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RESUMO

SOUZA, C. A. Avaliagcdo imunolégica promovida pelo consumo de
kombucha em camundongos diabéticos. 2019. 75p. Dissertacdo para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias — Departamento de Tecnologia
Bioquimico-Farmacéutica, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade

de Sao Paulo, Sdo Paulo.

O kombucha é uma bebida fermentada tradicional, originaria da China,
preparada pela fermentacdo de ch& preto adogado com cultura mista de
bactérias e leveduras chamada Simbiotic Culture of Bacteria and Yeast
(SCOBY). Tem sido alegado que o0 mesmo possui propriedades funcionais, tais
como recuperacdo ou manutencdo de peso corporal, atividade
antihiperglicémica, entre outras. Por ndo existirem estudos suficientes que as
comprovem, este trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia do consumo de
kombucha como tratamento alternativo para amenizar e/ou retardar sintomas e
complicacbes do Diabetes Mellitus e identificar as possiveis modificacdes
metabdlicas, morfoldgicas e imunoldgicas ocorridas em camundongos com
diabetes tipo 1. De acordo com os resultados obtidos, observou-se que, apesar
de ter havido recuperacdo de massa corpérea proxima daquela que se tinha
antes da inducédo da diabetes, esse efeito ndo foi exclusivo do kombucha e,
embora a influéncia no controle glicémico tenha sido maior nos camundongos
normoglicémicos que diabéticos, acredita-se que a administracdo por um
periodo prolongado pudesse indicar melhores resultados, uma vez que as
avaliagOes histologicas e morfométricas do intestino demonstraram resultados
satisfatorios quanto ao aumento da superficie de mucosa e diminuicdo do
infiltrado inflamatério, favorecendo a modulacdo imunolégica. Logo, considera-
se necesséria a realizagcdo de mais trabalhos para comprovacao da capacidade
funcional do kombucha e elucidacdo de sua eficacia enquanto tratamento

exclusivo e/ou complementar do diabetes.

Palavras-chave: Alimento funcional; inflamacéao; DM tipo 1.



ABSTRACT

SOUZA, C. A. Immunologic evaluation promoted by the consumption of
kombucha in diabetic mice. 2019. 75p. Dissertation to obtain the title of Master
in Sciences — Department of Pharmaceutical and Biochemical Technology,
School of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, S&o Paulo.

Kombucha is a traditional Chinese fermented beverage prepared by
fermenting sweetened black tea with mixed bacterial and yeast culture called
Simbiotic Culture of Bacteria and Yeast (SCOBY). It has been claimed that it has
functional properties such as body weight recovery or maintenance,
antihyperglycemic activity, among others. Because there are not enough studies
to prove them, this study aimed to evaluate the influence of kombucha
consumption as an alternative treatment to alleviate and/or delay symptoms and
complications of Diabetes Mellitus and to identify possible metabolic,
morphological and immunological changes in mice with type 1 diabetes.
According to the results obtained, it was observed that, although there was a
recovery of body mass close to the one obtained before diabetes induction, this
effect was not unique to kombucha, and although the influence on glycemic
control was greater in normoglycemic rather than diabetic mice, it is believed that
administration over a prolonged period could indicate better results, since
histological and morphometric evaluations of the intestine showed satisfactory
results in terms of mucosal surface enlargement and decreased inflammatory
infiltrate, favoring immune modulation. . Therefore, further work is considered
necessary to prove the functional capacity of kombucha and to elucidate its

effectiveness as an exclusive and / or complementary treatment of diabetes.

Keywords: Functional food; inflammation; type 1 DM.
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1 INTRODUCAO

Dentre as fungbes da microbiota ja descritas na literatura, destaca-se a de
integridade da barreira intestinal, viabilizando a homeostase metabdlica, além de
fortalecer o sistema imunolégico do hospedeiro, protegendo contra doengas
infecciosas. Dito isso, as doencas metabolicas tiveram ampliadas as suas
possibilidades de tratamento, como por exemplo por meio da modificacdo da

microbiota no Diabetes Mellitus (DM) (Bezerra et al., 2016).

Essa modificacdo pode ocorrer por meio do uso de probiéticos que, por
definicdo, sdo microrganismos que quando consumidos em quantidades
adequadas, exercem efeitos benéficos sobre a salude e o bem-estar do
hospedeiro (Badaro et al., 2008; Marsh et al., 2014).

Estudos experimentais mostram possiveis efeitos benéficos do uso de
probiéticos na prevencao e no tratamento da DM, possivelmente por meio da
modulacdo da microbiota intestinal, da resposta imune e de outros mecanismos.
Todavia, a verificacdo da eficacia do uso de probi6ticos no controle glicémico de
individuos diabéticos é complexa, devido a fatores que influenciam a microbiota
intestinal, tais como: o uso de farmacos, a composicdo corporal, o balanco
energético, a alimentacdo, o metabolismo dos carboidratos, a secrecdo de

insulina e outros hormonios intestinais (Bezerra et al., 2016).

Diante da importancia de se prevenir complicacdes cronicas associadas
a DM e da necessidade de fortalecer estratégias terapéuticas alternativas no
intuito de beneficiar o paciente diabético favorecendo o controle de peso,
glicemia, entre outros; o objetivo desta pesquisa foi avaliar a influéncia do
consumo de kombucha como tratamento alternativo para amenizar e/ou retardar
sintomas e complicagbes do Diabetes Mellitus e identificar as possiveis
modificacdbes metabdlicas, morfolégicas e imunolégicas ocorridas em

camundongos com diabetes tipo 1.
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1.1Reviséo bibliografica

1.1.1 A Diabetes Mellitus (DM)

A Diabetes Mellitus (DM) é uma sindrome de etiologia mudltipla,
caracterizada pela auséncia de insulina e/ou da incapacidade da insulina de
exercer suas funcdes. Se caracteriza pelo aumento dos niveis séricos de glicose
e também de outras importantes alteracdes metabdlicas (Sociedade Brasileira
de Diabetes — SBD, 2016).

E um dos principais problemas de saude publica da atualidade, de
elevada prevaléncia populacional, alto custo no tratamento e sérias
consequéncias. Segundo pesquisa da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecéo
para Doencgas Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL, 2016), entre 2006 e
2016, houve aumento de 61,8% de brasileiros diagnosticados com diabetes

(passando de 5,5% para 8,9% da populacao).

A classificacdo da DM inclui diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, diabetes
gestacional e outros tipos especificos, sendo as mais comuns diabetes tipo 1 e
diabetes tipo 2 (Gross et al., 2002).

A diabetes tipo 1, presente em 5% a 10% dos casos, acomete com mais
frequéncia criancas e adolescentes. E caracterizada pela destruicdo das células
beta (B) do pancreas, causando deficiéncia absoluta na produc¢ao de insulina, o
que torna a pessoa que possui a doenca dependente de insulina exdgena. Pode
ser resultado de processo autoimune ou de causa desconhecida (idiopatica). Ja
a diabetes tipo 2, presente em 90% a 95% dos casos, acomete com mais
frequéncia adultos. E caracterizada por falhas na secrecéo e ac¢éo da insulina e,
em geral, se apresentam quando ha ocorréncia de hiperglicemia; porém pode
haver predominio de um deles, e nem sempre a pessoa que possui a doenca
torna-se dependente de insulina exdégena (Sociedade Brasileira de Diabetes —
SBD, 2016).
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Os termos ‘insulino-dependente” e "ndo insulino-dependente”
anteriormente atribuidos respectivamente aos tipos 1 e 2 de diabetes ndo séo

mais utilizados (Gross et al., 2002).

O tratamento basico e o controle da doenca consistem, primordialmente,
na mudanca do estilo de vida, adotando uma alimentacdo saudavel e préatica de
atividade fisica regular, além do uso adequado da medicacdo, caso seja
necessario. Contudo, ha a necessidade de engajamento ao tratamento, no
sentido de mudar comportamentos usualmente realizados nas atividades de vida
diaria (Cox & Gonder, 1992; SBD, 2016).

Essa adesdo ao tratamento em pacientes cronicos, abrange a relacéao
comportamental da pessoa e o aconselhamento dado pelo profissional da saude,
levando em consideracgdo trés estagios, sdo eles: (i) concordancia, em que o
paciente concorda inicialmente com o tratamento e segue as recomendacgdes
realizadas pelos profissionais de salde, que o supervisiona de forma frequente
e muitas vezes resulta em elevada eficacia do tratamento; (ii) adesédo, em que
h& transicdo entre a assisténcia prestada pelos profissionais de saude, que
passam a realizar acompanhamento limitado, e responsabilizacdo pelo
autocuidado, implicando em participacdo ativa do paciente para com o
tratamento; (iii) manutencdo, em que o paciente, jA sem vigilancia (ou vigilancia
limitada), incorpora o tratamento em sua vida, ampliando seu autocontrole sobre

0S novos comportamentos (Assuncéo & Ursine, 2008).

A cronicidade da doenca, as caracteristicas de seu tratamento e a postura
passiva frente a ele, podem contribuir para a baixa adesdo comumente

encontrada nos diabéticos (Cox & Gonder, 1992).

1.1.2 As alteragcfes metabdlicas, morfolégicas e imunoldgicas na diabetes

tipo 1

A Diabetes Mellitus esta diretamente relacionada a problemas nas células
B e nainsulina. Na diabetes tipo 1, ha uma reducado da massa de células 3 devido

a destruicdo autoimune das mesmas, levando a uma deficiéncia total de insulina
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gue pode progredir para estados de hiperglicemia e cetoacidose graves. No
entanto, as células restantes das Ilhotas de Langerhans ndo sdo afetadas,
havendo uma producédo excessiva de glucagon, o que contribui também para o
desencadeamento de hipoglicemia, dificultando o controle glicémico (Fernandes,
2013).

Os processos metabdlicos e as inter-regulagfes dos tecidos nos estados
de jejum e pos-prandial sofrem alteracdes, podendo provocar os sintomas e
complicagBes associados a doenca. Na diabetes tipo 1, os tecidos e o
metabolismo tém o mesmo comportamento que no estado de jejum (catabdlico),
com o objetivo de obter energia, apesar de haver fontes de aporte energético
suficientes ou em excesso a partir da absorcéo no intestino. Assim, uma vez que
0 organismo reage como se estivesse sempre no estado de jejum devido a falta
de producao de insulina, ha um grande gasto dos tecidos e consequentemente
possibilidade de perda de peso importante e prejuizos no estado nutricional
(Fernandes, 2013).

Além das modificacbes metabodlicas relatadas, diferentes estudos
demonstram alteracdes morfologicas e funcionais do intestino na evolucdo do

diabetes.

