados e seus comprimentos
mensurados. Apos esse procedimento serd feita a analise macroscopica e microscopica do

célon.

8 Delineamento estatistico e experimental

8.1 Delineamento experimental

Foi realizado calculo amostral com nivel de confianca de 95%, distribuidos em 6
grupos com 12 animais cada. Um grupo como controle positivo, um controle negativo e
quatro grupos tratamento, com 6 animais machos e 6 fémeas em cada, conforme

demosntrado a seguir (Tabela 3).

Tabela 3 — Ensaio in vivo com administracdo de extrato de cha verde e de kombucha. Serédo 6 grupos

compostos por 12 animais cada (n=12).

Grupos . S
Variaveis independentes Variaveis dependentes
1-Dieta padrdo + agua
Animais 2-Dieta padrdo + ch& verde
saudaveis 3-Dieta padrio + kombucha
Inflamacdo coldnica (histologia)
Niveis de malonaldeido
4-Dieta padréo + 4gua Atividade da CAT, SOD e GPx
Animais qué  5-Dieta padréo + cha verde Niveis de IL-1R, IL-6 e TNF-a
receberao 6-Dieta padréo + kombucha Atividade da mieloperoxidase
inducdo de

colite aguda  Obs.: Todos o0s animais terdo acesso a agua
com AA (4%) ad libitum
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Serdo utilizados modelos biolégicos camundongos C57BL/6 machos e fémeas
provenientes do Biotério Central da UFPEL. Serdo utilizados 72 animais (n = 72), divididos
em 6 grupos, com 12 animas cada, sendo que para cada tratamento/controle terd 6 machos e
6 fémeas. Nos grupos tratamento, os animais receberdo kombucha ou cha verde por gavagem
de 1 mL 100g™ de peso corporal, com inicio no 1° dia (apds a semana de adaptacio),
mantendo-se até o 7° dia. No 8° dia de experimento os animais serdo submetidos a um jejum
de 3 horas e, posteriormente, sedados com isoflurano e eutanasiados por puncao cardiaca,
seguindo os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (Cobea, 2004). O trato gastrointestinal serd dessecado e
armazenado em 10% de formalina tamponada. As amostras de sangue serdo coletadas em
tubos com anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Os demais 6rgdos:
figado, coracdo e rim serdo excisados e pesados individualmente para serem utilizados em
analises complementares e/ou projetos futuros. Estes procedimentos serdo realizados com

auxilio de uma Médica Veterindria com conhecimento especifico sobre as técnicas.

9 Avaliacéo in vivo do colon

9.1 Avaliacéo da atividade da doenca (1AD)

A gravidade da colite sera monitorada diariamente por um indice de Atividade da
Doenca (IAD) (Larner et al., 2019), a qual inclui anélise de perda de peso, consisténcia das
fezes e sangramento (Tabela 4), e serdo somados 0s escores dos trés parametros. Os animais

com escores maiores que 9 serdo eutanasiados.

Tabela 4 — Critérios para pontuacdo de parametros de avaliacdo da evolucdo da doenca

inflamatdria intestinal induzida por acido acético.

Escore Perda de peso corporal Consisténciadas Sangramento anal
(%) fezes
0 Nenhum Bem formada Nenhum
1 1-5 - -
2 5-10 Pastosas Local
3 10-20 - -
4 >20 Adquosas Severa

Fonte: Larner et al. (2019).
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9.2 Avaliacdo macroscopica do colon

O célon sera aberto longitudinalmente sobre a margem mesentérica e lavado em
solucdo salina para analise. As alteracdes macroscopicas na mucosa colénica serdo avaliadas
usando-se uma escala de dano macroscopico, conforme demonstrado na Tabela 5 (Topal et
al., 2014).

Tabela 5 — Escala da gravidade da inflamacéo na avaliacdo macroscépica.

Escore Gravidade da inflamacéo
0 Mucosa com aparéncia preservada
1 Edema e congestédo
2 Ulceracdo e hemorragia
3 Multiplas Ulceras e parede intestinal diluida

9.3 Avaliacao microscopica do colon

A terceira parte distal do colon sera cortada longitudinalmente e fixada em
paraformaldeido tamponado a 4%. As seccOes embebidas em parafina, cortadas em secoes
de 5 um serdo coradas com hematoxilina-eosina e as imagens serdo analisadas em
microscopio. Nas sec¢des coldnicas serdo avaliados trés parametros (Tabela 6), segundo Gil-
Martinez et al. (2019).

Tabela 6 — Critérios para avaliagdo microscépica.

Escore Gravidade da Dano na cripta Ulceracao
inflamacéo
0 Auséncia de inflamacao Criptas intactas Auséncia
nas células da lamina
préopria
1 Granulocitos nas células Perda de um tergo basal ~ Um ou dois pontos de
da lamina propria ulceracédo
2 Células inflamatdrias que  Perda de dois tercos ~ Trés ou quatro pontos de
se estendem na basais ulceragéo
submucosa
3 Infiltrado inflamatdrio Perda da cripta inteira  Ulceragdo confluente ou
extensa
4 L Mudanca da superficie L

epitelial com eroséo
5 Erosdo confluente
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Os parametros serdo somados, sendo que o maximo escore histolégico para colite
grave é igual a 11 (Laroui et al., 2012).

9.4 Avaliacao do estresse oxidativo

Apb6s a eutandsia dos animais serdo retiradas amostras do colon que serdo
armazenados a -80 °C até a realizacdo das andlises. Todas as determinacdes bioquimicas
serdo realizadas nos fragmentos homogeneizados do célon. Para o célculo das analises de
CAT, SOD e GPx, a proteina tecidual sera quantificada utilizando o método de Lowry
(Lowry et al., 1951).

9.4.1 Determinacdo de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)
A Reacdo ao Acido Tiobarbiturico sera determinada de acordo com a metodologia
de Ohkawa et al. (1979) com ligeiras modificacdes. Sera adicionado em cada tubo uma
aliquota de Agua Mili Q; amostra do colon; Lauril Sulfato de Sédio (SDS) 8,1%; Tamp&o
de Acido Acético pH 3,44, e Acido Tiobarbitdrico (TBA) 0,6% (pH 4,0), como demonstrado

na Tabela 7. Em seguida, os tubos serdo incubados em banho-maria a 100°C por 1 hora.

Tabela 7 - Protocolo de oxidacao do ensaio de Reacdo ao Acido Tiobarbitdrico.

TUBOS H20 Amostra  SDS (8,1%) TAMPAO TBA
Mili Q (pH 3,44) (0,6%)

Branco 1300 pL 500 pL 200 pL 500 pL _
Amostra 800 pL 500 pL 200 pL 500 pL 500 pL

Fonte: Adaptado de Ohkawa et al. (1979).

Os produtos da reacdo serdo determinados por medida de absorbancia em 532nm, em
espectrofotdbmetro. A concentracdo de TBARS sera calculada por meio de uma curva padréo,
concentracdes conhecidas de 1,1,3,3 — tetrametoxipropano, e os resultados serdo expressos

em nm de Malonaldeido (MDA)/g de amostra.

9.4.2 Determinacdo da atividade da enzima Catalase (CAT)

A amostra (60 pg) serd homogeneizada e misturada com 150 pl de tampao fosfato
(125 mM, pH 7,4). A reacdo sera iniciada pela adi¢gdo de 10 mL de H202 (0,5 mM). O branco
sera preparado com 190 mL de tampéo fosfato e 10 mL de H.O2 (0,5 mM). A taxa de
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diminuicdo da densidade Optica sera medida a 240 nm apds 1 min em relagdo ao branco.
Uma unidade de atividade de CAT sera definida como a quantidade de enzima que decomp6s
1 mM de H2O> por min a 37 °C. A atividade especifica sera expressa em unidades/mg de
proteina (Aebi, 1984).

9.4.3 Determinacao da atividade da enzima Superoéxido Dismutase (SOD)

Para determinar a atividade da SOD, a amostra (40 ug) sera homogeneizada, a seguir
serd adicionado 150 pL de tampao glicina 50 mM, pH 10,2 e 10 ul de catalase 10 uM. Como
controle, serd utilizado 180 pul de tampao de glicina 50 mM, pH 10,2 ¢ 10 ul de catalase 10
uM. A reagdo sera iniciada pela adigdo de 10 mL de adrenalina a 60 mM. A absorbancia a
480 nm serd medida no tempo zero e novamente ap6s 10 minutos a 32°C. Uma unidade de
atividade da SOD sera definida como a quantidade de enzima necessaria para diminuir a
formacdo de superoxido em 50%. A atividade especifica serd expressa em unidades/mg de
proteina (Boveris, 1984).

9.4.4 Determinacdo da atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da GPx serd mensurada usando hidroperdxido de terc-butil como
substrato. O desaparecimento do fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH)
serd monitorado espectrofotometricamente a 340 nm em meio contendo glutationa 2 mM,
glutationa redutase 0,15 U/mL, azida 0,4 mM, hidroperoxido de terc-butil 0,5 MM e NADPH
0,1 mM. Uma unidade GPx é definida como 1 umol de NADPH consumido por minuto, € a

atividade especifica é representada como unidades/mg de proteina (Wendel, 1981).

9.5 Determinacdo da expressdo génica de enzimas relacionadas a resposta
inflamatoria

Para determinacdo da expressdo génica, as amostras de colon serdo coletadas
imediatamente ap0s a decapitacdo e armazenadas a -80°C. As amostras serdo
homogeneizadas com 1 mL Qiazol (Qiagen, Valencia, EUA). O RNA total sera isolado e
purificado seguindo o protocolo do Qiazol. As reagdes de transcricdo reversa serdo
realizadas utilizando 1 pg de RNA por meio de kit transcricdo reversa com inibidor de RNase
(Applied Biosystems, Foster City, EUA) em um volume de 10 pL. Sera realizada a Reagéo
de Polimerase em Cadeia em tempo real (PCR-RT) para avaliar a expressdo dos genes alvo

descritos na tabela 8.
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Tabela 8 — Oligonucleotideos utilizados para expressdo génica de citocinas no tecido

colon.
Gene Sequéncia
Interleucina 6 (1L-6) 5’-GTTCTCTGGGAAATCGTGGA-3’ e
5’- TGTACTCCAGGTAGCTATGG-3’
Interleucina 1beta (IL-1R) 5’-TTGACGGACCCCAAAAGATG-3’ ¢

5’-TCTCACTGAAACTCAGCCGT-3’
Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) 5’-TCTCATCAGTTCTATGGCCC-3’ ¢
5’- GGGAGTAGACAAGGTACAAC-3

As reacdes de PCR serdo realizadas em triplicata em um volume de 12 L utilizando
SYBR Green Master mix (Roche) e a fluorescéncia sera quantificada Eco Real Time
(llumina). Para cada ensaio serdo realizados 40 ciclos de PCR e uma curva de dissociacao
sera incluida no final da reacdo a fim de verificar a amplificagdo de um Gnico produto de
PCR. Os dados serdo reportados como folds over the minimum. Cada placa de ensaio incluira

um controle negativo.