Maiores quantidades de mucosa, submucosa e camada muscular externa
sdo observadas em trabalhos com animais diabéticos, além de expressivo
aumento de volume e altura das criptas e microvilosidades, proporcionais as
fases de desenvolvimento do animal. No intestino diabético, a hipertrofia ou
hiperplasia epitelial ocorre nos estagios iniciais da doenca antes do
desenvolvimento da hiperglicemia em jejum, principalmente nas por¢cdes

proximais do intestino (Okamoto et al., 2014).

Diferentes teorias tentam sugerir uma hipétese para o evento hiperplasico
intestinal, como a sugerida por Santoro (2008) de que o tubo digestivo ndo esta
preparado para as grandes alteracdes que ocorreram nos nossos habitos de vida
nos ultimos séculos: atividade social intensa, sedentarismo e acesso a alimentos
de facil absorcéo e altamente caldricos. Alimentos refinados, pobres em fibras,

associados a um epitélio hiperabsortivo, deixariam o intestino distal “vazio”. A
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consequéncia mais importante do intestino distal hipoestimulado seria uma
menor estimulacdo das células L intestinais, secretoras de énterohormonios
incretinicos. As incretinas sdo importantes para a homeostase glicémica, ja que
incrementam a secrecao de insulina pelo pancreas. Sabe-se que diabéticos tem
menores concentracdes de GLP-1 plasmético, principal incretina do nosso
organismo. A baixa concentracdo do éntero-hormonio, dentre outras causas,
pode ser resultado de uma maior capacidade absortiva do intestino proximal
diabético, devido, por exemplo, pela maior expressdo de transportadores de
monossacarideos SGLT1, GLUT5, GLUT2 na mucosa intestinal diabética.

Sabe-se também que a mediacdo dos processos imunoldgicos e
inflamatorios em animais diabéticos é prejudicada, por exemplo, pela deficiéncia
de macrofagos e, consequentemente, de producao de oxido nitrico, importante
sinalizador intra e extracelular, contribuindo para o aumento de liberacdo das
citocinas por células fagociticas, que apesar de ser importante para reagir a
agentes e/ou bactérias patogénicas, mantendo o estado de inflamacdo da
mucosa intestinal controlado, a liberacdo exacerbada pode acarretar em danos
significativos aos tecidos e 6rgdos do corpo (Wu et al., 2013; Monteleone et al.,
2002).

Dito isso, observa-se que os fatores metabdlicos, morfolégicos e
imunolégicos estdo conectados como uma grande rede de fundamental
importancia tanto para os homens como para os animais, sejam eles sadios ou
enfermos, e que podem ser influenciados tanto negativamente (por doencas
como a diabetes, prejudicando a homeostase), como positivamente (por
alimentos com capacidade funcional, no sentido de alterar a microbiota intestinal

e contribuir para a saude geral) (Maciel et al., 2016).

1.1.3 O interesse pela medicina complementar e alternativa

A falta de adeséao ao tratamento farmacoldgico tradicional em portadores
de DM parece estar estreitamente associada a fatores demograficos,

socioecondémicos, educacionais, suporte social, saude, percepcao da doenca e
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realizacdo de outros tratamentos terapéuticos alternativos, como a medicina

complementar e alternativa.

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) em 1962, “medicina
alternativa” é caracterizada por uma pratica de medicina tecnologicamente
despojada, aliada a saberes médicos tradicionais, sendo “alternativa” aquela
contemporanea, no intuito de solucionar os problemas de adoecimento de
grandes grupos populacionais do mundo sem acesso a saude. Depois, passou
a designar praticas terapéuticas diversas da medicina cientifica, habitualmente
adversas a essa medicina (Luz, 2005).

Hoje em dia, a medicina complementar e alternativa é entendida como um
conjunto de sistemas, praticas e produtos de uso clinico que, embora néo seja
considerada como pratica médica convencional, apresenta reconhecida eficacia
pela comunidade cientifica. S&o exemplos de medicina alternativa: medicina
chinesa, uso de ervas medicinais, homeopatia, técnicas de relaxamento
terapéutico, suplementos vitaminicos, além de dietas especiais (Leal,

Schwartsmann & Lucas, 2008).

As mudancas nas necessidades e valores na sociedade moderna em
geral sdo refletidas diante do aumento da popularidade da medicina
complementar e alternativa, uma vez que ha crescimento de doencas cronicas e
maiores acessos a informacgdes de saude - e interesse por elas -, despertando a
consciéncia de direito a qualidade de vida (Rodrigues Neto, Faria & Figueiredo,
2009).

Ao passo que o conhecimento sobre os componentes fisiologicamente
ativos dos alimentos - tanto de origem vegetal como animal - torna-se maior,
muda-se o entendimento do papel da dieta sobre a saude (American Dietetic
Association - ADA, 2004).

Este fato faz com que, cada vez mais, expressées como qualidade de vida
e alimentacdo saudavel atraiam a atencdo de pessoas de diferentes idades,
classes sociais e graus de instrucdo. De igual modo, desperte o interesse a

possibilidade de desenvolver estilo de vida saudavel, privilegiando a alimentacao
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e a educagao nutricional, pilares importantes na construcdo e manutencdo da

saude.

Hoje em dia, os alimentos funcionais destacam-se pelas propriedades
benéficas e especificas que possuem, além das propriedades nutricionais
bésicas, devido a presenca de componentes com a capacidade de regular
funcdes corporais, auxiliando na protecdo contra doencas (Moraes & Colla,
2006).

No Brasil, a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tem a
funcdo de estabelecer as diretrizes para a utilizacao de alegacgéo funcional e as
condicBes de registro dos alimentos funcionais. Essas alegacfes podem estar
associadas a presenca de &acidos graxos, carotenoides, fibras alimentares,
fitoesterdis, polidis, além de microorganismos probiéticos (Stringheta et al.,
2007).

Se o interesse pela nutricdo aumenta, a oferta de alimentos saudaveis
também, como demonstra a resposta da inddstria alimenticia a demanda do
consumidor. Atualmente, a gama de alimentos funcionais disponiveis tem
crescido muito, tornando-se essencial o (i) interesse da comunidade cientifica
em produzir estudos com o objetivo de comprovar a atuacao de alguns alimentos
na reducdo do risco de certas doencas, (ii) o incentivo as pesquisas de novos
componentes naturais e de desenvolvimento de novos ingredientes,
possibilitando a inovacdo em produtos alimenticios e a criacdo de novos nichos
de mercado para estes ingredientes; (iii) a fiscalizacdo ativa dos Orgaos
responsaveis para garantir respaldo ao consumidor, protegendo a saude dos
mesmos; e (iv) a orientacdo adequada sobre esses alimentos e ingredientes,

pelos profissionais da saude (Thamer & Penna, 2006).

1.1.4 A relagcéo entre fermentados tradicionais e alimentos funcionais

A gastronomia expressa a identidade cultural de um povo, ou seja, ela tem
0 poder de conecta-lo do mundo subjetivo ao mundo social, refletindo o

sentimento de pertencimento a um espaco. Ela envolve um conjunto de saberes
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e fazeres especificos, chamados conhecimentos tradicionais, que s&o

transmitidos de geracdo em geracéo, tornando-se um patrimoénio cultural.

As ferramentas, técnicas de preparagdo, ingredientes e formas de
consumo dos alimentos fornecem informacdes valiosas sobre uma comunidade,
j& que abrangem significados de realidade atual e histérica, formando conexdes

com a construcao étnica dos individuos (Ronchetti & Miiller, 2016).

Fazem parte da identidade cultural e gastronGmica de certas populacdes
os alimentos fermentados tradicionais, que sao alimentos considerados vivos, ou

seja, ricos em microrganismos.

Atualmente, os alimentos fermentados tradicionais tém despertado o
interesse tanto da populacdo em geral, principalmente pelo fato de estarem
associados a saude e qualidade de vida e possuirem potenciais elevados de
funcionalidade; como das industrias, que os exploram para o desenvolvimento

de novos produtos (Bogsan, Nero & Todorov, 2015).

Os alimentos fermentados tradicionais, se encaixam na definicdo de
alimentos funcionais, quando associados a beneficios a saude. Dentre os
alimentos funcionais, encontram-se os alimentos probidticos, prebibticos e

simbidticos (Bogsan, Nero & Todorov, 2015).

Alimentos probidticos sdo aqueles que apresentam microrganismos Vvivos,
administrados em quantidades adequadas, trazem beneficios a satude de quem
os consome (Hills et al., 2014; Marsh et al., 2014). Os prebiéticos sédo substratos
utilizados seletivamente por microrganismos do hospedeiro, conferindo
beneficios a saude. J4 o produto referido como simbidtico € aquele no qual

probioticos e prebioticos apresentam-se combinados (Raizel et al., 2011).

O aumento mundial na comercializagcdo e consumo de produtos que

D

contenham bactérias ou leveduras viaveis, como por exemplo o kombucha,
reflexo do maior interesse pelos efeitos benéficos desses microrganismos a

saude humana (Medeiros & Cechinel-Zanchett, 2019).
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1.1.5 O kombucha

O kombucha é uma bebida tradicional, originaria da China, preparada pela
fermentacao de cha preto adogcado com cultura mista de bactérias e leveduras
chamada Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast (SCOBY) (Yang et al., 2008).

A composicado do SCOBY varia de acordo com sua origem, mas foram
identificados em andalise de sequenciamento de diversas amostras a
predominédncia de bactérias do género Gluconacetobacter (>85%) e de
leveduras do género Zygosaccharomyces (>95% das culturas analisadas)
(Marsh et al., 2014).

A fermentacdo promovida pela cultura simbidtica incorporada na matriz
celulésica permite a formacdo de uma nova camada fresca a cada fermentacéo
bem-sucedida, podendo a pelicula que da origem as outras, ser chamada de
“‘mé&e” (Marsh et al., 2014).

Existem diferencas entre as fermentacdes do kombucha. No inicio, é feita
a “fermentagdo zero”. A partir dela, é feita a “primeira fermentagao”, com a
utilizacdo de uma porc¢éo do liquido da fermentacéo anterior. Essa fermentagéo
daré origem ao liquido starter (fermentacao aerdbia), e entdo, as fermentacdes
subsequentes utilizardo parte desse liquido starter (fermentacdo anaerébia)
tanto para regular a acidez do produto, otimizando o tempo de fermentacao;
COMo para evitar a contaminagao por microrganismos patogénicos, preservando
um ambiente saudavel. Geralmente, a partir da “segunda fermentagéo” que o
kombucha é saborizado (de forma opcional, com diferentes frutas e especiarias)

e produz maior quantidade de gas.

As quantidades de cha, acucar e microrganismos diferem em cada lugar.
O procedimento padrdo segundo Jayabalan et al. (2014), esta brevemente
descrito: (i) ferver 1 litro de &gua de torneira; (ii) durante a ebulicdo acrescentar
50g de sacarose; (iii) acrescentar 5 gramas de folhas de cha e remové-las por
filtracdo apds 5 minutos; (iv) despejar o liquido num recipiente esterilizado com
agua fervente; (v) esperar até que o liquido arrefeca a temperatura ambiente
(20°C), (vi) acrescentar 24 gramas de SCOBY no recipiente; (vii) cobri-lo com

uma toalha de papel para protegé-lo contra os insetos.
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Figura 1. Fluxograma de producao do kombucha.

Em virtude dos beneficios promissores para a saude revelados em
estudos iniciais (Jayabalan et al., 2014), a procura e 0 consumo do kombucha
aumentaram, e ja existem alguns produtos sendo comercializados, como

kombucha envasado e até mesmo o proprio SCOBY.

Entretanto, fica proibido o uso no rétulo do kombucha expressées como:
artesanal, caseira, familiar, bebida viva, bebida probidtica, bebida milenar, elixir,
elixir da vida, energizante, revigorante, especial, premium, dentre outras que
atribuam caracteristicas de qualidades superlativas e propriedades funcionais

ainda ndo aprovadas em legislacao especifica, ja que a comprovagao cientifica
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pré-mercado da seguranca e funcionalidade de alimentos no Brasil seja uma
exigéncia legal da ANVISA, conforme Guia para Comprovacédo da Seguranca de
Alimentos e Ingredientes, com o0 objetivo de proteger a saude da populacéo,
reduzir os riscos associados ao consumo desses produtos e ndo induzir o
consumidor ao engano (ANVISA, 2013; MAPA, 2019).

Ha evidéncias bem fundamentadas da relacdo entre a qualidade da
alimentacdo e os riscos de desenvolver a DM (Sartorelli & Franco, 2003). Dentre
os alimentos fermentados tradicionais associados ao tratamento alternativo da

DM ja descritos na literatura, o kombucha apresenta papel de destaque.

Ele sofre majoritariamente dois processos de fermentacdo, alcodlica e
aceética. As leveduras e as bactérias da kombucha utilizam os substratos das
suas atividades metabdlicas de forma complementar. As leveduras, num
processo anaerdbio utilizam o agUcar presente no meio como substrato para
producdo de dioxido de carbono e etanol na fermentacédo alcoolica. J& as
bactérias acéticas, transformam o etanol em acido acético, levando a producéao
do vinagre na fermentacao acética. Os compostos aromaticos sao formados por
meio da reacéo entre o etanol residual e o acido acético formado, dando origem
ao acetato etilico, que fornece o aroma caracteristico ao produto (Jayabalan,
Marimuthu & Swaminathan, 2007; Marsh et al., 2014; Nespolo et al., 2015).

Tanto a simbiose entre os microrganismos presente no SCOBY como 0s
produtos gerados na fermentacdo (como etanol e acido acético) proporcionam
um fator de seguranca por manterem o pH acido e apresentarem atividade
antimicrobiana contra bactérias patogénicas, inibindo a contaminacéo da bebida.
No entanto, quando ela ocorre, podem ser observados sinais caracteristicos, tais
como: ndo haver formagcdo de novas colonias, o aspecto do SCOBY ficar
diferente das fermentagbes anteriores (podendo apresentar “mofo” na

superficie), o sabor da bebida se alterar, entre outros (Santos, 2016).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814606004250#!
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1.1.6 Os potenciais efeitos funcionais do kombucha

1.1.6.1 Capacidade antihiperglicémica

Sabe-se que grande parte das pessoas com diabetes possui dificuldade
em manter as taxas de glicemia proximas aos valores de referéncia, aumentando
as chances de episodios de hiperglicemia que podem trazer impactos negativos

para a saude.

Pesquisadores constataram que o kombucha é capaz de alterar
positivamente os niveis de glicose no sangue de ratos diabéticos, possivelmente
por conter flavondides no cha preto que se assemelham a acdo da insulina,
estimulando a lipogénese e o transporte de glicose nos adipdcitos, podendo ser
um potencial fator terapéutico no tratamento da DM, estimulando a absorcao de
glicose, sem a presenca de receptores de insulina totalmente funcionais (Dashti
& Morshedi 2000, 2010).

Bhattacharya, Gachui & Sil (2013) também observaram uma diminui¢éo
do nivel sérico de glicose em cerca de 56,4% em ratos diabéticos tratados com
kombucha em comparacao a ratos diabéticos ndo tratados.

Outro estudo demonstrou que a administracdo de kombucha a ratos
diabéticos diminuiu significativamente a hemoglobina glicosilada (HbAlc) e
aumentou os niveis de insulina plasmética, hemoglobina e glicogénio tecidual.
Além disso, reverteu significativamente as atividades enzimaticas alteradas na
gliconeogénese, tais como a glicose-6-fosfatase, a frutose-1,6-bisfosfatase e a

hexoquinase nos tecidos dos animais (Srihari et al., 2013).

No mais, Aloulou et al. (2012) mencionaram os resultados satisfatérios do
kombucha em relacdo ao cha preto, pois demonstrou ser um melhor supressor
do aumento dos niveis de glicose no sangue em estudos in vivo (ratos diabéticos

com DM induzida por aloxana).
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1.1.6.2 Recuperacao ou manutencao de peso corporal

Individuos com diabetes descompensada tém grande susceptibilidade a perda
de peso nao intencional, pois a glicose, que é substrato para formacao de energia no
organismo, ndo consegue exercer o seu papel, fazendo com que o organismo
precise recorrer a outras fontes de energia, como reservas de gordura e proteina
(Ministério da Saude, 2000).

Os pesquisadores Dashti & Morshedi (2010) identificaram que todos os
animais submetidos a inducéo de diabetes apresentavam perda significativa de
peso. Mas, ao consumirem kombucha, ganharam peso de forma progressiva até

recuperaram a massa corporea de antes da inducéo de DM.

Srihari et al. (2013) também relataram que, apesar de haver uma
diminuicdo de peso corporal significativa em ratos diabéticos quando
comparados com animais normoglicémicos, provavelmente devido a degradacéo
excessiva das proteinas presentes nos tecidos, se tratados com kombucha, os

diabéticos podem ganhar peso.

Bhattacharya, Gachui & Sil (2013) também constataram a eficacia da
administracdo de kombucha na recuperacao de peso corporal.

1.1.6.3 Capacidade antioxidante

Embora a diabetes seja uma doenca multifatorial, h4 evidéncias cientificas
gue sugerem que o aumento da formacdo de radicais livres e a capacidade
reduzida dos sistemas fisioldgicos de defesa antioxidante estdo envolvidos na
patogénese, desenvolvimento e progressao de suas complica¢cdes (Rocha et al.,
2006).

Por esse motivo, os antioxidantes aparecem com papel de destaque no
tratamento complementar da doenca, pois impedem a acdo dos radicais livres,
evitando a formacdo de lesdes nas células. Eles também podem reparar as
lesbes presentes, removendo 0s danos e reconstituindo as células danificadas
(Bianchi & Antunes, 1999).
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Um dos papeis protetores dos vegetais, frutas e chas é fornecer vitaminas
antioxidantes e fitoquimicos especificos que inibem as reacdes oxidativas. Os
principais fitoquimicos sdo os compostos fenolicos como flavonoides e acidos
fendlicos (Dashti & Morshedi, 2000).

Varios estudos tém demonstrado que o kombucha pode reduzir os danos
causados pelo estresse oxidativo as células; sendo, portanto, um forte candidato

a agente antioxidante (Aloulou et al., 2012).

A capacidade do kombucha de eliminar efetivamente radicais como
DPPH, hidroxilo e superdxido, demonstrada por Bhattacharya, Gachui & Sil
(2013), foi justificada pelo alto conteido de compostos fendlicos e flavonoides
presentes no kombucha. Esse alto teor, segundo os autores, possivelmente se
deve ao efeito do cha preto, com as enzimas liberadas pelas bactérias e
leveduras durante o processo de fermentacdo que degradam os polifendis
complexos em moléculas pequenas, aumentando o total de compostos fendlicos

e flavonoides.

1.1.6.4 Protecdo hepatica

O glicogénio é a principal forma de armazenamento intracelular de
glicose, e seu nivel nos tecidos — principalmente figado e musculo esquelético —
indica um reflexo direto da atividade de insulina, ja que ela é capaz de regular o
armazenamento de glicogénio, estimulando sua sintese (glicogénio sintase) e
inibindo sua via de degradacao (glicogénio fosforilase). Além disso, o figado
desempenha um papel fundamental na glicélise e na gliconeogénese. As
atividades diminuidas das enzimas reguladoras hexoquinase e
fosfofrutoquinase, ocorrem devido a deficiéncia (parcial ou total) de insulina e
desequilibrios no metabolismo de carboidratos, aumentando a producdo de

glicose hepatica (Carvalheira, Zecchin & Saad, 2002).

Em pesquisa realizada por Srihari et al. (2013), a atividade da enzima
glicolitica hexoquinase diminuiu no figado de ratos diabéticos, provavelmente

devido a deficiéncia de insulina. A administracado de kombucha a ratos diabéticos
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levou ao aumento dos niveis de insulina que, por sua vez, ativou as respectivas
enzimas, aumentando o uso de glicose pelo figado e diminuindo a
gliconeogénese, evitando a hiperglicemia e levando a um aumento significativo

do conteldo de glicogénio hepético e musculo esquelético.

Bhattacharya, Gachui & Sil (2013) demonstraram em estudos com
camundongos Swiss albinos diabéticos por inducdo com aloxana, que as
atividades de Alanina Amino Transferase (ALT ou TGP) e Fosfatase Alcalina
(ALP ou FAL) no soro sofreram aumentos significativos quando comparados aos
animais normoglicémicos, indicando algum tipo de disfung¢do. A administracao
de kombucha reduziu de forma acentuada esses dois indices de toxicidade
hepatica, o que pode ser comparado aos resultados do farmaco padrao,

glibenclamida (anti-hiperglicémico oral do grupo das sulfonilureias).

A administracdo de kombucha também exerceu funcéo protetiva eficaz ao
figado de ratos diabéticos em outro estudo, evidenciada por diminuicédo
significativa das atividades dos indices de toxicidade hepatica no plasma:
Aspartato Transaminase (AST ou TGO), Alanina Amino Transaminase (ALT ou
TGP) e Gama Glutamil Transpeptidase (Gama-GT ou GGT) (Aloulou et al.,
2012).

1.1.6.5 Protecéao renal

Sabe-se que a diabetes causa lesbes de érgdos-alvo (LOA), tais como

figado e rins.