9.8 Mieloperoxidase col6nica (MPO)

O MPO colbnico € um marcador de neutrdfilos, e sua concentragcdo no tecido se
correlaciona com a extensao da infiltragdo de neutrofilos. O tecido col6nico sera pesado (50-
100 mg) e lavado cuidadosamente em PBS até livre de matéria fecal e armazenado a -80°C
até serem analisados. A seguir ser& homogeneizado com brometo de
hexadeciltrimetilaménio a 0,5% (Sigma®) em PBS 50 mM, pH 6,0. O tecido sera congelado-
descongelado 3 vezes, submetido a sonicacdo por 10 s para obter uma suspensao homogénea
do tecido e centrifugado em alta velocidade a 4 °C. A MPO sera testada no sobrenadante em

uma placa de 96 pogos, adicionando 1 mg mL™? de dicloridrato de dianisidina (Sigma®) e
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0,5 x 10-4% de H20., medindo a densidade dptica a 450 nm. A MPO de neutrofilos humanos
(Sigma®) pode ser usado como padréo (Faixa: 0,5-0,015 U mlIt). Uma unidade de atividade
MPO ¢ definida como a quantidade necessaria para degradar 1,0 pmol de perdxido / min a
25 °C. O resultado sera expresso como U/mg de proteina ou U g de tecido (Chassaing et
al., 2014).

10 Analise dos dados

Para andlise estatistica sera utilizada a analise de variancia (two-way ANOVA) com
auxilio do Software GraphPad Prism 6 para Windows para comparacdo entre os diversos
parametros avaliados no experimento. Considerando-se diferenga significativa para
ANOVA, seréa utilizado o Teste Tukey. Todos os testes serdo realizados com significancia
estatistica em nivel de 5% (p<0,05) (GraphPad Software, San Diego, USA).

11 Aspectos éticos

Serdo usadas todas as estratégias que visam minimizar o nimero de animais usados
no experimento. O tamanho do grupo foi planejado segundo o relato da literatura e calculo
amostral para cada um dos modelos e/ou ensaios.

Os ensaios experimentais serdo escolhidos visando induzir o minimo de
desconforto possivel. Em muitos casos a metodologia descrita na literatura é adaptada,
abdicando-se de medidas que tragam mais danos aos animais e ou introduzindo alternativas
que levem ao menor desconforto. Todos os procedimentos operacionais realizados estardo
embasados no Guide for the Care and Use for Laboratory Animals — ILAR/EUA e no
Manual para Técnicos em Bioterismo (COBEA, 2004).

Os animais serdo eutanasiados isoladamente dos demais para que nao haja estresse.
Em relacdo ao descarte do material biolégico, 0 mesmo sera acondicionado em sacos
plasticos e colocado sob refrigeracdo, utilizando freezer destinado apenas para este fim. O

descarte final do material sera feito pelo Bioterio Central da UFPEL.



12 Cronograma de atividades

2020

2021

2022

Atividades

10
semestre

20
semestre

10
semestre

20
semestre

10
semestre

Selecdo do tema

Fase |

Revisao de literatura

Elaboracédo do projeto de pesquisa

Qualificacdo

Fase Il [Execucéo dos procedimentos

experimentais in vitro e in vivo

Elaboracéo dos artigos
Fase 111

Defesa da Dissertacao
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13 Orcamento

Descricéo Valor unitario Subtotal
Material de consumo R$ 600,00 R$ 600,00
Reagentes diversos R$ 2.000,00 R$ 2.000,00
Kits para analises diversas R$ 400,00 R$ 3.000,00

TOTAL

R$ 5.600,00
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NOTA DE ESCLARECIMENTO

Alguns dos testes propostos inicialmente no Projeto de Pesquisa, ndo puderam ser
realizados em tempo habil para a Defesa, devido aos atrasos na entrega dos animais e de
reagentes quimicos a serem utilizados nesta pesquisa, em decorréncia da pandemia de Covid-
19. Ressalta-se que algumas das analises ainda estdo em andamento, como identificacéo de
compostos bioativos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), analise do poder
antioxidante redutor do ion ferro Il (FRAP), andlise de citotoxicidade (MTT),
mieloperoxidase coldnica (MPO), catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), reacdo ao cido tiobarbitdrico (TBARS) e expressdo génica de citocinas
inflamatdrias. Entretanto, as analises mencionadas serdo realizadas e inclusas nos artigos

oriundos desta Dissertacdo, para conseguinte publicacao.
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ARTIGO 1: Invitro

Caracterizacdo do Ch& Verde e da Kombucha: composi¢ao fenoélica, capacidade

antioxidante e inibicdo enzimatica

Jordan Teixeira Oliveira; Fernanda Machado da Costa; Taiciane Gongalvez; Elisa dos
Santos Pereira; Paola Quevedo da Costa; Paulo Cavalheiro Schenkel; Simone Pieniz

RESUMO

O chéa verde é uma bebida preparada a partir das folhas e brotos da Camellia sinensis,
apresentando alta concentracdo de compostos fendlicos e bioativos. J& a kombucha, é uma
bebida obtida por meio da fermentacdo do cha com uma coldnia simbidtica de bactérias e
leveduras (SCOBY). Além dos compostos fendlicos presentes no cha, a kombucha também
apresenta alta concentracdo de acidos organicos, que conferem a bebida sabor e propriedades
caracteristicos. O presente estudo teve como objetivo realizar a caracterizacdo fisico-
quimica, antioxidante e enzimatica do cha verde e da kombucha. Para isso, realizou-se
andlises de pH, acidez, teor de sélidos, determinacdo de compostos fendlicos, potencial
antioxidante por meio dos métodos 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e pela reagdo as
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), e acdo enzimatica (alfa-glicosidase).
Como resultados, observou-se que a kombucha apresentou menor pH, maior teor de acidez
e de sélidos comparada ao cha verde. Quanto a concentracdo de compostos fendlicos totais
pelo método Folin Ciocalteu, ndo houve diferenca significativa entre as bebidas (p>0,05).
Na analise antioxidante pelo ensaio de DPPH, observou-se que tanto o cha verde quanto a
kombucha apresentaram capacidade antioxidante significativa em remover o radical DPPH,
quando comparados ao controle; porém, quando analisada a inibicdo da peroxidacao lipidica
por meio do método de TBARS, observou-se que o cha verde apresentou capacidade
antioxidante, ja a kombucha exibiu capacidade pr6-oxidante por este método. Ambas as
bebidas apresentaram atividade inibitoria significativa da enzima a-glicosidade, entretanto,
0 cha verde apresentou maior percentual de inibigdo. Pode-se concluir que ambos, cha verde
e kombucha, s&o bebidas ricas em compostos fendlicos, as quais apresentam alta capacidade
antioxidante e potencial de inibi¢do da enzima digestiva a-glicosidase, conferindo possivel

potencial terapéutico frente a processos oxidativos.

Palavras chave: polifenois; Camellia sinensis; cha fermentado; glicosidase.
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ABSTRACT

Green tea is a beverage prepared from the leaves and buds of Camellia sinensis, with a high
concentration of phenolic and bioactive compounds. Kombucha, on the other hand, is a
beverage produced by tea fermentation with a symbiotic colony of bacteria and yeasts
(SCOBY). In addition to the phenolic compounds present in the tea, kombucha also has a
high concentration of organic acids, which gives the drink its characteristic flavor and
properties. The present study aimed to carry out the physical-chemical, antioxidant and
enzymatic characterization of green tea and kombucha. For this, analyzes of pH, acidity,
total solids content, determination of phenolic compounds, antioxidant potential by the 2,2-
diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) method and by the reaction of reactive substances to
thiobarbituric acid (TBARS), and enzymatic action (alpha-glucosidase). As a result, it was
observed that kombucha had lower pH, higher acidity and solids content compared to green
tea. As for the concentration of total phenolic compounds by the Folin Ciocalteu method,
there was no significant difference between the bevereges (p>0.05). In the antioxidant
analysis by the DPPH and TBARS assay, it was observed that both green tea and kombucha
showed significant antioxidant capacity in removing the DPPH radical, when compared to
the control; however, when analyzing the inhibition of lipid peroxidation through the
TBARS method, it was observed that green tea showed antioxidant capacity, whereas
kombucha showed pro-oxidant capacity by this method. Both beverages showed significant
inhibitory activity of the a-glucosity enzyme, however, green tea showed a higher percentage
of inhibition. It can be concluded that both green tea and kombucha are beverages very rich
in phenolic compounds, which have a high antioxidant capacity and a potential to inhibit the
digestive enzyme a-glucosidase, providing possible therapeutic potential against oxidative

processes.

Key words: polyphenols; Camellia sinensis; fermented tea; glucosidase.



93

1 INTRODUCAO

O cha verde € uma bebida de origem chinesa preparada a partir das folhas e brotos
da Camellia sinensis, planta que também da origem ao cha preto, e possui alta concentracéo
de compostos fenolicos (Sharangi, 2009; Liu et al., 2020). Estes compostos fenolicos, ou
polifenois, sdo os metabolitos secundarios mais encontrados nas plantas, sendo originados
ao longo do seu processo metabdlico, e subdividem-se em diversas classes de compostos,
como flavondides simples, acidos fendlicos, flavonodides complexos e antocianinas, que
exercem alto potencial antioxidante, combatendo o estresse oxidativo (Babbar et al., 2014).
Cerca de 70% dos polifendis presentes no cha verde sdo catequinas (no cha preto essa
concentracdo é de cerca de 30%), sendo a mais abundante a epigalocatequina galato
(EGCG), responsavel por 32% do seu poder antioxidante e pela maioria de seus beneficios,
sendo que em 200 mL de cha verde contém cerca de 20-200 mg de EGCG. O cha também é
rico em catequinas como a epicatequina, epicatequina galato, galocatequina e
epigalocatequina, além de compostos como o &cido cafeico, cafeina, &cido cumarico, acido
galico, kampeferol, miricetina, rutina, quercetina e acido quinico (Moore et al., 2009; Luk et
al., 2020), que conferem a este muitos beneficios, como elevado potencial antioxidante,
antiinflamatério, antibacteriano, antiviral, efeito protetor nas doencas intestinais,
cardiovasculares, cognitivas, respiratorias, periodontais, cancer, diabetes, hipertensdo
arterial sistémica, densidade dssea, além de efeito protetor contra céries dentérias, raios
ultravioleta, litiase renal, entre outras enfermidades (Cabrera et al., 2006; Barbalho et al.,
2019).

J& a kombucha, € uma bebida obtida por meio da fermentacdo do cha verde ou cha
preto, utilizando bactérias e leveduras como inéculo, conhecido como fungo do cha ou
SCOBY (Col6nia Simbiotica de Bactérias e Leveduras) e acUcar, que serve como substrato
para a fermentacdo microbiana (Al-Mohammadi et al., 2021). A bebida é composta de duas
fases: um biofilme flutuante e uma fase liquida, levemente acida. Além da agua utilizada no
preparo do chd, os principais componentes do liquido (e do biofilme, devido a sua grande
capacidade de absor¢do de agua) sdo o acido glucdnico, acido glicurdnico, acido acético e
etanol (Kaewkod et al., 2019; Antolak et al., 2021). Sob condicGes aerdbicas, a combinagdo
de ché, acucar e SCOBY séo transformadas no periodo de 7 a 10 dias em uma bebida acida
(pH abaixo de 4), moderadamente gaseificada e refrescante, a qual possui diversos
compostos benéficos a saude (Malbasa et al., 2011). Jayabalan et al. (2008); Kaewkod et al.
(2019) e Jakubczyk et al. (2020) verificaram a presenca de acido acético, &cido mélico, acido
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ascorbico, acido tartarico, acido glicurénico, acido glucoénico, acido D-sacarico-1,4-lactona,
acido citrico, vitaminas, minerais, aminoacidos, enzimas hidroliticas e etanol, que s&o
produzidos ao longo do processo de fermentacdo, além do potencial aumento do conteido
de compostos fenolicos totais e da capacidade antioxidante.