No que se refere aos rins, episodios recorrentes de hiperglicemia podem
gerar um conjunto de alteragdes metabdlicas, levando a formacdo de
substancias anormais que sao depositadas nesse tecido, tais como proteinas
glicosiladas e produtos da via sorbitol. Consequentemente, d4 origem tanto a
alteracOes estruturais, na barreira de filtragdo glomerular, como a alteragbes
enzimaticas, na membrana basal. Além disso, pode causar expanséo do volume

plasmatico, condicionando um aumento no fluxo e presséo nos capilares renais,
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levando a um aumento no filtrado glomerular que, por sua vez, pode acarretar

em nefropatia diabética grave (Pereira et al., 1999).

Curiosamente, o kombucha demonstrou ser eficaz em ajudar a prevenir o

desenvolvimento de complicagfes renais em alguns estudos. Podemos citar:

Ratos diabéticos ndo tratados apresentaram aumento significativo nos
niveis de creatinina e uréia sérica, além de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)
e glutationa nos rins; resultados reversos (proOXimos aos animais
normoglicémicos) foram encontrados em animais diabéticos tratados com
kombucha. Além disso, a atividade renal da enzima antioxidante Superéxido
Dismutase (SOD), diminuida em ratos diabéticos, aumentou com a
administracdo de kombucha (Aloulou et al., 2012; Bhattacharya, Gachui & Sil,
2013).

1.1.6.6 Protecdo pancreatica

Aloulou et al. (2012) isolaram pancreas de ratos Wistar diabéticos tratados
com kombucha para medir atividades de lipase e a-amilase e realizar analises
histoldgicas. A andlise histolégica revelou que os tecidos pancreéticos dos ratos
diabéticos por inducdo com aloxana apresentaram uma clara atrofia de células
Beta, entretanto, o pancreas dos ratos diabéticos que foram tratados com
kombucha mostrou uma melhora significativa. Além disso, os ratos diabéticos
sofreram aumentos significativos nas atividades de a-amilase e lipase no plasma
e no pancreas;, mas a administracdo de kombucha revelou uma inibicdo

significativa desses fatores.

Acredita-se também que parte da atividade anti-hiperglicémica do
kombucha ocorra através da liberacdo de insulina do pancreas, exercendo um
efeito insulinotrépico direto. Além disso, os polifendis presentes no kombucha,
tais como teaflavinas e tearubiginas, poderiam prevenir danos e morte de células
beta pancreaticas, bem como preservar a secrecdo de insulina e estimular a
regeneracado desse tipo de célula em ratos diabéticos. A diabetes causa
destruicdo de células beta das Ilhotas de Langerhans resultando em diminui¢cao
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acentuada nos niveis de insulina, como também do teor de glicogénio nos
tecidos (figado e mduasculo). O glicogénio é a principal forma intracelular
armazenavel de glicose e sua concentracdo em varios tecidos, especialmente
no figado e nos musculos esqueléticos, indica o reflexo direto atividade da
insulina. A administracdo de kombucha a ratos diabéticos resultou em um
significativo aumento no teor de glicogénio hepatico e muscular, 0 que pode ser

devido ao aumento dos niveis de insulina (Gross et al, 2002; Srihari et al., 2013).

1.1.6.7 Protecgao cardiovascular

A diabetes é um disturbio multifatorial caracterizado pela incapacidade de
produzir e/ou utilizar a insulina — prejudicando o controle dos niveis de glicose
no sngue, que pode levar a distarbios no metabolismo de gorduras e proteinas,
defeitos nas Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e consequente estresse
oxidativo, entre outros; gerando estado inflamatorio no organismo, favorecendo
o aparecimento de placas de gordura, aumentando o LDL-colesterol e outras
substancias nas paredes das artérias e restringindo o fluxo sanguineo. Entre as
fungdes da insulina, podemos citar a dilatacao das artérias; logo, sua deficiéncia
torna-se um importante fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. Diante do exposto, diversos estudos tém almejado encontrar
agentes terapéuticos alternativos que auxiliem na prevencdo dos agravos a

saude corrigueiros desta doenca (Maciel et al. 2016; Oltman et al., 2000).

Aloulou et al. (2012) descreveram de forma clara o potencial efeito
funcional do kombucha no assunto em questdo, uma vez que, em experimentos
in vivo, a administracdo do kombucha a animais diabéticos levou a producao
tardia de LDL-colesterol e triglicerideos e a um aumento significativo do

colesterol HDL-colesterol.
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1.2 Justificativa

O kombucha esta popularizado no mundo todo. Seu consumo virou
sinbnimo de alimentagdo moderna e saudavel. No Brasil, os usuarios adquirem
a bebida e suas culturas (SCOBY) em busca dos beneficios a saude alegados
pelos vendedores e por outros consumidores, e 0s manipulam e produzem de
acordo com a orientacdo popular. Isso ocorre de forma equivocada, ja que o
kombucha ndo possui registro de propriedade funcional no 6rgéo responsavel
(ANVISA).

Este trabalho teve por objetivo a influéncia do consumo de kombucha
como tratamento alternativo para amenizar e/ou retardar sintomas e
complicacbes do Diabetes Mellitus e identificar as possiveis modificacdes
metabdlicas, morfolégicas e imunoldgicas ocorridas em camundongos com

diabetes tipo 1.
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2 OBJETIVOS

2.1Geral

Identificar as modificacbes metabdlicas, morfoldégicas e imunoldgicas
promovidas pelo consumo de kombucha em camundongos BALB/c com diabetes

tipo 1.

2.2Especificos

e Estudar a cinética de acidificacdo do kombucha,;

¢ Analisar a modificagcdo dos parametros fisico-quimicos no decorrer da
fermentacao da bebida;

e Avaliar a influéncia do kombucha no metabolismo dos animais, por meio
do controle de peso e glicemia,

e |Investigar as alteracbes morfologicas e imunolégicas no trato
gastrointestinal decorrentes do consumo da bebida fermentada.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1Anéalises do produto

As analises de cha preto foram feitas com o cha preto natural Ledo Fuze®
(0,5%) acrescido de acucar mascavo Lowcgucar® (5%) e agua destilada (100%).
Conforme descricdo da empresa do cha, o mesmo é composto por folhas e talos
de cha preto (Camellia sinensis (L.) Kuntze), sendo que a por¢ao de 1,69 (1
saché) ndo contém quantidade significativa de proteinas, gorduras totais,
gorduras saturadas, gorduras trans, fibra alimentar e sdodio.

As analises de kombucha foram feitas a partir da seguinte composi¢ao:
fermentacao natural, SCOBY (2,4% - origem: doacao), cha preto natural Ledo
Fuze® (0,5%), acucar mascavo Lowcglucar® (5%) e agua destilada (100%),
conforme procedimento padréo descrito por Jayabalan et al. (2014).

3.1.1 Analise prévia

Foi padronizado o preparo e acondicionamento do kombucha antes da
caracterizacao fisico-quimica do kombucha, para identificar o momento ideal de
administracdo da bebida aos animais na fase in vivo do trabalho, com base na

variacdo de pH da fermentacéo.

As seguintes variaveis foram estudadas: liquido starter (presente ou
ausente) e exposicao a luz (presente ou ausente). A forma de preparo que
envolve o tempo de infusdo (5 minutos) e a quantidade dos itens que compde a
bebida (SCOBY, agua destilada, agucar mascavo e liquido starter - quando
presente) foi sempre a mesma, respeitando o procedimento padrao descrito por
Jayabalan et al. (2014).

O pH foi determinado semanalmente, por um periodo de 28 dias,
utilizando pHmetro (KASVI, modelo K39-1014B).


http://www.tudibao.com.br/2012/04/posso-usar-o-r-de-registrado.html
http://www.tudibao.com.br/2012/04/posso-usar-o-r-de-registrado.html
http://www.tudibao.com.br/2012/04/posso-usar-o-r-de-registrado.html
http://www.tudibao.com.br/2012/04/posso-usar-o-r-de-registrado.html
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Exposto a luz

Sem liquido starter

Protegido da luz

Exposto a luz

Com liquido starter

Protegido da luz

Figura 2. Delineamento da composi¢ao e acondicionamento do kombucha em

andlise prévia.

3.1.2 Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas, realizadas em triplicata, constaram de acidez
total titulavel, densidade, residuo seco, soélidos soluveis, teor alcoolico e cinética

de acidificagao.

As andlises estatisticas foram feitas no programa Minitab 19 Statistical
Software, sendo os experimentos de acidez total titulavel, densidade, residuo
seco, solidos soluveis e teor alcodlico avaliados por ANOVA (analise de
variancia) seguida por teste de Tukey, para comparacdo dos resultados

encontrados entre as amostras; ja a cinética de acidificacdo foi avaliada por
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andlise de regressdo, com o objetivo de verificar a existéncia de uma relacao

funcional entre a variavel dependente (pH) com a variavel independente (tempo).

3.1.2.1 Acidez total titulavel

Os métodos de determinacdo da acidez podem ser os que avaliam a
acidez titulavel ou fornecem a concentracdo de ions de hidrogénio livres, por
meio do pH (realizado na cinética de acidificacédo), sendo que o primeiro método

€ inversamente proporcional ao segundo.

A acidez total titulavel é a quantidade de acido de uma amostra que reage
com uma base de concentracdo conhecida (solu¢ao padrao). O método utilizado
foi o de titulacdo volumétrica com indicador, e fundamenta-se na reacao de
neutralizacdo dos acidos com solucdo padronizada de élcali, com uso de
indicador fenolftaleina (1AL, 2008) até o ponto de equivaléncia ou potencidmetro

até que a solucao atinja pH = 8,2.

Pipetou-se 10ml da amostra em um frasco Erlenmeyer de 500ml contendo
100ml de agua destilada. Foi adicionado 0,5ml de fenolftaleina e titulado com
solucdo de hidroxido de sbédio padronizada 0,01N até coloracdo rdsea

persistente. Calculo:

(VNaOH x fNaOH x NNaOH x 100) + Va

VNaOH = volume em ml de solucéo de hidréxido de sodio gasto na titulacao
fNaOH = fator de correcéo da solucdo de hidréxido de sédio

NNaOH = normalidade da solucdo de hidroxido de sédio

Va = volume da amostra
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3.1.2.2 Densidade

A densidade é o indicador que relaciona a quantidade de massa que um

alimento ocupa em um volume de 1ms.

A determinacdo da densidade em diferentes momentos de um produto
fermentado possibilita a identificagdo do comportamento dos microrganismos

contidos naquele alimento.