A alta concentracdo de compostos fendlicos do cha verde e da kombucha conferem
as bebidas alto potencial antioxidante, participando da neutralizacdo dos radicais livres em
nosso organismo, que em excesso geram um fendmeno chamado estresse oxidativo,
causando potencial dano as estruturas celulares, além de ter um papel importante no
desenvolvimento de doencgas cronicas e degenerativas, como cancer, artrite, doencas
autoimunes, cardiovasculares e neurodegenerativas (Pham-Huy et al., 2008). Os compostos
bioativos presentes nestas bebidas também apresentam potencial inibitério de algumas
enzimas, como a a-amilase e a-glicosidase, que participam da digestdo de carboidratos,
proporcionando potencial beneficio para individuos com diabetes (Gao et al., 2013;
Permatasari et al., 2021). Entretanto, 0 método de preparo e a origem das matérias primas
podem exercer grande influéncia quanto aos compostos fenolicos presentes nas bebidas,
assim como em seu potencial antioxidante e bioativo (Chu & Chen, 2005; Malbasa et al.,
2011; Watawana et al., 2015). A kombucha passa por um alto potencial de contaminagéo
durante seu processo de fermentacédo, portanto, medidas devem ser tomadas para prevenir a
contaminacgéo cruzada e o crescimento de organismos patogénicos, que oferecem potenciais
riscos a saude dos consumidores. Os utensilios precisam estar limpos e sanitizados, o pH
precisa estar abaixo de 4,2, 0 SCOBY precisa ser obtido comercialmente sem uso prévio, a
agua utilizada para o preparo do chd precisa estar >165°F, e qualquer sinal de contaminagao
por fungos, a kombucha deve ser totalmente descartada (Nummer, 2013).

Estudos que comparam a composi¢ao bioativa e a capacidade antioxidante entre cha
verde e kombucha preparada a partir de cha verde sdo escassos, além de apresentarem
resultados conflitantes. Portanto, o presente estudo teve como objetivo analisar a

caracterizacdo fisico-quimica, antioxidante e enzimatica do cha verde e da kombucha.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparo do chéa verde

As folhas de cha verde foram adquiridas comercialmente da marca
Yamamotoyama® (China). Todos os recipientes utilizados no preparo foram previamente

esterilizados a 121 °C por 15 min. O cha foi preparado utilizando 1 L de dgua e 10 g L™ de
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folhas secas, as quais permaneceram em infusdo por 7 min em agua a 85 °C, e entdo, coadas
em filtro de néilon. O cha foi preparado no momento de uso, tanto para as analises quanto

para o preparo da kombucha (Komes et al., 2010).

2.2 Preparo da kombucha

A kombucha foi adquirida comercialmente da marca Viva Mais®, acondicionada em
embalagens pléasticas lacradas. Todos os recipientes utilizados no preparo foram previamente
esterilizados a 121 °C por 15 min. O SCOBY, da mesma marca, foi inoculado com seu
liquido de partida (100 mL) em cha verde previamente preparado, conforme descrito no item
anterior, e adicionado sacarose (60 g L™). O recipiente foi recoberto com tecido poroso para
evitar contaminacdo, e deixado em temperatura ambiente (24 + 2 °C) durante 7 dias (Kallel
et al., 2012; Chakravorty et al., 2016). Apos decorrido os 7 dias, a fermentacdo foi
interrompida, e a kombucha foi envazada em embalagens estéreis e mantidas sob
refrigeracdo a 5 °C. As amostras foram coletadas para formacao do pool que foi utilizado
nas analises do presente estudo. O SCOBY foi coletado e armazenado em 300 mL de cha
verde e 100 mL de kombucha em recipiente fechado a 5 °C, para futuras analises (Kallel et
al., 2012).

2.3 Determinacéo do pH do cha verde e da kombucha
A determinacdo do valor do pH foi realizada em pHmetro digital QUIMIS e em tiras

de teste de pH. As analises foram realizadas em triplicata.

2.4 Determinacao de acidez do cha verde e da kombucha

A partir de uma solucdo alcalina de concentracdo conhecida, foi realizada uma
titulometria para determinar a acidez do produto, utilizando-se NaOH 0,1 N e fenoftaleina
como indicador de viragem. Os resultados foram expressos em percentual de acido latico

presente na amostra. As analises foram realizadas em triplicata.

2.5 Teor de solidos totais (°Brix)
O teor de sélidos totais do cha verde e da kombucha foram medidos pelo refratdmetro
digital (ATAGO), e os resultados foram expressos em % de solidos solUveis. As analises

foram realizadas em triplicata.
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2.6 Caracterizacao fitoquimica da kombucha e do cha verde

As andlises de caracterizagcdo quimica da kombucha e do cha verde foram realizadas
nos Laboratorios de Microbiologia e de Nutrigenbmica da Faculdade de Nutricdo da
Universidade Federal de Pelotas (UFPEL).

2.6.1 Quantificacdo de compostos fendlicos totais pelo método Folin-Ciocalteau

A gquantificacdo de compostos fendlicos totais foi determinada por meio de técnica
espectométrica, adaptada de Swain e Hillis (1959). Foram homogeneizadas 0,5 mL de
kombucha e de ch& verde e adicionados 20 mL de metanol (Synth®). As amostras foram
centrifugadas a 10000 rpm por 15 min. Foram coletados 250 pL do sobrenadante e
adicionados as amostras 4 mL de agua destilada e 250 uL de Folin-Ciocalteau (Merck®)
(1:1). Os tubos foram agitados e ap6s 5 min foram adicionados 0,5 mL de Na,COz (Sigma®)
(7%). Apds 2 h, a absorbancia foi medida a 725 nm. As quantidades de fendis totais nas
amostras foram quantificadas por meio de uma curva padrdo preparada com &cido galico
entre as concentracdes de 10 a 100 pug mL™. A quantificagdo dos compostos fenolicos totais

foi realizada em triplicata e os resultados expressos em pg de acido gélico por ml de amostra

(ug ml™?).

2.7 Capacidade antioxidante da kombucha e do cha verde

2.7.1 Determinacao da capacidade antioxidante pelo método 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH)

A avaliacdo da atividade biolégica dos compostos bioativos foi realizada por meio
da identificacdo das propriedades antioxidantes, com a utilizacio de métodos
espectrofotométricos de avaliacdo da capacidade de captar radicais livres e do seu poder
redutor. O método DPPH utilizado foi o descrito por Brand-Williams et al. (1995), baseado
na captura do radical DPPH por antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a
515 nm. O DPPH (Sigma®) foi utilizado na concentra¢do de 0,06 mM, dissolvido em alcool
metilico (Synth®). A solugdo foi homogeneizada e transferida para um frasco de vidro
ambar. Em ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de 0,1 mL de amostra para tubos
de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH (item solugéo de DPPH 0,06 mM) e homogeneizada.
Apbs o preparo, as solucdes foram armazenadas em ambiente escuro por 45 min. Foi
utilizado 0,1 mL de uma solugéo controle (solucdo controle de alcool metilico 50% (40 mL),
acetona 70% (Merck®) (40 mL) e agua (20 mL) com 3,9 mL do radical DPPH, para entdo
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ser homogeneizado e armazenado no escuro por 45 min. Foi utilizado alcool metilico, como
branco, para calibrar o espectrofotometro. As leituras (515 nm) foram monitoradas a cada
minuto, onde foi observada a reducdo da absorbancia até sua estabiliza¢do. A curva padrdo
foi realizada a partir da solugao inicial de DPPH (60 uM), variando a concentragdao de 10
uM a 50 uM. Cada uma destas solugdes de DPPH (10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 uM e
60 uM) foi armazenada em ambiente escuro por 45 min, sendo entdo transferidas para
cubetas de vidro, onde foi realizada a leitura em espectrofotémetro a 515 nm. Os resultados
foram expressos em ECso (ug mL™). O experimento foi realizado em triplicata com trés

repeti¢des independentes.

2.7.2 Determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)

A determinacdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico foi realizada de
acordo com a metodologia de Ohkawa et al. (1979). Primeiramente foi incubado em banho
maria a 80 °C, tubos de ensaio contendo agua Mili Q, Azeite de Oliva Extra Virgem
submetidos a oxidacdo por 100uM de sulfato ferroso, por 10 min. Posteriormente, foi
adicionado em cada tubo a amostra de cha verde ou kombcuha, Lauril Sulfato de Sodio
(SDS) 8,1%, Tamp&o de Acido Acético pH 3,44 e Acido Tiobarbittrico (TBA) 0,6%. Em
seguida, incubado novamente em banho maria a 100 °C por 1 hora. Os produtos da reagédo
foram determinados por medida de absorbancia em 532 nm, em espectrofotometro. A
concentracdo de TBARS foi calculada por meio de uma curva padrdo, concentragdes
conhecidas de 1,1,3,3 — tetrametoxipropano, e os resultados foram expressos em nm de
Malonaldeido (MDA)/mL de amostra. A curva padréo é composta por concentragdes de agua
destilada, MDA 0,03 mM, SDS 8,1%, Tampéao de &cido acético pH 3,44 e TBA 0,6% e
incubados em banho maria a 100 °C, por 1 h. O experimento foi realizado em triplicata com

trés repeticOes independentes.

2.8 Avaliacéo da capacidade de inibigdo enzimatica do cha verde e da kombucha

2.8.1 Ensaio de inibicéo da alfa-glicosidase

Foi avaliado utilizando o procedimento descrito por Vinholes et al. (2011). Foram
adicionados 10 pL. de ch4 verde ou kombucha em 50 pL de substrato nitrophenyl a-D-
glucopiranosidase (3,25 mM) em tampdo fosfato (pH 7,0). A reacéo foi iniciada pela adigédo
de 50 pL da enzima (9,37 U/mL de tampao de fosfato, pH 7,0), e posteriormente foram
incubados a 37 °C durante 10 min. Foi realizada leitura em espectrofotdmetro apos a adicao
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de 15 pL de HCI para parada da reagdo, em uma absorbancia de 405 nm. Os resultados foram
expressos em percentual de inibi¢do, seguindo a formula abaixo:
% inibicdo = Abs controle — Abs amostra / Abs controle x 100

As analises foram realizadas em triplicata.

2.9 Analise dos dados

Para anélise estatistica, foi utilizada a anlise de variancia (two-way ANOVA), com
auxilio do Software GraphPad Prism 6 para Windows para comparagdo entre os diversos
parametros avaliados no experimento. Considerando-se diferenca significativa para
ANOVA, utilizou-se o Teste Tukey. Todos os testes foram realizados com significancia
estatistica em nivel de 5% (p<0,05) (GraphPad Software, San Diego, USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A kombucha é obtida pela acdo dos micro-organismos presentes na membrana
celulésica (SCOBY) utilizada para a elaboracdo da mesma, resultando na alteracdo da
composicao e da concentracdo dos constituintes do cha. Ensaios fisico-quimicos, bioativos,
antioxidantes e enzimaticos foram realizados no presente estudo com a finalidade de
caracterizar o cha verde e a kombucha utilizada. Para todas as analises utilizou-se amostras
de cha verde frescas, preparadas no momento de uso, e de kombucha produzida com cha

verde fermentado por 7 dias.

3.1 pH, acidez e teor de sélidos do cha verde e da kombucha

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, verificou-se que o pH da
kombucha apresentou reducdo significativa (p < 0,05) durante os 7 dias de fermentacéo,
guando comparada ao cha verde ndo fermentado. Quanto a acidez, os resultados foram
expressos em percentual (v/m) de &cido latico presente nas amostras, e observou-se que cha
verde e a kombucha exibiram concentracdo de 0,35% e 0,59% de é&cido latico,
respectivamente, demonstrando diferenca significativa entre ambas as amostras (p < 0,05).
Da mesma forma, na analise de sélidos soluveis totais (°Brix), que quantifica os carboidratos
e acidos organicos presentes na amostra, observou-se diferencga significativa entre ambas
amostras (p < 0,05), as quais apresentaram concentragdes de 0,6% e 9,5%, no cha verde e na

kombucha, respectivamente.
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Tabela 1 — Niveis de pH, acidez titulavel (% de &cido latico), e teor (%) de solidos sollveis totais

(°Brix), no cha verde e na kombucha fermentada por 7 dias.
pH Acidez (% éacido latico) Teor de solidos (%)
Cha Verde *5,65 + 0,048 0,35 + 0,000 0,6% + 0,000°
Kombucha 2,15+ 0,031° 0,59 + 0,014 9,5% + 0,191°

*Qs valores estido expressos como média = desvio padrdo (n=3). *"Letras diferentes indicam diferenca

significativa entre as amostras (p < 0,05).

A queda do pH e o aumento no percentual de acidez ao longo do processo de
fermentacdo da kombucha é algo amplamente estabelecido na literatura (Chakravorty et al.,
2016; Jakubczuk et al., 2020). O teor de pH, de acidez e de s6lidos encontrados na kombucha
foram similares aos encontrados por Kaewkof et al. (2019), aos 7 dias de fermentacéo.
Devido a grande diversidade de leveduras e bactérias (principalmente bactérias acido laticas
e bactérias acido aceéticas) presentes no SCOBY, ocorrem diversas modificacdes fisico-
quimicas e bioldgicas na kombucha ao longo do processo de fermentacdo. As leveduras
hidrolisam a sacarose adicionada a kombucha por meio das enzimas invertases, liberando
glicose e frutose, que entdo servem de substrato para a producédo de etanol, via glicolise. Ja
as bactérias acido acéticas utilizam o etanol para a producdo de acido aceético, e para a sintese
das redes de fibrila do SCOBY, ao mesmo tempo que convertem glicose em acido glucénico
e acido glicurénico (Morales, 2020; Al-Mohammadi et al., 2021). A formac&o de diversos
acidos organicos durante o processo de fermentacdo sdo 0s responsaveis pela reducdo dos

niveis de pH e pelo aumento do teor de acidez observados na bebida (Jakubczuk et al., 2020).

3.2 Compostos fenolicos totais do cha verde e da kombucha

A quantificacdo de compostos fenolicos totais foi determinada pelo método Folin-
Ciocalteu. O cha verde apresentou concentracao total de compostos fenolicos de 0,569 pg
mL* de 4cido galico; ja a kombucha apresentou concentragdo total de 0,535 pug mL™? de

acido galico (Figura 1), ndo havendo diferenca significativa entre as amostras (p > 0,05).
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Figura 1. Compostos fendlicos totais presentes no cha verde e na kombucha. Os dados foram
expressos em pg de acido galico por mL de amostra (ug ml ™) + desvio padréo. 2Letras iguais indicam

que haver diferenca significativa entre as amostras (p > 0,05).

Similar aos resultados encontrados no presente estudo, Kaewkod et al. (2019)
observaram um aumento na concentracdo total de compostos fendlicos da kombucha
preparada a partir de cha verde com pico no 3° dia de fermentacdo, com posterior reducao
gradual até o 9° dia de fermentacdo, onde se manteve com niveis semelhantes ao do cha ndo
fermentado (p > 0,05), e relativamente estaveis até o 15° dia. Entretanto, alguns estudos
verificaram aumento no teor total de compostos fendlicos totais ao longo do processo
fermentativo (Chakravorty et al., 2016; Jakubczyk et al., 2020), enquanto Pure & Pure (2016)

observaram reducéo significativa.

3.3 Capacidade antioxidante do cha verde e da kombucha

Os resultados da analise antioxidante pelo ensaio de DPPH podem ser observados na
Figura 2. Os resultados foram expressos em ECso (ug mL™), que corresponde a concentragéo
da bebida necessaria para inibir o radical DPPH em 50%. Portanto, quanto menor o ECsp,
maior é a capacidade antioxidante da amostra. Tanto o chd verde quanto a kombucha
apresentaram capacidade antioxidante significativas (ECso 0,051 pg mL*e ECs0 0,178 g
mL1, respectivamente), quando comparados ao controle (ECso 0,808 pg mL™). Entretanto,
0 cha verde apresentou maior capacidade inibitéria do radical DPPH que a kombucha (p <
0,05).
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Figura 2. Capacidade antioxidante do cha verde e da kombucha pelo método DPPH. Os dados foram
expressos em ECso (ug mL?) + desvio padrdo. **Letras diferentes indicam diferenca significativa

entre as amostras (p < 0,05).

Jayabalan et al. (2008) obtiveram resultados similares aos encontrados em nosso
estudo, com kombucha fermentada por 7 dias, onde observaram um aumento da capacidade
antioxidante da kombucha pelo método DPPH até o 3° dia de fermentag&o, no qual atingiu
seu pico, seguido de uma reducdo significativa até o 6° dia de fermentacdo, chegando a niveis
de inibicdo inferiores ao do cha ndo fermentado. Apos o 6° dia de fermentacao, a capacidade
de inibicdo do radical DPPH aumentou novamente de forma moderada e gradual até o 18°
dia. Em estudos similares, Kaewkod et al. (2019) e Pure & Pure (2016), verificaram que
apesar da manutencao, ou até mesmo reducdo na concentracao de compostos fenolicos totais
durante o processo de fermentacdo, houve um aumento da capacidade antioxidante da
kombucha pelo método DPPH, quando comparada ao cha verde nao fermentado.

A cultura utilizada para fermentacdo da kombucha pode apresentar variagcdo na
composicao microbioldgica de acordo com sua origem, localizacdo geografica, clima e meio
empregado para o processo de fermentagédo, o que pode explicar a variagdo de compostos
bioativos e da capacidade antioxidante do produto final, assim como o tempo de fermentagao
empregado (Chu & Chen, 2005; Malbasa et al., 2011; Watawana et al., 2015). Os complexos
fenolicos presentes no cha passam por biotransformacéo durante o processo fermentativo,
devido a exposicdo ao ambiente &cido e a acdo de enzimas liberadas pelas bactérias e
leveduras presentes no SCOBY, e isso pode resultar na alteragdo da capacidade antioxidante

do produto fermentado. Compostos com alto potencial antioxidante podem ser convertidos
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em compostos com menor capacidade de neutralizacdo de radicais livres, devido as
modificacOes estruturais causadas pela acdo enzimatica microbioldgica. Fatores estruturais,
como o nuamero de grupos hidroxila ou metoxila fenolica, hidroxila flavona, grupos ceto,
grupos carboxilicos livres, entre outras caracteristicas, podem afetar de forma significativa
a capacidade antioxidante de compostos fendlicos individuais (Jayabalan et al., 2008).
Entretanto, essas modificacBes estruturais também podem resultar no aumento da capacidade
antioxidante dos compostos fendlicos, ou alterar sua atividade frente a diferentes radicais
livres (nitrogénio/superoxido/hidroxila) (Jayabalan et al., 2008; Jakubczyk et al., 2020).

Na Figura 3, pode-se observar os resultados da analise da reacdo as substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), que avalia a capacidade da amostra em inibir a
peroxidacdo lipidica, onde o subprotudo avaliado é o MDA. Assim, quanto maior a
capacidade antioxidante da bebida, menor a concentracdo de MDA na amostra. O ché verde
apresentou capacidade inibitéria da peroxidacdo lipidica significativa (p < 0,05), quando
comparado ao controle, demonstrando capacidade antioxidante. J4 a kombucha exibiu

capacidade pro-oxidante por este método.
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Figura 3. Capacidade de inibi¢do da peroxidag&o lipidica do ché verde e da kombucha pelo método
de TBARS. Os dados foram expressos em nm de MDA mL* de amostra. #>*Letras diferentes indicam

diferenca estatisticamente significativa entre as amostras (p < 0,05).

A auséncia de atividade inibitoria da peroxidacdo lipidica exercida pela kombucha
no presente estudo pode ser explicada pelo seu baixo pH. Amorati et al. (2006) verificaram
que os acidos fenolicos e ésteres, em meio acido (pH 4), apresentaram baixa capacidade de

inibicdo da peroxidacéo lipidica, enquanto a elevacdo do pH aumentou de forma expressiva
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sua capacidade antioxidante. Jayabalan et al. (2008) verificaram grande variagdo no
potencial da kombucha preparada a partir de cha verde contra a peroxidacdo lipidica durante
0 processo de fermentacdo, com reducdo nos primeiros seis dias, seguido de um pico na
capacidade antioxidante no 9° dia, com posterior reducdo expressiva. Além do pH, a
polaridade do composto e o estado fisico do sistema lipidico também séo fatores que podem
afetar o comportamento antioxidante (Jayabalan et al., 2008). Entretanto, quando avaliada
em estudos in vivo, a kombucha apresenta atividade inibitoria da peroxidacdo lipidica
significativa, reduzindo os niveis de TBARS tanto em modelo animal de ulceragéo gastrica
quanto em dieta rica em colesterol, com efeito superior ao do cha ndo fermentado, o qual
também apresenta atividade antioxidante significativa (Banerjee et al., 2010; Bellassoued,
2015). Isso pode ocorrer pelo fato de que, ao passar pelo processo digestivo, o pH da
kombucha sofre alteracBes significativas, alterando sua capacidade antioxidante frente a

peroxidacao lipidica.

3.4 Avaliacdo da capacidade de inibicao enzimatica do cha verde e da kombucha
Os resultados do ensaio de inibi¢do da enzima a-glicosidase, que avalia a capacidade
inibitoria da amostra frente a enzima, estdo apresentados na Figura 4, sendo expressos em
percentual de inibicdo da amostra. Pode-se observar que tanto o chd verde quanto a
kombucha apresentaram significativa acdo inibitdria contra a enzima a-glicosidase,
entretanto, o cha verde apresentou poder inibitorio superior ao da kombucha (78,17% e

73,64%, respectivamente).
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Figura 4. Atividade inibitoria do cha verde e da kombucha frente a enzima a-glicosidase. Os dados
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foram expressos em % de inibicdo da amostra + desvio padrdo. *"Letras diferentes indicam diferenca

significativa entre as amostras (p < 0,05).

A enzima a-glicosidase participa da digestdo de carboidratos, principalmente de
maltose, maltotriose e a-dextrinas no intestino delgado, sendo a glicose o produto final desta
digestdo. A inibicdo de sua acdo enzimatica € alvo de medicamentos contra o diabetes tipo
2, como a Acarbose, que reduz e retarda a capacidade digestiva de carboidratos, atenuando
a elevacdo dos niveis de glicose sanguineos, o que resulta no melhor metabolismo da mesma,
favorecendo o controle glicémico e a melhora da sensibilidade a insulina (Koh et al., 2010).
Estudos anteriores também observaram a acdo inibitoria do cha verde e da kombucha
preparada a partir de diferentes substratos contra a enzima a-glicosidase (Gao et al., 2013;
Yang & Kong, 2016; Permatasari et al., 2021).