Para analisa-la, em baldo volumétrico de 25 mL, pesou-se a massa vazio
e e depois preenchido até o traco de afericdo, com dgua ou amostra analisada.
Os baldes volumétricos foram mantidos em banho de agua a 20°C por 10

minutos e pesados em balanca analitica. Calculo:

(Mbam - Mb) + (MbH20 — Mb)
Mbam = Massa do baldo volumétrico com amostra
Mb = Massa do baldo volumétrico vazio

MbH20 = Massa do baldo volumétrico com agua

3.1.2.3 Residuo seco

O residuo obtido no aguecimento direto € chamado de residuo seco.

O método utilizado foi o de estufa a vacuo. Com auxilio de uma pipeta
volumétrica, foi transferido 100mL de amostra para uma capsula de porcelana
previamente aquecida a 80°C por 2 horas, resfriada em dessecador até a
temperatura ambiente e pesada. As capsulas foram colocadas em estufa a vacuo
a 80°C até completa evaporacao da agua, esfriadas em dessecador com silica
gel até a temperatura ambiente e pesadas em balanca analitica (1AL, 2008). Os

resultados foram expressos em % de residuo seco/sdélidos totais.
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3.1.2.4 Sdlidos sollUveis

Os valores de concentracdo de acUcares totais dissolvidos foram
acompanhados por meio de uso de refratdmetro (GT427, Lorben), calibrado com
agua destilada, para verificacdo do Brix do cha preto e do kombucha durante o
seu processo de fermentacgao.

3.1.25 Teor alcodlico

A importancia dessa andlise se da pela mudanca das caracteristicas
organolépticas do kombucha, o que poderia interferir na sua aceitacao por parte
dos animais, e na capacidade de desidratacdo do alcool quando apresentado

em grandes volumes.

A graduacédo alcodlica (% v/v) foi obtida pela tabela de conversédo da
densidade relativa a 20°C determinada no destilado alcodlico da amostra.

Ajustou-se a temperatura da amostra a 20°C e transferiu-se 100ml da
mesma para um frasco Erlenmeyer com junta esmerilhada de 500ml. Foi
conectado o frasco de destilagdo ao condensador, intercalando uma conexao
intermediaria com bola de seguranca, e a amostra foi aquecida e destilada até
aproximadamente % do volume inicial. O destilado foi recolhido em baldo
volumétrico de 100ml, completado com agua até traco de afericdo, mantido em

banho de agua a 20°C por 10 minutos e pesado em balanca analitica.

Utilizou-se a tabela de conversao de densidade em porcentagem de alcool
em volume segundo o Instituto Adolfo Lutz (2008), sendo o resultado expresso

em % de alcool em volume a 20°C.

3.1.2.6 Cinética de acidificacao

Um processo de decomposicdo, seja por oxidacdo, hidrélise, ou
fermentacdo, quase sempre altera a concentracdo dos ions de hidrogénio
(Souza et al., 2010).
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A atividade acidificante durante o periodo de fermentacdo do kombucha,
promovida pela producdo de acidos por bactérias (sobretudo acido acéticas e
acido laticas), podem ser descritas pela curva de pH, medindo a queda do

mesmo em intervalos regulares.

Para realizar a curva de acidificacdo, as fermentacdes - feitas em
triplicata, foram monitoradas no intervalo de 24 horas por um periodo de 14 dias
com pHmetro da marca KASVI, modelo K39-1014B, calibrado periodicamente

com solucdes tampadode pH4 e 7.

A partir dos dados obtidos, foram calculados: (i) tempo no qual atinge-se
a velocidade maxima de acidificagdo [Tmaxn]; (ii) velocidade maxima de
acidificacao [Vmax(dpH/dt)]; (iii) pH do kombucha quando a velocidade maxima
de acidificacdo foi atingida [pH em V] e (iv) tempo para atingir o pH 2,0
[tpH2,0].

3.2Andélises dos animais

Foi realizado treinamento no Biotério IQ/FCF-USP antes de dar inicio a
fase experimental. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais - CEUA (Protocolo n° 558).

Foram utilizados 55 camundongos BALB/c, machos, com 28 dias de idade
(4 semanas), provenientes do Biotério FMUSP — Rede de Biotérios USP,
transportados em gaiolas fechadas e pré-autoclavadas, fornecidas pelo biotério
da FCF-IQ/USP, por carro oficial da Rede de Biotérios USP até o local de
pesquisa (Biotério da FCF/IQ-USP).

Antes de dar inicio a fase experimental, foi realizado periodo de adaptacéo
de 7 dias, com o intuito de proporcionar aos animais a oportunidade de
recuperacdo do transporte e familiarizacdo ao novo ambiente, facilitando a

convivéncia em grupo e acostumando-0s com a pesquisadora responsavel.

As gaiolas continham maravalha autoclavada, com troca a cada 2 dias;

temperatura controlada de 22 + 2°C; ciclos de fotoperiodo controlados (12 horas
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claro/escuro) com inicio as 7:00 horas; umidade relativa (55 + 10%) e exaustéo

de ar (15 a 20 trocas de ar por hora).

Durante essa fase, os animais receberam ragéo convencional (NUVITAL,

Nuvilab, PR, Brasil) e liquido para hidratacdo (agua) ad libitum. Eles foram

identificados com marcador permanente, por diferentes cores na cauda, e

divididos em 8 grupos de 6 a 7 animais cada, em gaiolas coletivas grandes

(dimensdes: 49x34x16), conforme ilustrado na figura 3.

ADAPTACAO AGUA AGUA
POR 7D POR 14D POR 14D
- ADAPTACAO AGUA CHA PRETO
NORMOGLICEMICOS
POR 7D POR 14D POR 14D
ADAPTACAO AGUA KOMBUCHA
POR 7D POR 14D POR 14D
- AGUA
DIABETIZACAO
POR 14D
ADAPTACAO AGUA . CHA PRETO
POR 7D POR 14D DIABETIZACAO POR 14D
" KOMBUCHA
DIABETIZAGAO POR 14D
DIABETICOS
A CHA PRETO X CHA PRETO
ADAPTAGAO POR 14D DIABETIZAGAO POR 14D
POR 7D
ADAPTACAO KOMBUCHA . KOMBUCHA
POR 7D POR 14D DIABETIZAGAO POR 14D

Figura 3. Delineamento experimental dos animais.

Ao final do periodo de adaptagéo, os animais passaram a receber o liquido

de hidratacdo correspondente ao grupo (agua, cha preto ou kombucha) ad

libitum pelo periodo descrito na Figura 3 (“Delineamento experimental dos
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animais”). Tanto o cha preto como o kombucha foram trocados diariamente,
sendo que o tempo de fermentacdo do kombucha correspondia ao dia do
tratamento, a saber: no 1° dia de tratamento os camundongos receberam
kombucha fermentado por 1 dia, no 2° dia de tratamento os camundongos
receberam kombucha fermentado por 2 dias, e assim sucessivamente. A forma

de preparo das bebidas foi descrita no item “3.1 Analises do produto”.

Para inducao de Diabetes Mellitus tipo 1, os animais dos grupos diabéticos
foram deixados 12h de jejum (apenas de ragao), e entdo administrada aloxana
monoidratada (50 mg/kg; Sigma Chmical Co., St Louis, MO, USA) diluida em
solucdo salina fisiolégica (0,9% NacCl), por via intravenosa. Nos demais
camundongos foi administrada apenas a solucao salina fisiologica (0,9% NacCl),
por via intravenosa. Apdés 5h do processo de diabetizacdo, a racdo foi
disponibilizada aos animais e em 10 dias, a presenca de diabetes foi verificada
pela afericdo de glicemia (critério: = 300 mg/dL), na aliquota de sangue a partir
da veia da cauda, determinada por glicosimetro (Accu-Chek Performa, Roche

Diagnéstica, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Ao final do protocolo de diabetizacdo, o tratamento seguiu conforme
planejado (dgua, cha preto ou kombucha ad libitum) e anteriormente descrito na

Figura 3 (“Delineamento experimental dos animais”).
Todos os animais foram avaliados periodicamente quanto:

e ao peso corporal;
¢ aglicemia, na aliquota de sangue a partir da veia da cauda, determinada
por glicosimetro (Accu-Chek Performa, Roche Diagndstica, Sdo Paulo,

SP, Brasil), sempre as 7h00.

Os camundongos foram eutanasiados com sobredosagem de quetamina
300mg /kg + xilazina 30mg/kg, por via intraperitoneal, e entdo foram realizados
os procedimentos necessarios para extracdo dos tecidos de interesse para as

analises subsequentes e as carcacgas foram entregues ao Biotério FCF-IQ/USP.
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3.2.1 Aspectos macroestruturais

3.2.1.1 Descricao macromorfométrica e amostragem

Apls realizar a individualizagdo do intestino grosso do trato
gastrointestinal foi realizada a descricdo macromorfométrica, utilizando-se
paquimetro digital (Digimess, Brasil) e balanca analitica Q-500L210C (Quimis,

Brasil). Os itens analisados foram: peso e comprimento cranio-caudal.

A amostragem de cada seguimento foi baseada no principio do smooth
fractionator (Gundersen, 2002; Muniz et al., 2013). Cada 6rgao foi seccionado
seriadamente em fatias de aproximadamente 2,5 mm de espessura, em total de
25 fatias. Cada fatia foi utilizada para estimar o volume de cada 6rgao conforme
descrito no item 2.3.2. Para dar continuidade a amostragem, apés a estimativa
do volume, a primeira fracdo (Fnl: 4-1) de fatias foi aplicada a fim de gerar 5
conjuntos de fatias (figura 4), um conjunto foi selecionado para dar continuidade

a amostragem.
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Figura 4. Foto macrografica da divisdo do intestino em fatias. Escala de barra:

1mm.

As fatias amostradas foram seccionadas, originando blocos de tecido de
tamanhos diferentes. Estes blocos foram organizados seguindo o delineamento
do smooth fractionator (Gundersen, 2002) e, em seguida, selecionados
fracionalmente por meio de amostragem sistemética e uniformemente aleatoria

Systematic Uniform Random Sampling (SURS) (Gundersen et al., 1988).

Com a aplicacdo desta segunda fracdo (Fnz: 41), os blocos de tecido
foram separados em 4 conjuntos onde, em um dos conjuntos amostrados, foi

realizado o estudo histoldgico e estereoldgico.
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3.2.1.2 Volume (V)

Para a estimativa do volume da parede (ﬁe), foi empregado o Principio
de Cavalieri (Mayhew e Olsen 1991; Howard e Reed, 2005; Muniz et al., 2013).
Para tal, um sistema-teste quadrético foi aplicado sobre os anéis de cada érgao
cortados com o Tissue Slider conforme descrito no item 2.3.1. A seguinte férmula

foi empregada para esta estimativa:

V:=Yp.(a/p).E
Onde;

e »'p=somatdria de pontos que tocam a parede;
e 1 =espessura média das seccoes;

e a/p = &rea associada a cada ponto.