Segundo Xiao et al. (2013), os compostos fenolicos possuem alto potencial inibitorio
da enzima a-glicosidase, e entre 0s com maior potencial estdo as catequinas, que séo
abundantes tanto no cha verde quanto na kombucha (Jayabalan et al., 2007). Entre as
catequinas com maior potencial inibitorio, estdo a catequina galato, galatocatequina galato,
epicatequina galato e epigalocatequina galato (Kamiyama et al., 2010). Jayabalan et al.
(2007) verificaram que ao longo do processo de fermentacdo da kombucha preparada a partir
de cha verde, o teor de catequinas presente na bebida varia de forma consideravel. Os autores
observaram ainda reducdo no contedo catequinas nos primeiros 9 dias de fermentacéo, com
posterior pico significativo nos niveis de epicatequina e epigalocatequina no 12° dia. Esta
reducdo inicial no contetdo de catequinas pode explicar o menor potencial inibitdrio
apresentado pela kombucha frente a a-glicosidase no presente estudo, entretanto, existe a

necessidade de mais estudos para confirmar esta correlacéo.

4 CONCLUSAO

Com base nos dados apresentados, pode-se concluir que o cha verde e a kombucha
sdo bebidas ricas em compostos fendlicos e apresentam alta capacidade antioxidante,
conferindo potencial terapéutico frente a processos oxidativos. Ap6s os 7 dias de
fermentacdo, a kombucha exibiu reducdo significativa em seus niveis de pH, além de
aumento do percentual de acidez e do teor de sélidos totais, quando comparada ao cha ndo
fermentado. As biotransformac6es ocorridas durante o processo fermentativo da kombucha

também resultaram na modificacdo de sua capacidade antioxidante, apresentando potencial
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inferior ao do cha ndo fermentado no ensaio de DPPH, e auséncia de atividade na anélise de
TBARS. Ambas as bebidas apresentaram capacidade inibitéria significativa da enzima o-
glicosidase, apresentando potencial terapéutico no diabetes, sendo o percentual inibitorio
exercido pelo ché verde superior ao observado na kombucha.

Estudos comparativos entre o cha verde e a kombucha s&o escassos e controversos,
apresentando resultados conflitantes frente a diversas analises, tanto ao carater fenolico
quanto antioxidante. O SCOBY utilizado na producdo da kombucha pode apresentar
variacdes em sua composicdo microbioldgica de acordo com sua origem, clima e meio
empregado para o processo fermentativo, o que pode explicar as variagdes encontradas no
presente estudo e na literatura.

Por fim, ressalta-se ainda que, estdo sendo realizadas andlises de identificacdo de
composto bioativos individuais por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), poder
antioxidante redutor do ion ferro Il (FRAP) e andlise de citotocixidade (MTT), para
complementar os dados deste artigo quanto a caracterizagao do cha verde e da kombucha.
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ARTIGO 2: In vivo

Efeitos da administracdo de Cha Verde versus Kombucha no tratamento da colite

ulcerativa em camundongos

Jordan Teixeira Oliveira; Fernanda Machado da Costa; Mariana Parron Paim; Paola
Quevedo da Costa; Victor dos Santos Barboza; Rodrigo de Almeida Vaucher; Paulo
Cavalheiro Schenkel; Simone Pieniz

RESUMO

A colite ulcerativa € uma doenca inflamatoria intestinal (DI1) caracterizada pela inflamacéo
esponténea e reincidente do colon. O cha verde e a kombucha sdo bebidas com alto potencial
terapéutico, devido a sua alta concentracdo de compostos bioativos, que conferem as bebidas
elevada capacidade antioxidante e anti-inflamatodria. Desta forma, o presente estudo teve por
objetivo avaliar o potencial anti-inflamatério do ché verde e da kombucha frente ao modelo
de colite ulcerativa induzida por acido acético (4%). Setenta e dois (n=72) camundongos
C57BL/6 machos (n=36) e fémeas (n=36) foram divididos randomicamente em seis grupos:
controle (n=12), controle + cha verde (n=12), controle + kombucha (n=12), &cido acético
(n=12), &cido acético + cha verde (n=12) ou acido acético + kombucha (n=12). Os animais
dos grupos induzidos receberam administracdo intra-retal de acido acético (4%); ja os
animais dos grupos controle receberam agua estéril, através do mesmo procedimento. Os
tratamentos com cha verde ou kombucha foram administrados por gavagem ao longo de 7
dias, sendo monitorado o consumo alimentar (CA) e o indice de atividade da doenga (IAD).
No 8°dia, os animais foram eutanasiados e realizou-se a determinagédo dos niveis plasmaticos
da proteina C reativa (PCR) e analises macroscopicas e microscopicas do célon, sendo entdo
pontuados segundo escores de gravidade da inflamagdo. Como resultado, observou-se que
0s animais que receberam indugédo da colite por acido acético apresentaram inflamacéo,
ulceracdo e dano as criptas intestinais. Os tratamentos com chad verde e kombucha
apresentaram efeito anti-inflamatdrio intestinal, reduzindo de forma significativa o escore
histolégico e macroscépico de inflamagdo. Os tratamentos também reduziram os niveis
plasmaticos da PCR dos animais coliticos a niveis similares aos dos grupos controle. Com
base nas andlises histoldgicas do cdlon, o tratamento com kombucha se mostrou 0 mais
eficaz, apresentando reducdo significativa no dano as criptas intestinais, além de atenuar a

perda das células caliciformes. Nenhum dos grupos apresentou alteracdes significativas
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quanto ao CA e IAD. Com base nos dados apresentados, tanto o ch& verde quanto a
kombucha apresentam potencial terapéutico anti-inflamatério na colite ulcerativa induzida,

entretanto, a kombucha apresentou maior potencial quando comparada ao cha verde.

Palavras chave: doenga inflamatoria intestinal; Camellia sinensis; &cido acético; cha
fermentado.
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ABSTRACT

Ulcerative colitis is an inflammatory bowel disease (IBD) characterized by spontaneous and
recurrent inflammation of the colon. Green tea and kombucha are bevereges with high
therapeutic potential, with great antioxidant and anti-inflammatory capacity, due to their
high concentration of bioactive compounds, which give the drinks. Thus, the present study
aimed to evaluate the anti-inflammatory potential of green tea and kombucha against the
model of ulcerative colitis induced by acetic acid (4%). Seventy-two (n=72) male (n=36)
and female (n=36) C57BL/6 mice were randomly divided into six groups: control (n=12),
control + green tea (n=12), control + kombucha (n=12), acetic acid (n=12), acetic acid +
green tea (n=12) or acetic acid + kombucha (n=12). The animals in the induced groups
received intrarectal administration of acetic acid (4%); the animals of the control groups
received sterile water, through the same procedure. Treatments with green tea or kombucha
were administered by gavage over 7 days, with food intake (FI) and disease activity index
(DAI) being monitored. On the 8th day, the animals were euthanized and the determination
of plasma levels of C-reactive protein (CRP) and macroscopic and microscopic analysis of
the colon were performed, being then scored according to inflammation severity scores. As
aresult, it was observed that the animals that received colitis induction by acetic acid showed
inflammation, ulceration and damage to the intestinal crypts. The treatments with green tea
and kombucha showed an intestinal anti-inflammatory effect, significantly reducing the
histological and macroscopic inflammation score. The treatments also reduced the plasma
CRP levels of the colitic animals to levels similar to those of the control groups. Based on
histological analysis of the colon, kombucha treatment proved to be the most effective,
showing a significant reduction in intestinal crypt damage, in addition to attenuating the loss
of goblet cells. None of the groups showed significant alterations in terms of FI and DAI.
Based on the data presented, both green tea and kombucha have anti-inflammatory
therapeutic potential in induced ulcerative colitis, however, kombucha showed greater

potential when compared to green tea.

Key words: inflammatory bowel disease; Camellia sinensis; acetic acid; fermented tea.
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1 INTRODUCAO

A colite ulcerativa é uma doenga inflamatoria intestinal (DII) caracterizada pela
inflamacéo espontanea e reincidente do célon, podendo afetar um seguimento ou todo o
comprimento do célon (Kornbluth e Sachar, 2010). A doenca esta associada a alteracdes
funcionais, como na motilidade e no trénsito intestinal, podendo progredir de leve a severa,
com caracteristicas como dor abdominal, diarreia, fadiga, perda de peso, deficiéncias
nutricionais e sangramento retal. Em casos graves, sangue e muco nas fezes, fistula,
hemorroidas de fissura e anemia também séo observados (Head, 2003). Em animais, estas
caracteristicas estdo bem estabelecidas, incluindo a perda de peso, formacdo de Ulcera,
diarreia com sangue, perda de epitélio celular e infiltragdes com neutréfilos (Xavier e
Podolsky, 2007). Além disso, a inflamacdo afeta as camadas superficiais da parede intestinal
(mucosa e submucosa), com consequente infiltracdo de células polimorfonucleares e
plasmdcitos, e posterior edema, hemorragia e necrose epitelial (Deroche et al., 2014).

Embora a etiologia da colite ulcerativa ainda ndo seja clara, é geralmente hipotetizada
como sendo uma condicdo multifatorial, com prevaléncia similar entre os sexos. Dados
epidemiolégicos demonstram que o aparecimento da DIl estd associado a um estilo de vida
e ambiente ocidentalizados, caracterizados pelo alto nivel socioeconémico, uso de
medicamentos, poluicdo, estresse e dietas ricas em alimentos ultraprocessados, como
refrigerantes, alimentos ricos em acucar refinado, salgadinhos e carnes processadas, além do
alto consumo de gordura saturada (Shouval et al., 2017; King et al., 2020; Narula et al.,
2021). Fatores genéticos e o perfil das bactérias comensais entéricas também fazem parte da
fisiopatologia da doenga, sendo requeridos para iniciar e manter a inflamagé&o intestinal ou
coldnica. A disbiose ou desequilibrio na composi¢do da microbiota intestinal resultara na
reducdo da barreira de muco protetor intestinal, podendo gerar lesdes na mucosa, além de
resultar na perda da integridade das jungdes intercelulares intestinais (tight junctions)
(Ostanin et al., 2009; Hering et al., 2012; Wang et al., 2019). A perda da integridade desta
barreira fisica (leaky gut) pode levar a alteracdes na resposta imune, observada na DII, com
um elevado influxo de substancias presentes no Iimen, como bactérias entéricas e antigenos,
que irdo promover a sobrecarga do sistema imunolégico, induzindo a resposta inflamatoria
e 0 estresse oxidativo intestinal (EI-Abhar et al., 2008; Silva et al., 2008; Chandra et al.,
2019).

O tratamento da DIl inclui um grande nimero de farmacos, dentre os quais estao os

aminossalicilatos, os glicocorticoides, os imunossupressores, além da terapia bioldgica
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(Chang, 2020). Considerando que os pacientes precisam de tratamento ao longo da vida, e
muitas das terapias disponiveis possuem diversos efeitos colaterais secundarios, a busca de
novas abordagens é crescente e necessaria (Del Carmen et al., 2017). Tratamentos que
alteram a composicdo e/ou atividade de microbiota intestinal, como intervencGes com
probioticos, prebidticos e compostos fendlicos, podem constituir como uma opcéao
terapéutica alternativa (Hooper et al., 2012; Ambalam et al., 2016; Liu et al., 2020).

O cha verde € uma bebida milenar muito consumida ao redor do mundo, e é
produzido a partir das folhas e brotos da Camellia sinensis, apresentando diversos beneficios
a saude. Por ser rico em compostos fendlicos, principalmente catequinas, possui alto poder
antioxidante e anti-inflamatorio, apresentando efeito protetor em diversas doencas cronicas,
como nas doencas cardiovasculares, respiratorias, cancer, diabetes e hipertensao arterial
sistémica. Também ha evidéncias de que o cha possa apresentar beneficios como atividade
antibacteriana e antiviral, nas doencas inflamatdrias intestinais, doencas cognitivas, doencas
periodontais, entre outras (Cabrera et al., 2006; Barbalho et al., 2019; Liu et al., 2020).

Ja a kombucha, é uma bebida obtida por meio da fermentacdo do cha verde ou cha
preto adocado com bactérias simbidticas e leveduras osmofilicas (Amarasinghe et al., 2018).
A bebida adquiriu grande popularidade devido a diversas potenciais propriedades
famacoldgicas estabelecidas, como efeito antimicrobiano, antioxidante, hepatoprotetor, anti-
diabético, nos distarbios metabolicos, nas doencgas cardiovasculares, nos disturbios
inflamatdrios, no cancer e na colite ulcerativa (Bhattacharya et al., 2013; Bhattacharya et al.,
2016; Leal et al., 2018; Pakravan et al., 2019). Acredita-se que a maioria de suas
propriedades benéficas possa ser atribuida aos polifendis, acidos organicos, micro-
organismos com potencial probiotico (principalmente leveduras, bactérias &cido lacticas e
bactérias acido acéticas) e uma série de outros ingredientes que sdo inerentes as matérias-
primas ou séo produzidos durante a fermentacdo microbiana (Bhattacharya et al., 2016;
Antolak et al., 2021). Observou-se que durante o processo fermentativo da kombucha, pode
ocorrer um aumento na concentracdo de compostos fenolicos e flavonoides, conferindo a
bebida maior potencial antioxidante, superior ao do cha ndo fermentado, entretanto, as
evidéncias ndo sdo unanimes (Jayabalan et al., 2008; Bhattacharya et al., 2011).

Com base na necessidade de pesquisas sobre métodos alternativos que apresentem
menores efeitos colaterais no tratamento da colite ulcerativa, assim como a escassez de

estudos que avaliem o potencial terapéutico da kombucha nas DII, o presente estudo teve
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como objetivo avaliar o potencial efeito anti-inflamatorio intestinal do cha verde e da

kombucha no modelo de colite ulcerativa induzida por acido acético em camundongos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparo do cha verde

As folhas de cha wverde foram adquiridas comercialmente da marca
Yamamotoyama® (China). Todos os recipientes utilizados no preparo foram previamente
esterilizados a 121 °C por 15 min. O cha foi preparado utilizando 1 L de 4guae 10 g L™ de
folhas secas, as quais permaneceram em infusdo por 7 min em agua a 85 °C, e entdo, coadas
em filtro de nailon. O cha foi preparado diariamente e administrado fresco, tanto para o

tratamento quanto para o preparo da kombucha (Komes et al., 2010).

2.2 Preparo da kombucha

A kombucha foi adquirida comercialmente da marca Viva Mais®, acondicionada em
embalagens plasticas lacradas. Todos os recipientes utilizados no preparo foram previamente
esterilizados a 121 °C por 15 min. O SCOBY (Col6nia Simbiotica de Bactérias e Leveduras),
da mesma marca (Viva Mais®), foi inoculado com seu liquido de partida (100 mL) em cha
verde previamente preparado, conforme descrito no item anterior, e adicionado sacarose (60
g L. O recipiente foi recoberto com tecido poroso para evitar contaminacio e deixado em
temperatura ambiente (24 + 2 °C) durante 7 dias (Kallel et al., 2012; Chakravorty et al.,
2016). Apos decorrido os 7 dias, a fermentacdo foi interrompida e a kombucha foi envazada
em embalagens estéreis e mantidas sob refrigeracdo a 5 °C. As amostras foram coletadas
para formacdo do pool que foi utilizado para administracdo nos animais do presente estudo.
O SCOBY foi coletado e armazenado em 300 mL de ch& verde e 100 mL de kombucha em

recipiente fechado a 5 °C, para futuras analises (Kallel et al., 2012).

2.3 Avaliacao do experimento in vivo

2.3.1 Animais

Foram utilizados 72 (n=72) modelos biolégicos de camundongos C57BL/6 machos
(n=36) e fémeas (n=36), provenientes do Biotério Central da UFPEL. Estes foram divididos
randomicamente em seis grupos compostos de 12 animais cada (machos (n=6)/ fémeas
(n=6)), com 60 dias de idade, mantidos em gaiolas, em ambiente com controle de

temperatura (23 £ 2 °C) e luz (12:12 horas ciclo escuro/claro). O experimento foi conduzido
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no Laboratério de Nutricdo Experimental, da Faculdade de Nutricdo (UFPEL), onde os
animais permaneceram em adaptacéo ao ambiente do laboratoério e ao controle do consumo
da dieta padrdo (Nuvilab®) e &gua ad libitum por uma semana. Todos 0s procedimentos
foram realizados de acordo com o “Guia para cuidados e uso de animais de laboratério” do

National Research Council (NRC, 2011).

2.3.2 Colite experimental induzida por Acido Acético (AA)

A colite ulcerativa foi induzida com &cido acético (4%), sob anestesia leve com
isoflurano (inalacdo). Depois de lavagem anal mecénica com agua destilada estéril, os
animais dos grupos coliticos, foram tratados com 0,1 ml de &cido acético (4%), com auxilio
de um cateter de polipropileno (0,7 x19 mm) o qual foi inserido no célon via intra-retal. Os
grupos controles foram tratados com 0,1 ml de &gua destilada estéril utilizando 0 mesmo
método, para servir como o controle do grupo exposto. Imediatamente apds a aplicacdo das
solugdes via intra-retal, os animais foram mantidos em posicdo pronada por 15 segundos
com &cido acético e, posteriormente, lavados novamente com agua destilada estéril (Sanei
etal., 2014).

Ao longo do protocolo foi avaliado o indice de atividade da doenca (IAD), onde 0s
animais foram monitorados em relacdo a mudancas de peso corporal, presenca de sangue
nas fezes e consisténcia das mesmas. O consumo alimentar (CA) dos animais também foi
monitorado, com pesagem (g) no dia 1° e ao final do experimento (8° dia/ eutanasia). Ao
final de 7 dias, os animais foram eutanasiados e os célons foram coletados e lavados com
solucdo salina (0,9%). ApoGs esse procedimento, foi realizada a analise macroscopica e

microscopica do cdlon.

2.4 Delineamento experimental

2.4.1 Delineamento experimental

Foi realizado calculo amostral com nivel de confianca de 95%, distribuidos em seis
grupos com 12 animais cada (n=12). Um grupo como controle positivo, um controle negativo
e gquatro grupos tratamento, compostos de seis (n=6) animais machos e seis (n=6) animais

fémeas, conforme demosntrado a seguir (Tabela 4).
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Tabela 1 — Ensaio in vivo, com animais saudaveis/controle (C) e coliticos (AA), que receberam
administracdo de agua (como tratamento controle), cha verde (CV) ou kombucha (K), por gavagem
(1 mL 100g?). Os 72 animais foram divididos seis grupos compostos por 12 (n=12) animais cada,

subdivididos em seis (n=6) animais machos e seis (n=6) animais fémeas.

Grupos L o
Variaveis independentes Variaveis dependentes
Animais 1-Dieta padrdo + agua estéril (C)
fai 2-Dieta padréo + cha verde (C + CV) e L
saudaveis .
Heavel 3-Dieta padrdo + kombucha (C + K) Indice de Atividade da
Doenca (IAD)
Consumo Alimentar
Animais que  4-Dieta padréo + agua estéril (AA) (CA)
receberam  5-Dieta padréo + cha verde (AA + CV) Inflamaga&o coldnica
inducéo de 6-Dieta padrdo + kombucha (AA + K) (histologia)
: Proteina C reativa (PCR
colite com AA Ops.: Todos os animais tiveram acesso a (PCR)
(4%) 4gua ad libitum

Foram utilizados 72 (n=72) modelos bioldgicos de camundongos C57BL/6 machos
(n=36) e fémeas (n=36), provenientes do Biotério Central da UFPEL. Estes foram divididos
randomicamente em seis grupos compostos de 12 animais cada (machos (n=6)/ fémeas
(n=6)). Nos grupos tratamento, 0s animais receberam agua estéril (controle) ou &cido acético
4% (induzidos), cha verde ou kombucha, por gavagem, na dosagem de 1 mL 100g™ de peso
corporal, com inicio no 1° dia (apds a semana de adaptacdo), mantendo-se até o 7° dia. No
8° dia de experimento os animais foram submetidos a um jejum de 3 horas e, posteriormente,
sedados com isoflurano e eutanasiados por puncio cardiaca, seguindo os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(Cobea, 2004). O trato gastrointestinal foi dessecado e armazenado parte em 10% de
formalina tamponada, e parte armazenado para andlises complementares posteriores de
estresse oxidativo, mieloperoxidase colénica (MPO), bem como para a expressao de genes
relacionados a resposta inflamatdria. As amostras de sangue foram coletadas em tubos com
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para analise do perfil bioquimico.
Os demais orgédos coletados como figado, coracdo, baco, cérebro e rim foram excisados
individualmente para serem utilizados em analises complementares e/ou projetos futuros.
Estes procedimentos foram realizados com auxilio de uma Médica Veterinaria com

conhecimento especifico sobre as técnicas aplicadas.
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2.5 Avaliagao in vivo da colite ulcerativa

2.5.1 Avaliacdo da atividade da doenca

O consumo alimentar (CA) e a gravidade da colite foi monitorada diariamente (do 1°
dia ao 8° dia/ eutanasia) por um Indice de Atividade da Doenca (IAD) (Larner et al., 2019),
o qual inclui anlise de perda de peso, consisténcia das fezes e sangramento anal (Tabela 5).
Os parametros foram avaliados tanto individualmente quanto em conjunto, pois 0s
camundongos com soma de escores superiores a 9 necessitam ser eutanasiados, como forma
de evitar o sofrimento do animal. Os resultados foram expressos pela média do grupo por
parametro, sendo considerado significativo aqueles grupos que atingiram escores superiores
a 0,5 (Ran et al., 2008).

Tabela 2— Critérios para pontuacdo de parametros de avaliacdo da evolucdo da doenca

inflamatéria intestinal induzida por acido acético.

Escore Perda de peso corporal ~ Consisténciadas  Sangramento anal
(%) fezes
0 Nenhum Bem formada Nenhum
1 1-5 - -
2 5-10 Pastosas Local
3 10-20 - -
4 >20 Aquosas Severa

Fonte: Larner et al. (2019).

2.5.2 Avaliacdo macroscépica do célon
O colon foi aberto longitudinalmente sobre a margem mesentérica e lavado em solucao
salina (0,9%) para andlise. As alteracdes macroscopicas na mucosa coldnica foram avaliadas
com a utilizacdo de uma escala de dano macroscépico, conforme demonstrado na Tabela 6
(Topal et al., 2014).

Tabela 3 — Escala da gravidade da inflamacdo na avaliacdo macroscopica.

Escore Gravidade da inflamagé&o
0 Mucosa com aparéncia preservada
1 Edema e congestéo
2 Ulceracdo e hemorragia

3 Multiplas Ulceras e parede intestinal diluida
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2.5.3 Avaliacao microscopica do célon

A terceira parte distal do colon foi cortada longitudinalmente e fixada em
paraformaldeido tamponado a 4%. As seccdes embebidas em parafina, cortadas em secoes
de 5 um foram coradas com hematoxilina-eosina e as imagens foram analisadas em
microscopio. Nas secc¢des coldnicas foram avaliados trés parametros, segundo Gil-Martinez
et al. (2019) (Tabela 4).