O coeficiente de erro (CE) para a estimativa de volume foi calculado de
acordo com a férmula modificada por Gundersen et al. (1988). O coeficiente de
erro (CE) foi expresso em porcentagem. A férmula para o célcuo de Variancia

(noise) da contagem de pontos segue abaixo ilustrada:
Var [noise] := ¢. a.\ (n. ZP)
Onde:

e C € uma constante (c = 0.0724);

e a é um coeficiente que determina o formato basico de cada sec¢ao do
material;

e a= area média das seccgoes, b= perimetro médio das sec¢des, entédo: a =
b /a;

e n é o nuamero de seccdes;

e 2P é o numero total de pontos que tocam a parede.
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3.2.1.3 Variancia devido a amostragem uniforme e sistematicamente
aleatoria (SURS)

Var [surs] := (3(A-var[noise])-4B+C)/240

CE := var[total] := Var [noise] := c. a.\ (n. ZP) + Var [surs] := (3(A-var[noise])-
4B+C)/240
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3.2.2 Aspectos microestruturais

3.2.2.1 Estudo histolégico (delineamento estereoldgico)

Apés a amostragem, o conjunto de blocos de tecido originados, foram
conservados em solucédo de formaldeido 4% em tampao fosfato, permanecendo
nele por quarenta e oito horas. Em seguida, foi realizado o procedimento de
desidratacdo em sequéncia crescente de etanol (70%, 90% e absoluto) e xilol

(etanol/xilol, xilol I e 1), sendo entdo o material incluso em parafina.

Estes blocos de tecidos, agora incluidos em parafina foram seccionados

(5 ym) em micrétomo (Leica RM 2265).

As seccbes destinadas para as andlises estereolédgicas foram colocadas
em laminas com aderéncia eletrostatica e coradas com solucdo de Hematoxilina
e Eosina (Merck), em seguida foram desidratadas em séries crescentes de

etanadis, diafanizadas em xilois e montadas sob laminula com DPX (Fluka).

Os parametros estereoldgicos descritos a seguir foram estimados por meio
do software estereolégico newCAST™ by Visiopharm (Versao 4.5.1.324).

3.2.2.1.1 Densidade do volume das tunicas muscular, submucosaemucosa

do intestino

A densidade de volume (VV) refere-se a fragdo de volume ocupada pelas
tunicas muscular (Vvmus), submucosa (Vvsus) € mucosa (Vvmuc); ho intestino

grosso.

Para a estimativa de Vv um sistema teste foi sobreposto sobre o espago
referéncia. Foram contados o numero total de pontos sobre a regido de interesse
(tunicas) (Pint) € 0 numero total de pontos sobre o espaco referéncia (Prer) (Muniz
et al., 2013; Nyengaard e Alwasel, 2014).
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A seguinte equacao foi utilizada:

Yy ZPII’]I

ZPref

A densidade de volume varia de 0 a 1, e pode ser expressa em

porcentagem (Muniz et al., 2013).

3.2.2.1.2 Volume total das tunicas muscular, submucosa e mucosa do

intestino

O volume total das tunicas Muscular (Vtotmus), Submucosa (Vtotsus) e
Mucosa (Vtotmuc) foi estimado pela multiplicacdo da densidade de volume (Vv)
de cada compartimento pelo volume do érgéo (Muniz et al., 2013; Nyengaard e

Alwasel, 2014), de acordo com a seguinte férmula:

Ey Ey

Viot:=Vuv.V

3.2.3 Andlise estatistica

Para as variaveis que apresentaram distribuicdo simétrica e igualdade de
variancia foram utilizados o teste one-way ANOVA seguido pelos testes post-hoc
de Tukey e Fisher para comparac¢des multiplas (Kutner et al., 2005). No entanto,
guando as variaveis em estudo possuiam distribuicdo ndo simétrica e/ou nao
apresentaram igualdade de variancia, foram utilizados o teste de mediana de
Mood ou os testes de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney. Diferencas entre

grupos foram consideradas significantes quando (p < 0,05).
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4.1 Analises do produto

4.1.1 Andélise prévia
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A tabela 1 demonstra o perfil de acidificacdo (ao longo de 28 dias, em

intervalos de 7 dias) de fermentacdo do kombucha, com ou sem liquido starter e

exposto (fermentacdo em vidro transparente sobre a bancada exposto a luz

natural) ou ndo (fermentacéo em vidro transparente sobre a bancada, protegido

com papel aluminio, impedindo a acéo da luz natural) a luz.

Tabela 1. Perfil de acidificacdo de kombucha com ou sem liquido starter e

exposto ou ndo a luz por periodo de 28 dias.

KOMBUCHA

DO

D7

D14

D21

D28

Sem liquido starter e
sem exposicéo aluz

4,7100 £ 0,0557

3,8600 + 0,0173

3,6767 £ 0,2079

3,3367 + 0,1305

3,1667 + 0,0987

Sem liquido starter e
com exposicao a luz

4,6467 £ 0,0451

3,8533 £ 0,1801

3,5833 £ 0,2281

3,3567 + 0,2346

3,2500 + 0,2179

Com liquido starter e
sem exposicédo aluz

3,9500 + 0,0100

3,5400 + 0,1212

3,5133 + 0,1457

3,3267 + 0,0643

3,1667 + 0,0577

Com liquido starter e
com exposicéo aluz

3,9533 + 0,0451

3,3800 + 0,0436

3,3733 +0,1286

3,3167 + 0,0839

3,1400 + 0,0529
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Andlise prévia do perfil de acidificacao do kombucha

7,0000
6,0000

5,0000

4,0000 \

3,0000 ®

2,0000
1,0000

0,0000
DO D7 D14 D21 D28

=@=—>SEM LIQUIDO STARTER E SEM EXPOSICAO A LUZ
SEM LiQUIDO STARTER E COM EXPOSICAO A LUZ
COM LiQUIDO STARTER E SEM EXPOSICAO A LUZ

==@=—COM LIQUIDO STARTER E COM EXPOSICAO A LUZ

Figura 4. Andlise prévia do perfil de acidificacdo do kombucha por 28 dias.

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que as amostras com
liquido starter tinham pH menores nos primeiros dias. Com o decorrer da
fermentacdo (aproximadamente a partir do D14), todos os kombuchas
apresentaram pH similar, independentemente da composicdo ou
acondicionamento, permitindo a conclusao de que as variaveis estudadas pouco

influenciaram no perfil de acidificagdo do kombucha.

Ficou definido para as analises subsequentes os seguintes fatores:
kombucha exposto a luz durante sua producdo e acondicionamento (e na
administragdo aos animais conforme ciclos de fotoperiodo controlados do
biotério) e sem liquido starter (a fim de facilitar a aceitagcdo do consumo por parte
dos animais, ja que a bebida estaria menos &cida no inicio da fermentacao; e de
viabilizar a correlacdo entre periodo de fermentacéo do produto e influéncia nos

parametros analisados).
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4.1.2 Analises fisico-quimicas

A tabela 2 demonstra os resultados sobre as andlises fisico-quimicas
realizadas de amostras de cha preto e kombucha fermentado por 1, 7 e 14 dias.

Tabela 2. Valores médios dos parametros fisico-quimicos de cha preto e

kombucha. Médias que ndo compartiiham uma letra séo significativamente

diferentes (P<0,05).

Analises Cha preto Kombucha D1 Kombucha D7 Kombucha D14
Acidez total titulavel (%) 0,3103 +0,0185° 0,4662 + 0,0197®° 0,5497 + 0,0000° 2,4254 + 0,1366°
Densidade (g/cm3) 1,0181 + 0,00182 | 1,0162 + 0,00222° = 1,0143 + 0,0003%* 1,0132 + 0,0023°
Residuo seco (%) 5,3546 + 0,08422 5,1492 + 0,0740%® 4,8762 + 0,1681° 4,3384 + 0,0957°¢
Solidos soluveis (°Bx) 4,5333 +0,1155%  4,5333 +0,1155* | 3,5333 +0,4619° 2,9000 + 0,1732°
Teor alcodlico (% viv) 0,0333 £ 0,0577° 0,3333 +0,1528" 0,4667 + 0,1528% 0,6333 + 0,2309?2

Sabe-se que a acidez é resultante dos &cidos organicos existentes no
alimento, dos adicionados propositadamente e também daqueles provenientes
das alteracbes quimicas dos mesmos. Sua determinacdo pode fornecer

importantes dados sobre o estado de conservacdo de um produto alimenticio.

De acordo com os resultados obtidos, descobriu-se que o cha preto
continha acidez total titulavel estatisticamente semelhante ao kombucha D1 que,
por sua vez, foi correspondente ao kombucha D7. Ja o kombucha D14 divergiu
das demais amostras, indicando elevacdo de acidez mediante o tempo de

fermentacao, aumentando cerca de 5,20 vezes em relagdo ao kombucha D1.

Santos, Barbosa e Lacerda (2017) relataram acidez total titulavel de 1,067
+ 0,024% no kombucha fermentado por 25 dias, e Santos et al. (2019)
encontraram os valores de 0,27 para a bebida no DO e 1,89 no D6. Ambos os

estudos apresentaram valores inferiores (portanto, mais acido) ao do presente
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trabalho.

Diferencas consideraveis também foram encontradas nas analises de
densidade de cha preto e kombucha D14. Os resultados apresentaram padréo
inversamente proporcional ao tempo de fermentacéo e, consequentemente, de

atividade microbiana.

Indo de encontro as analises anteriores, o residuo seco do cha preto foi
maior que o do kombucha, independentemente do tempo de fermentacéo.
Entretanto, diferencas estatisticas significativas apenas foram identificadas
quando confrontadas as amostras entre cha preto, kombucha D7 e kombucha
D14.

O teor de solidos soluveis/acUcares foi 0 mesmo no cha preto e no
kombucha fermentado por 1 dia. Ele diminuiu proporcionalmente ao grau de
turbidez da amostra de kombucha (identificavel por observacéo direta), eem 7 e
14 dias as reducbes da concentracdo de acucares em relacdo ao cha

preto/kombucha D1 foram de 22,06% e 36,03%, respectivamente.

Lima et al. (2019), utilizando 10% de agucar em kombucha de base
combinada de ch& verde e mate, identificou Brix 10° no DO, 7,67° no D6 e 5,33°
no D12. Considerando que no presente trabalho a utilizacdo de acucar foi de 5%

no kombucha a base de ché preto, os resultados sdo semelhantes.