Tabela 4 — Critérios para avaliacdo microscopica.

Escore Gravidade da inflamagéo Dano na cripta Ulceracéo
0 Auséncia de inflamacao Criptas intactas Auséncia
nas células da lamina
propria
1 Granuldcitos nas células Perda de um terco Um ou dois pontos
da lamina propria basal de ulceracéo
2 Células inflamatorias que Perda de dois tercos Trés ou quatro
se estendem na submucosa basais pontos de ulceragéo
3 Infiltrado inflamatdrio Perda da cripta inteira Ulceracéo
confluente ou
extensa
4 Mudanca da superficie
epitelial com eroséo
5 Erosdo confluente

Os parametros foram somados, sendo que 0 maximo escore histolégico para colite

grave é igual a 11 (Laroui et al., 2012).

2.6 Avaliacdo bioquimica: proteina C reativa (PCR)

O sangue total dos camundongos foi coletado por pulséo cardiaca e tranferidos para
tubos Vacutainer® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) contendo EDTA. Apds, os tubos foram
centrifugados a 2500 rpm por 15 minutos. O plasma foi separado e utilizado na avaliagéo
bioquimica utilizando kits comerciais da marca Labtest® (Minas Gerais, Brazil), em
analisador automatico Cobas MIRA® (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). Os
parametros mensurados no estudo foram: albumina e proteinas totais, que foram utilizadas
para a determinacdo quantitativa por turbidimentrica dos niveis de Proteina C Reativa (PCR)

nos animais.
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2.7 Anélise dos dados

Para anélise estatistica, foi utilizada a anlise de variancia (two-way ANOVA), com
auxilio do Software GraphPad Prism 6 para Windows para comparagdo entre os diversos
parametros avaliados no experimento. Considerando-se diferenca significativa para
ANOVA, utilizou-se o Teste Tukey. Todos os testes foram realizados com significancia
estatistica em nivel de 5% (p<0,05) (GraphPad Software, San Diego, USA).

2.8 Aspectos éticos

Foram usadas todas as estratégias que visam minimizar 0 nimero de animais
utilizados no experimento. O tamanho do grupo foi planejado segundo o relato da literatura
e célculo amostral para cada um dos modelos e/ou ensaios.

Os ensaios experimentais foram escolhidos visando induzir o minimo de desconforto
possivel. Em muitos casos a metodologia descrita na literatura foi adaptada, abdicando-se de
medidas que tragam mais danos aos animais e ou introduzindo alternativas que levem ao
menor desconforto. Todos os procedimentos operacionais realizados foram embasados no
Guide for the Care and Use for Laboratory Animals — ILAR/EUA e no Manual para
Técnicos em Bioterismo (COBEA, 2004).

Os animais foram eutanasiados isoladamente dos demais para que ndo houvesse
estresse. As carcacas dos animais eutanasiados foram dispensadas em saco pléastico fechado
e depositados em bombona com tampa para recolhimento por empresa especializada.

Materiais toxicos e contaminados foram tratados conforme protocolo da instituicao.

3 RESULTADOS

Entre os 72 animais do estudo, 69 sobreviveram até o final do experimento (taxa de
sobrevivéncia de 95,83%), sendo que ocorreu uma morte no grupo controle, uma no grupo
acido acético, e uma no grupo acido acético + kombucha. Todos os animais que receberam
inducgdo de colite ulcerativa (grupos &cido acético, acido acético + ché verde e acido acético
+ kombucha) apresentaram sangramento retal logo apds a administracdo intra-retal de &cido
acetico (4%), o mesmo ndo ocorreu com 0s animais dos grupos controle (controle, controle

+ cha verde e controle + kombucha), que receberam administracdo intra-retal de dgua estéril.

3.1 indice de Atividade da Doenca (IAD) e Consumo Alimentar (CA)
O IAD, que avalia a perda de peso corporal, consisténcia das fezes e sangramento

anal, foi monitorado diariamente, do dia 1° ao 8° dia/ eutanasia. Quanto a avaliacdo do peso
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corporal (Figura 1), nenhum dos grupos apresentou perda de peso. Os resultados referentes
a consisténcia das fezes e sangramento anal podem ser observados na Tabela 5. Apenas 0s
grupos controle e controle + cha verde ndo apresentaram alteracdes na consisténcia das fezes,
entretanto, as alteracdes observadas nos demais grupos foram inferiores ao escore minimo
indicativo de alteracdo referente a colite (0,5). Quanto ao escore de sangramento anal, apenas
0S grupos que receberam inducéo da colite ulcerativa obtiveram pontuacdo, entretanto, o

escore médio dos grupos também foi inferior ao escore indicativo de alteragéo (0,5).

Ganho de peso

251 —
P =0.9600
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— -~ Controle + cha verde
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= —— Controle + kombucha
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p —¥ Acido acético
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s =— Acido acético + cha verde
o 15- -©- Acido acético + kombucha
@
o
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Figura 1 - Ganho de peso corporal ao longo dos oito dias de experimento. Os dados foram expressos
em média em grama (g) de peso corporal por grupo * desvio padrdo. Nenhum dos grupos apresentou

perda de peso e ndo houve diferenga significativa quanto ao ganho de peso entre grupos (p > 0,05).

Tabela 5 — Escore de consisténcia das fezes (0: bem formada, 2: pastosas, 4: aquosas) e sangramento

anal (0: nenhum, 2: local, 4: severa), referentes ao indice de Atividade da Doenca.

Grupo Consisténcia das fezes Sangramento anal
Controle 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
Controle + cha verde 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
Controle + kombucha 0,208% £ 0,002 0,000 + 0,000
Acido acético 0,022¢ + 0,001 0,022° + 0,002
Acido acético + cha verde 0,146° + 0,002 0,083% + 0,002
Acido acético + kombucha 0,043° £ 0,001 0,043 + 0,002

*Qs valores foram expressos como média *+ desvio padrdo. *P¢dletras diferentes indicam diferenca

significativa entre os grupos (p < 0,0001).
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O consumo alimentar dos camundongos (Figura 2) foi avaliado ao longo do
experimento (1° ao 8° dia/ eutandsia) como forma de verificar a possivel interacdo entre as
alteracdes de peso e a ingestdo alimentar dos animais. Entretanto, ndo houve diferenca

significativa entre os grupos (p > 0,05).

Consumo alimentar
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Figura 2 — Consumo alimentar ao longo dos oito dias de experimento. Os dados foram expressos em
média em gramas (g) de consumo de racdo por grupo * desvio padrdo. Nenhum dos grupos

apresentou diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05).

3.2 Andlise Macroscopica e Microscopica do Célon

Na anélise macroscopica do cdlon (Tabela 6), pode-se observar que os animais que
receberam inducdo de colite por acido acético (grupo &cido acético, &cido acético + cha verde
e acido acético + kombucha) apresentaram inflamacéo visivel, o que néo foi observado nos
grupos controle (controle, controle + cha verde e controle + kombucha), que receberam
escore 0. O grupo acido acético recebeu escore maximo (3), indicando a presenca de
multiplas Ulceras e parede intestinal diluida. J& os animas coliticos que receberam tratamento
com ché verde e kombucha (grupo &cido acético + cha verde e acido acético + kombucha),
apresentaram escore inflamatorio 2 (ulceracdo e hemorragia), indicando atenuagdo do

processo inflamatdrio, em comparagédo ao grupo acido aceético.
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Tabela 6 — Escala de gravidade da inflamacgéo na avalia¢cdo macroscopica do célon.

Grupo Gravidade da inflamacéo
Controle 0*
Controle + cha verde 0
Controle + kombucha 0
Acido acético 3
Acido acético + cha verde 2P
Acido acético + kombcuha 2P

*Escore 0: mucosa com aparéncia preservada; 1: edema e congestdo; 2: ulceragdo e hemorragia; 3: multiplas
Glceras e parede intestinal diluida. ®Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p <
0,0001).

A analise microscopica do colon ocorreu em trés parametros, gravidade da
inflamacéo, dano na cripta e ulceragéo, sendo os trés escores somados (Tabela 7). Os animais
dos grupos controle (controle, controle + cha verde e controle + kombucha) apresentaram
epitélio preservado, sem alteracdes referentes a inflamacédo, edema ou ulceracédo (Figura 3),
recebendo escore total 0. A inducédo da colite ulcerativa foi confirmada em todos 0s grupos
que receberam administracdo de acido acético (grupo acido acético, acido acético +cha verde
e acido acético + kombucha), apresentando infiltrado inflamatdrio, dano na cripta e
ulceracdo extensa. O grupo &cido acético recebeu o escore histologico maximo (11),
caracterizando a colite grave, com presenca de erosdo confluente da cripta intestinal. Ja os
grupos &cido acético +chéa verde e acido acético + kombucha apresentaram escores 10 e 9,
respectivamente, mostrando efeito protetor significativo dos tratamentos, com atenuagéo do

dano na cripta, sendo o tratamento com kombucha o mais eficaz.
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Tabela 7 — Escala de gravidade da inflamag&o na avaliagdo microscépica do célon.

Grupo Gravidade Danonacripta Ulceracao Escore
da total
inflamacéo
Controle 0 0 0 0
Controle + cha vérde 0 0 0 0
Controle + kombucha 0 0 0 0
Acido acético 3 5 3 118
Acido acético + cha verde 3 4 3 10°
Acido acético + kombucha 3 3 3 gc

*0 escore de gravidade da inflamacdo vai de 0-3, de dano na cripta de 0-5 e ulceragdo de 0-3. Os trés
escores foram somados, sendo que o escore maximo é 11. *™CLetras diferentes indicam diferenca
significativa entre os grupos (p < 0,0001).

Figura 3 — Cortes histologicos representativos de todos os grupos. Grupos controle (A), controle +
ché verde (B), e controle + kombucha (C): cortes histolégicos sem presenca de inflamag&o, edema
ou ulceracdo. Gupo acido acético (D): corte histoldgico apresentanto inflamagéo, ulceragdo e dano
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as criptas acentuado, com grande reducdo de células caliciformes. Grupo &cido acético + cha verde
(E): corte histolégico com presenca de inflamacéo, ulceracdo, e dano as criptas menos acentuado,
também exibindo reducdo de célulcas caliciformes. Grupo acido acético + kombucha (F): corte
histolégico com presenca de inflamacgdo, ulceracdo, e dano as criptas ainda menos acentuado,

apresentando pequena reducédo de célulcas caliciformes.

3.3 Proteina C reativa (PCR)

A partir da analise dos niveis de proteina C reativa nos animais em estudo (Figura
4), observa-se uma elevacdo significativa nos niveis plasméaticos deste importante
biomarcador de fase aguda de inflamag&o no grupo &cido acético. Entretanto, os tratamentos
com cha verde e kombucha apresentaram reducéo significativa em seus niveis nos grupos
acido acético + cha verde e acido acético + kombucha, ndo apresentando diferenca
significativa dos grupos controle (grupo controle, controle + cha verde e controle +
kombucha). Portanto, fica evidente a acdo anti-inflamatéria do cha verde e da kombucha
frente a inflamacéo exercida pela colite ulcerativa. Observa-se também que os tratamentos
com cha verde e kombucha também apresentaram reducdo dos niveis de PCR entre os

animais saudaveis, entretanto a diferenca nao foi significativa (p > 0,05).

Proteina C reativa

150 P =0.0001
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12.57 X1 controle + cha verde
10.0 - EE controle + kombucha
- Il Acido acético
g 759 Acido acético + cha verde
509 el P21 Acido acético + kombucha
hkk * k%
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0.0 T \. ./
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Figura 4 — Os tratamentos com ché verde e kombucha inibiram de forma significativa a resposta
inflamatdria de fase aguda nos animais com colite ulcerativa induzida por acido acético, observada
por meio da avaliagdo dos niveis de proteina C reativa plasmaticos. Os resultados foram expressos
em média em mg/ L por grupo + desvio padrdo. **Letras diferentes indicam diferenca significativa

entre os grupos (p < 0,001).
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4 DISCUSSAO

A colite ulcerativa € uma DII caracterizada por lesdes inflamatdrias no intestino
grosso, € 0 modelo de colite induzida por administracdo intra-retal de acido acético é
amplamente estabelecido na literatura, causando inflamacéo néo transmural no colon, além
de dano histoldgico significativo, semelhantes a DIl em humanos (Randhawa et al., 2014;
Grupa et al., 2018). Considerando que os individuos acometidos pela doenca necessitam de
tratamento ao longo de toda a vida e muitas das terapias disponiveis possuem diversos efeitos
colaterais adversos, a busca por alternativas terapéuticas é extremamente relevante (Del
Carmen et al., 2017). Tanto o cha verde quanto a kombucha j& demonstraram previamente
serem eficazes como formas terapéuticas em modelos animais de colite ulcerativa, devido a
sua alta concentracdo de compostos bioativos, apresentando elevada capacidade antioxidante
e anti-inflamatdria (Pakravan et al., 2019; Liu et al., 2020).

No presente estudo, a indugdo da colite ulcerativa por acido acético foi confirmada
por meio das analises histoldgicas, onde observou-se inflamacéo, dano na cripta e ulceracao
significativa em todos os grupos induzidos (acido acético, acido acético + cha verde e acido
acético + kombucha). No momento da administracdo intra-retal de acido acético, observou-
se sangramento retal significativo, todavia, ndo resultou em alteracGes significativas quanto
ao IAD (média de escores inferior a 0,5 em todos os grupos) (Ran et al., 2008). Resultados
semelhantes foram encontrados por Sanei et al. (2014), os quais ndo observaram alteracdes
guanto a sangramento e consisténcia das fezes ao longo do experimento. Entretanto, outros
estudos verificaram aumento significativo no escore de perda de peso, consisténcia das fezes
e sangramento anal em camundongos com colite induzida por acido acético (Gupta et al.,
2018; Wang et al., 2019).

Tanto na analise macroscopica quanto a microscépica do célon, os animas do grupo
acido acético apresentaram escore inflamatdrio maximo (3 e 11, respectivamente), com
erosdo confluente das criptas, o que indica a presenca de colite ulcerativa grave. A disrup¢éo
do epitélio intestinal observada pelo extensivo dano as criptas levam ao aumento da
permeabilidade intestinal, e bactérias comensais, normalmente indcuas, podem se tornar
patogénicas ao cruzar o epitélio e induzir uma resposta imunologica e inflamacao intestinal,
caracteristicos da colite ulcerativa (Chang, 2019; Pakrvan et al., 2019). Os tratamentos com
cha verde e kombucha ao longo de 7 dias apresentaram efeito anti-inflamatério significativo

(p < 0,05) no célon dos camundongos coliticos, observado pela reducdo no escore
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macroscopico (2, em ambos tratamentos) e no escore microscopico (grupo &cido acético +
ché verde (escore 10) e grupo acido acético + kombucha (escore 9)), com efeito mais
expressivo no tratamento com a kombucha. A redugdo no escore microscopico total ocorreu
devido a atenuacdo no dano as criptas colonicas.

A proteina C reativa € um marcador especifico de inflamacdo de fase aguda, e
apresenta meia vida de 19 horas em humanos, podendo ser utilizado de forma eficiente para
monitorar a severidade e a resposta ao tratamento na colite ulcerativa (Croft et al., 2022).
Segundo Simons et al. (2014), o limite superior dos niveis de PCR em camundongos
C57BL/6 saudaveis € de 9 mg/ L, sendo que em humanos, niveis acima de 10 mg/ L é um
indicador de colite severa (Lynch et al., 2013). No presente estudo, o grupo colitico que ndo
recebeu tratamento (grupo acido acético) apresentou elevacéo significativa da PCR (11,125
mg/ L), indicando inflamacdo severa, entretanto, os animais coliticos que receberam
tratamento (grupo acido acético + cha verde e acido acético + kombucha) apresentaram
normalizagdo em seus niveis (2,775 e 2,425 mg/ L, respectivamente), atingindo niveis
inferiores ao grupo controle (4,875 mg/ L), mas sem diferenca significativa (p > 0,05). Os
grupos controle + cha verde e controle + kombucha também apresentaram reducao nos niveis
de PCR (2,55 e 2,7 mg/ L, respectivamente) quando comparados ao grupo controle (4,875
mg/ L), apesar de ndo apresentar diferenca significativa (p > 0,05). Estes resultados indicam
o0 alto potencial anti-inflamatério tanto do cha verde quanto da kombucha que, além de
reduzir este biomarcador inflamatério de forma significativa nos animais com colite
ulcerativa, também apresentou pequeno potencial anti-inflamatdrio nos animais saudaveis.

A acdo anti-inflamatdria sistémica e intestinal do cha verde e da kombucha j& foram
observadas em outros estudos (Al Bitar e Laham, 2013; Pakrvan et al., 2019; Liu et al.,
2020). Al Bitar e Laham (2013) verificaram que o tratamento com extrato de cha verde
reduziu os danos histoldgicos causados pelo &cido acético, além de reduzir dos niveis de
mieloperoxidase no colon, que é um marcador de infiltracdo por neutrofilos e aumentar os
niveis da enzima antioxidante Glutationa (GSH). Em modelo de colite ulcerativa induzida
por diluicdo de 3% de dextran sulfato de sédio (DSS) na &gua de beber dos animais, Liu et
al. (2020) observaram que a administracdo de extrato de cha verde reduziu de forma
significativa os danos histologicos e a atividade das citocinas pro-inflamatérias IL-6, IL-12
e TNF-a plasmaticas, com supressdo da ativacdo de Nf-kB, e aumentou da citocina anti-
inflamatoria IL-10. No mesmo estudo, a administragdo do extrato de chd também exerceu

efeito prebidtico na microbiota intestinal dos camundongos, aumentando a abundéncia de
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bactérias potencialmente benéficas, como Faecalibaculum e Bifidobacterium, e diminuindo
a abundéncia de bactérias potencialmente patogénicas, como Bacteroides e Mucispirillum,
além de restaurar a producéo de acidos graxos de cadeia curta nas fezes dos animais coliticos,
que havia sido suprimida. A administracdo de galato de epigalocatequina (EGCG) isolado,
que € um polifenol presente tanto no cha verde quanto na kombucha, se mostrou eficaz no
tratamento da colite ulcerativa, apresentando efeito modulador intestinal observado pelo
aumentando na abundancia de Akkermansia e na producéo de butirato, alem de reduzir o
escore histologico (Wu et al., 2021). Em outro estudo, Pakravan et al. (2019) avaliaram o
efeito da administracdo de kombucha filtrada, preparada a partir de cha preto, em
camundongos com colite ulcerativa induzida por DSS (3,5%). Observou-se que 0s animais
que receberam tratamento com kombucha tiveram maior taxa de sobrevivéncia e menor
perda de peso, além de melhora de disturbios digestivos, como sangramento e diarreia,
quando comparados a animais com a mesma idade que nao receberam tratamento. Apos a
avaliacdo histologica e molecular, verificou-se que os animais tratados com kombucha
apresentaram reducdo na extensdao do dano na mucosa e melhora significativa na expressao
das proteinas zonula occludens (ZO-1 e Z0O-2), que sdo proteinas associadas a integridade
das tight junctions, resultando na diminuicdo da permeabilidade intestinal.

No presente estudo, a kombucha apresentou atividade restaurativa da mucosa
intestinal superior ao cha verde, segundo a avaliacao histoldgica, reduzindo o dano as criptas
intestinais e restaurando as células caliciformes, que sdo importantes secretoras de muco
protetor, contribuindo para a integridade das tigh junctions. Além do elevado conteddo
fendlico, a presenca de acidos organicos exclusivamente na kombucha, como o &cido
glicurdnico, acido glucdnico, &cido acético e acido D-sacéarico-1,4-lactona (DSL) conferem
a bebida potencial antimicrobiano, antioxidante, detoxificante, e aumentam a
biodisponibilidade dos compostos fendlicos presentes na mesma (Antolak et al., 2021).
Saluk-Juszczak et al. (2008) verificaram atividade antioxidante significativa do DSL,
apresentando reducdo da peroxidacao lipidica plaquetaria e de lipidios plasmaticos. Shen et
al. (2016) avaliaram os efeitos terapéuticos preventivos do é&cido acético (0,3%),
concentragdo similar ao encontrado na kombucha (Cardoso, 2020), diluido na agua de beber
de camundongos por 28 dias previamente a inducédo da colite ulcerativa por DSS (3%). Como
resultado, observou-se por meio de analise histoldgica que os animais que receberam o preé-
tratamento com &cido acético apresentaram reducdo no dano as criptas, na perda de células

caliciformes, na infiltracdo de células mononucleares e na gravidade dos danos a mucosa
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coldnica, assim como encontrado no presente estudo, além de reducéo do IAD e da expresséo
de citocinas pré inflamatérias (TNF- o, IL-17A, INF-y, IL-12/1L-23p40) no célon. No
mesmo estudo, previamente a inducao da colite, observou-se aumento nos niveis de bactérias
comensais acido laticas e &cido acéticas, como Lactobacillus, Bifidobacteria e Enterococcus
faecalis, a0 mesmo tempo que ocorreu diminuicdo dos niveis de Escherichia coli nas fezes
dos animais que estavam no grupo que recebeu o pré-tratamento com &cido acético (0,3%),
mostrando potencial efeito modulador da microbiota intestinal (Shen et al., 2016). Portanto,
a presenca dos &cidos organicos presentes na kombucha podem acrescer ao potencial
medicinal exercido pelos compostos fendlicos presentes na mesma, sendo o principal

diferencial terapéutico frente ao cha verde.

5 CONLUSAO
A partir dos dados apresentados, observou-se que os tratamentos com ché verde e
kombucha exerceram potencial terapéutico anti-inflamatério frente ao modelo de colite
ulcerativa induzida por acido acético em camundongos. Ambos tratamentos apresentaram
reducdo significativa nos escores macroscopico e microscopico do colon, com efeito mais
expressivo sendo observado no grupo que recebeu tratamento com kombucha, apresentando
maior reducdo nos danos as criptas e maior restauracao das células caliciformes no célon.
Acredita-se que esse efeito superior possa ser atribuido a concentracdo de &cidos organicos,
além do conteudo fendlico que também é encontrado no cha ndo fermentado. Entretanto,
mais estudos comparativos sdo necessarios, para verificar o potencial terapéutico destas
bebidas na colite ulcerativa, assim como a necessidade de estudos clinicos que avaliem a
eficacia e a seguranca destes tratamentos.
E importante destacar ainda que, estdo sendo realizadas analises de identificacio da
Mieloperoxidase colénica (MPO), catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), reacdo ao acido tiobarbitdrico (TBARS) e expressdo génica de citocinas

inflamatdrias no tecido c6lon, para complementar os dados deste estudo.
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