O teor alc6olico aumentou em 90,01% do 1° ao 14° dia de fermentacgéo
do kombucha, justificando sua andlise. Embora esteja dentro das normas de
qualidade do kombucha submetido a processos industriais e destinados a
consumo humano como bebida, descritas na Portaria n® 103, de 20 de setembro
de 2018 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que
indica teor alcodlico de até 1,5% por volume (% v/v), os resultados foram distintos
dos descritos por Santos, Barbosa e Lacerda (2017), 0,43 + 0,08% - teor

alcodlico inferior mesmo em fermentacdo de maior periodo (25 dias).

De acordo com Instrucdo Normativa n°® 41 de 17 de setembro de 2019
também do MAPA, na rotulagem do kombucha industrializado sem alcool

somente podera ser utilizada a expresséao "zero alcool", “zero % alcool", "0,0%",
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ou similares, no produto que contiver até 0,5% v/v de alcool. Ja aqueles que
contiverem graduacédo alcoolica entre 0,6 a 8,0% v/v, deve estar declarado
obrigatoriamente no painel principal do rotulo, expresso em porcentagem em
volume (% v/v), em complementacao a expressdo "Teor alcodlico” nas mesmas

dimensdes da denominacédo, admitindo tolerancia de 0,1% vi/v.

Diante do exposto, constata-se que o tipo e proporgdo dos componentes
do produto, tempo de infusdo e de fermentacédo, além de modo de preparo e de
armazenamento, tém a capacidade de alterar significativamente as andlises

fisico-quimicas do produto.

Os achados aqui mencionados corroboram com os mecanismos descritos
na literatura referentes as fermentacdes alcodlica e acética que geram
prioritariamente etanol, diéxido de carbono, acido acético e acido glucénico,
contribuindo nas caracteristicas organolépticas e de seguranca (j& que inibem a

proliferacdo de microorganismos contaminantes) do produto.

Cinética de acidificacdao do kombucha

7,0000

| ]
S RRERE

4,0000
3,0000
2,0000
1,0000

0,0000
-24 0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336

Figura 5. Cinética de acidificacdo do kombucha por periodo de 14 dias (P<0,05;
R2 = 0,9888).
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Tabela 3. Tabela de diferencas completa referente a cinética de acidificacdo do
kombucha por periodo de 14 dias.

Variavel Variavel Variavel Desvio f[xk, f[xK,...xk+2]

independente independente dependente padréo XKk+1]*- aceleracéao
(eixo x) -em  (eixo x) - em (eixoy) - 1000

dias horas meédia das velocidade

amostras

DO 0 552 0,30 6,67 -0,000246

D1 24 5,36 0,18 18,47 0,000165

D2 48 4,92 0,12 10,56 0,000078

D3 72 4,67 0,04 6,81 -0,000049

D4 96 450 0,03 9,17 0,000101

D5 120 4,28 0,01 4,31 0,000032

D6 144 418 0,03 2,78 -0,000061

D7 168 4,11 0,02 5,69 0,000098

D8 192 - 398 0,01 0,97 -0,000009

D9 216 3,95 0,02 1,39 0,000012

D10 240 3,92 0,02 0,83 -0,000006

D11 264 3,90 0,02 1,11 0,000020

D12 288 3,87 0,02 0,14 0,000009

D13 312 3,87 0,01 -0,28

D14 336 3,88 0,02

Um dos objetivos da realizacdo da cinética de acidificacdo era avaliar o
tempo necessario para alcancar o pH 2,0, pois o consumo do kombucha se
tornaria desagradavel devido a alta acidez e, consequentemente, baixa
palatabilidade. No entanto, com base nos dados encontrados, pode-se concluir
que o periodo de 14 dias de fermentagéo nédo foi suficiente para atingir o pH 2,
sendo que, a partir do D11, o pH apresentou baixas variagdes, mantendo-se em

aproximadamente 3,87.

Os parametros cinéticos observados no perfil de fermentacdo estdo

descritos abaixo:

e  Thaxn: Otempo no qual atingiu-se a velocidade maxima de acidificacéo foi
compreendido no intervalo de 24 a 48 horas.

o  Vmax(dpH/dt): Com base na aproximacao da derivada de primeira ordem,
o intervalo que compreendia os dias 1 e 2 [D1, D2] apresentou maior
velocidade de acidificacdo, sendo que, de maneira geral, conforme

aumentava o tempo de acidificagdo, diminuia sua velocidade.
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e pH em Vpa: O pH do kombucha quando a velocidade maxima de

acidificacao foi atingida abrangia o intervalo de 5,37 a 4,89.

Paludo (2017) analisou o comportamento do pH durante a fermentacéo
de kombuchas utilizando o cha mate e cha verde em sua composicdo, que
iniciaram com pH de 4,37 e 4,10 respectivamente e apos 7 dias de fermentacao
decresceu para 3,10 e 2,81 e Santos, Barbosa & Lacerda (2017) relataram pH
3,98 £ 0,03 em kombucha de cha preto fermentado por 25 dias. Esses resultados
indicam que a velocidade de acidificacdo do kombucha a base de outros chéas &

maior daquele composto por cha preto.
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4.2 Anédlises dos animais

4.2.1 Massa corpOrea

As figuras 6 e 7 dizem respeito ao ganho de peso (g) dos animais

normoglicémicos e diabéticos durante as diferentes fases de tratamento.

Ganho de peso (g) médio dos animais normoglicémicos
2,50
2,00
1,50

1,00

0,50 /\
0,00 -

-0,50

-1,00
-1,50
-2,00

-2,50
DO D7 D14 D7 D14

=@ AGUA/AGUA  ==@==AGUA/CHA PRETO AGUA/KOMBUCHA

Figura 6. Ganho de peso (g) médio dos animais normoglicémicos.

*Interpretacdo do eixo X, da esquerda para a direita: DO indica término do
periodo de adaptacédo de 7 dias e inicio do tratamento de 14 dias com agua para
todos os grupos; D7 indica 7° dia de tratamento com agua para todos 0s grupos;
D14 indica término do primeiro e inicio do segundo tratamento de 14 dias com
liquido de hidratacdo conforme respectivo grupo (agua, cha preto ou kombucha);
D7 indica 7° dia de tratamento especifico do grupo; D14 indica término do

tratamento especifico do grupo e eutanasia dos animais.
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Ganho de peso (g) médio dos animais diabéticos

2,50
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1,50
1,00
0,50
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Figura 7. Ganho de peso (g) médio dos animais diabéticos.

*Interpretacdo do eixo X, da esquerda para a direita: DO indica término do
periodo de adaptacéo de 7 dias e inicio do tratamento de 14 dias com liquido de
hidratacdo conforme respetivo grupo (agua, cha preto ou kombucha); D7 indica
7° dia de tratamento especifico; D14 indica término do primeiro tratamento; DO
indica término do protocolo de 10 dias de inducdo de diabetes e inicio do
segundo tratamento de 14 dias com liquido de hidratacdo conforme respectivo
grupo (adgua, cha preto ou kombucha); D7 indica 7° dia de tratamento especifico
do grupo; D14 indica término do tratamento especifico do grupo e eutanasia dos

animais.

A figura 7 evidencia variagdo de peso do DO ao D14, periodo que
compreende ao primeiro tratamento. Apds cumprimento do protocolo de 10 dias
para confirmacéo de diabetes, quase todos os grupos perderam peso de forma
significativa, a ndo ser aquele tratado antes e depois com cha preto (Cha
Preto/DM/Ché Preto), que recuperou em média 1,099 entre o DO e o D7. Depois

disso, a velocidade da perda de peso dos animais pertencentes aos demais
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grupos e do ganho de peso do grupo houve do grupo Cha Preto/DM/Cha Preto
(0,01g) diminuiram. De maneira geral, no D14, os animais estavam todos
proximos do peso anterior ao inicio do tratamento, demonstrando que
independente do liquido de hidratacdo consumido, houve recuperagdo gradativa

da massa corporea.

4.2.2 Glicemia

As figuras 8 e 9 demonstram a glicemia média dos animais pertencentes

aos grupos normoglicémicos e diabéticos.

Glicemia (mg/dL) média dos animais normoglicémicos
200,00
175,00 /
150,00
125,00
100,00
75,00

50,00
DO D7 D14 D7 D14

—@=— AGUA/AGUA
AGUA/CHA PRETO
=@ AGUA/KOMBUCHA

Figura 8. Glicemia (mg/dL) média dos animais normoglicémicos.

*Interpretacdo do eixo X, da esquerda para a direita: DO indica término do
periodo de adaptacédo de 7 dias e inicio do tratamento de 14 dias com agua para
todos os grupos; D7 indica 7° dia de tratamento com agua para todos 0s grupos;
D14 indica término do primeiro e inicio do segundo tratamento de 14 dias com

liguido de hidratagcdo conforme respectivo grupo (dgua, cha preto ou kombucha);
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D7 indica 7° dia de tratamento especifico do grupo; D14 indica término do

tratamento especifico do grupo e eutanasia dos animais.

Pode-se observar oscilacdo na glicemia média dos animais
normoglicémicos, tanto no primeiro tratamento com agua (que era comum a
todos e compreendeu o periodo do DO ao D14), como no tratamento com a
bebida especifica do grupo (que se iniciou de forma posterior ao primeiro
tratamento e se encerrou no D14). Entretanto, foi observada reducao de glicemia
em maior intensidade nos primeiros 7 dias de tratamento com kombucha (28%
em relacdo ao ultimo dia de tratamento com agua), ainda que nesse periodo a
bebida apresente maior concentracédo de aclcar em relacédo a segunda semana,
conforme demonstrado nas andlises de sélidos soltveis. O cha preto também foi
capaz de reduzir a glicemia dos animais normoglicémicos, embora em menor
intensidade que o kombucha (14,83%). Os animais tratados apenas com agua

obtiveram maior glicemia média de todos os grupos.

Glicemia (mg/dL) dos animais diabéticos
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—=@—AGUA/DM/CHA PRETO
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CHA PRETO/DM/CHA PRETO
=@=— KOMBUCHA/DM/KOMBUCHA

Figura 9. Glicemia (mg/dL) média dos animais diabéticos.
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*Interpretacdo do eixo X, da esquerda para a direita: DO indica término do
periodo de adaptacéo de 7 dias e inicio do tratamento de 14 dias com liquido de
hidratacdo conforme respetivo grupo (agua, cha preto ou kombucha); D7 indica
7° dia de tratamento especifico; D14 indica término do primeiro tratamento; DO
indica término do protocolo de 10 dias de inducdo de diabetes e inicio do
segundo tratamento de 14 dias com liquido de hidratacdo conforme respectivo
grupo (agua, cha preto ou kombucha); D7 indica 7° dia de tratamento especifico
do grupo; D14 indica término do tratamento especifico do grupo e eutanasia dos

animais.

A figura 9 revela que a média glicémica dos animais pertencentes aos
grupos diabéticos manteve-se em aproximadamente 133,67mg/dL entre os dias
DO e D14; ap6s a inducdo de diabetes com aloxana, foi para 450,67mg/dL

(aproximadamente 3,37x maior).

O consumo de kombucha ou de chéa preto anteriormente a inducéo da
doenca parece nao ter agido como fator protetivo, ja que os valores de glicemia
dos animais que consumiram essas bebidas foram proximos daqueles que

consumiram agua no mesmo periodo.

Embora as glicemias tenham apresentado poucas variacdes apos a
inducao da diabetes, ndo parece eficaz a realizacdo de tratamento exclusivo da
doenca por meio do consumo de kombucha e/ou de cha preto. Talvez a
administracdo do kombucha por um periodo maior ou a utilizagdo do mesmo
enquanto tratamento complementar e alternativo apresentasse melhores

resultados.

4.3 Andlises histoldgicas

Para descrever os resultados foram usadas siglas para cada grupo

conforme identificado na tabela 4.
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Tabela 4. Identificacdo dos grupos com suas respectivas siglas Sao Paulo, 2019.

Grupo Sigla
Agua — Agua normoglicémico A-A NG
Agua — Ché preto normoglicémico A-C NG
Agua — Kombucha normoglicémico A-K NG
Agua — Agua Diabético A-A DG
Agua — Cha preto Diabético A-C DM
Agua — Kombucha Diabético A-K DM
Ché preto — Cha preto Diabético C-CDM
Kombucha — Kombucha Diabético K-K DM

4.3.1 Estudo histoldgico qualitativo

Apos a coloracgdo das secc¢des histolégicas com a técnica da Hematoxilina
e Eosina, foi observado que os intestinos apresentaram caracteristicas

histoldgicas tipicas da espécie, independentemente da idade.

O cdlon possui a estrutura histoldgica tipica do tubo digestivo: mucosa,
submucosa, muscular e serosa/adventicia. A mucosa é revestida por epitélio
colunar (cilindrico) simples (lamina epitelial), com microvilosidades longas e
recoberta por camada de muco. A mucosa nao contém vilosidades, mas muitas
criptas de Lieberkihn, nas quais numerosas células caliciformes e
enteroenddcrinas foram encontradas. Os animais diabéticos apresentaram
camada mucosa comprometida e infiltrado inflamatério exacerbado, conforme

esperado (figura 10).
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Figura 10. A - Corte histologico de célon corado por hematoxilina e eosina de
animal normoglicémico; B - Corte histologico de colon corado por hematoxilina e

eosina de animal diabético.

Os animais normoglicémicos que consumiram agua (figura 11 A), cha
preto (figura 11 B) e kombucha (figura 11 C), ndo mostraram alteracdo das
estruturas histoldgicas. Enquanto os animais diabéticos que consumiram cha
apresentaram reducdo do infiltrado inflamatério. Os animais que consumiram
kombucha apresentaram o tecido intestinal com mesmo perfil de infiltrado celular
observado nos animais normoglicémicos. Desta forma, o kombucha modula a
resposta imunologica de maneira anti-inflamatéria, restaurando o perfil de

mucosa saudavel (figura 12 A e B).
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Figura 11. A - Corte histolégico de célon corado por hematoxilina e eosina de
animal diabético que consumiu agua ao longo de todo o periodo experimental; B
- Corte histologico de célon corado por hematoxilina e eosina de animal diabético
que consumiu cha preto ao longo de todo o periodo experimental; C - Corte
histoldgico de cdélon corado por hematoxilina e eosina de animal diabético que

consumiu kombucha ao longo de todo o periodo experimental.

Figura 12. A - Corte histolégico de célon corado por hematoxilina e eosina de
animal diabético que consumiu ché ao longo de todo o periodo experimental; B
- Corte histoldgico de célon corado por hematoxilina e eosina de animal diabético

gue consumiu kombucha ao longo de todo o periodo experimental.
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Os parametros macromorfométricos tais como peso, comprimento (cranio-

caudal) e volume foram sumarizados na tabela 5.

Tabela 05. Parametros macromorfométricos de peso, comprimento e volume;

valores de cada parametro foram expressos pela média do grupo, seguida do

seu coeficiente de variacéo (CV). Sado Paulo, 2019.

A Grupos
Parametros A-A (NG) A-C (NG) A-K (NG) A-A (DM) A-C (DM) A-K (DM) | C-C(DM) K-K(DM)
P(egs)o 0,45(0,18) 0,33(0,23) 0,30(0,25)2 0,48(0,18)2 0,45(0,19)2 0,32(0,25)2 0,41(0,24)2 0,43(0,22)
Comprimento
cranio-caudal | 10,00(0,26)2 | 9,00 (0,15) | 10,00(0,17)® | 9,00(0,26)2 | 10,50(0,25)* | 9,50(0,14) | 9,50(0,18)* | 8,50(0,24)
(cm)*
((\\/,(;llﬁnn:nes) 1,08(0,21)* | 1,05(0,17)* | 0,99(0,22)* | 0,78(0,21)2 | 0,88(0,25)* | 0,95(0,19)2 | 0,79(0,28)* | 0,80(0,19)

As médias assinaladas com a mesma letra nao diferem entre si, estatisticamente.

4.3.3 Aspectos microestruturais (delineamento estereolégico)

4.3.3.1 Densidade do volume

As estimativas dos parametros morfoquantitativos de Densidade do volume

das Tunicas Muscular, Submucosa e Mucosa foram sumarizados na tabela 6.
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Tabela 06. Parametros macromorfométricos do intestino. Os valores de cada
parametro sao expressos pela média do grupo, seguida de seu coeficiente de
variacdo (CV). Séo Paulo, 2019.

Grupos
Camadas P
A-A (NG) A-C (NG) A-K (NG) A-A(DM) A-C(DM) A-K (DM) C-C (DM) K-K(DM)
Muscular
( 5 0,39(0,07)2 | 0,28(0,09)2 | 0,25(0,24)2 | 0,36(0,08)2 | 0,33(0,07)2 | 0,24(0,11)2 | 0,27(0,43)2 | 0,39(0,05)2
mm
Submucosa
( 3 0,34(0,31)2 | 0,23(0,12)2 | 0,19(0,33)2 | 0,33(0,21)2 | 0,32(0,31)2 | 0,23(0,15)2 | 0,19(0,223)2 | 0,34(0,22)2
mm
Mucosa
( 5 0,06(0,23)2 | 0,07(0,22)2 | 0,08(0,37)2 | 0,07(0,33)2 | 0,08(0,23)2 | 0,07(0,28)2 | 0,07(0,39)2 | 0,10(0,43)2
mm

estatisticamente.

4.3.3.2 Volume total

As médias assinaladas com uma mesma

letra ndo diferem entre si,

As estimativas dos parametros morfoquantitativos de densidade do volume

das Tunicas Muscular, Submucosa e Mucosa foram sumarizadas na tabela 7.



63

Tabela 07. Parametros macromorfométricos de densidade do intestino. Os
valores de cada parametro sdo expressos pela média do grupo, seguida de seu

coeficiente de variacdo (CV). Sédo Paulo, 2019.

Grupos
Camadas
A-A (NG) | A-C(NG) | A-K(NG) | A-A(DM) | A-C(DM) | A-K (DM) | C-C(DM) | K-K(DM)
Muscular 42 a a a a a a a a
(mm) | 042(0.03)* | 0,29(0,15)% | 0,24(0,29)* | 0,20(0,33)" | 0,29(0,17)* | 0,22(0,41)" | 0,21(0,13)* | 0,31(0,25)
Su?nr?:qg;) 581 0,36(0,21)* | 0,24(0,14)* | 0,18(0,23)* | 0,28(0,27)* | 0,28(0,21)2 | 0,21(0,15)* | 0,15(0,23)* | 0,27(0,28)?
M(fncrgf)a 0,06(0,24)2 | 0,07(0,26)2 | 0,07(0,47)2 | 0,06(0,43)2 | 0,07(0,13)= | 0,06(0,38)2 | 0,05(0,29)2 | 0,08(0,33)

As médias assinaladas com uma mesma letra nao diferem entre si,

estatisticamente.

4.3.3.3 Area total de superficie da mucosa (SA)

As estimativas dos parametros morfoquantitativos de area total de superficie
da mucosa (SA) foram sumarizados na tabela 8.

Tabela 8. Parametros morfoquantitativos de area total de superficie da mucosa
(SA) do intestino. Os valores de cada parametro sdo expressos pela média do

grupo, seguida de seu coeficiente de variagdo (CV). Sdo Paulo, 2019.

Grupos

Camadas 7 NG) T AC (NG) | AK(NG) | AA(DM) | AC (DM | AK DM | CCDOM | KK({DM)

Superficie
mucosa | 4,01(0,12)2 | 3,86(0,18)2 | 3,99(0,29)2 | 2,84(0,36)® | 2,44(0,26)" | 5,01(0,19)¢ | 2,12(0,32)2 | 4,14(0,21)2
(mm3)

As médias assinaladas com uma mesma letra ndo diferem entre si,

estatisticamente.
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5 CONCLUSAO

Diante das alegacdes de beneficios a saude vinculadas ao kombucha, seu
consumo aumentou exponencialmente em todo o mundo (sobretudo no
hemisfério ocidental), ampliando sua identidade de bebida fermentada
tradicional para alimentacdo moderna, saudavel e probittica (ainda que nao

possua esse tipo de registro pelo 6rgao responsavel em nosso pais).

Dentre as possiveis capacidades funcionais jA mencionadas na literatura,
destaca-se a de tratamento alternativo para controle de diabetes e suas
complicac@es, corroborando a concepcao de influéncia da microbiota intestinal

no estado de saude geral.

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia do
consumo de kombucha como tratamento alternativo para amenizar e/ou retardar
sintomas e complicagcbes do Diabetes Mellitus e identificar as possiveis
modificacbes metabdlicas, morfolégicas e imunolégicas ocorridas em

camundongos com diabetes tipo 1.

Concluiu-se que, apesar de ter havido recuperacdo de massa corporea
préxima daguela que se tinha antes da inducéo da diabetes, esse efeito nao foi
exclusivo do kombucha e, embora a influéncia no controle glicémico tenha sido
maior nos camundongos normoglicémicos que diabéticos, acredita-se que a
administrac@o por um periodo prolongado pudesse indicar melhores resultados,
uma vez que as avaliagbes histologicas e morfométricas do intestino
demonstraram resultados satisfatérios quanto ao aumento da superficie de
mucosa e diminuicdo do infiltrado inflamatério, favorecendo a modulacéo

imunologica.

Logo, h& necessidade de realizacdo de mais estudos para comprovagao
da capacidade funcional do kombucha e elucidacdo de sua eficacia enquanto

tratamento exclusivo e/ou complementar do diabetes.
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