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EPiIGRAFE

Em algum lugar, algo incrivel estd
esperando para ser descoberto.
(Carl Sagan)



RESUMO

Nos ultimos anos, dados epidemiologicos tém demonstrado um declinio na satide metabdlica
da populagao mundial devido, principalmente, a piora no estilo de vida e alimentagdao. A
inclusdao de alimentos de origem vegetal ricos em compostos bioativos a dieta tem sido cada
vez mais estudada devido a sua associagdo com a melhora da saude intestinal e,
consequentemente, melhora da saude metabdlica. Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
importantes mediadores da microbiota intestinal na saude humana, sdo produtos finais da
fermentagdo dos compostos bioativos, fibras alimentares e polifendis, pelas bactérias
intestinais. O guarand (Paullinia cupana) ¢ uma planta brasileira originaria da regido
amazonica que vem ganhando destaque nos estudos cientificos por seus beneficios a saude
devido, principalmente, a sua composicdo em fibras e polifenois. Apesar de sua rica
composi¢ao, nao ha nenhum trabalho que descreva seu papel na modulagdo intestinal. Neste
sentido, o presente estudo teve como objetivo investigar se a suplementacdo didria com
guarand em po, por sete dias consecutivos, € capaz de modificar a concentracdo de AGCC no
contetido colonico de ratos jovens. Para isso, ratos Wistar foram divididos em dois grupos
experimentais, sendo eles: grupo Controle, que recebeu agua filtrada via gavagem orogastrica,
e grupo Guarand, que recebeu 300 mg de guarand por quilo de massa corporal diluido em
agua, via gavagem orogastrica. Ambos receberam dieta padrdo Nuvilab e agua ad libitum
durante oito dias de experimento. Foi realizado acompanhamento da massa corporal dos
animais no decorrer de todo o periodo experimental. No nono dia, foi realizada a eutanésia e
coleta do contetido colonico para avaliagdo da concentragdo de AGCC por meio da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os resultados obtidos mostraram que a
suplementagdo diaria com guarand em po aumentou as concentragdes de acido acético e
AGCC total. Contudo, ndo foram observadas alteragdes nas concentragdes dos acidos butirico
e propidnico. Os resultados encontrados podem estar associados aos compostos bioativos
presentes no guarana em pd, uma vez que estes podem ser metabolizados pelas bactérias da
microbiota intestinal. Nossos achados apresentam um importante significado clinico, abrindo
caminhos para que novas pesquisas sejam realizadas para avaliar o efeito do guarand na
propria composi¢cdo da microbiota intestinal, bem como a influéncia no microbioma, seja em
modelo animal homeostatico ou com alguma alteragdo metabdlica.

Palavras-chave: Acidos Graxos de Cadeia Curta; Guarana; Microbiota Intestinal; Paullinia
cupana; Fibras alimentares; Polifenois.



ABSTRACT

In recent years, epidemiological data has shown a decline in the metabolic health of the
world's population, mainly due to a worsening lifestyle and diet. The inclusion of plant-based
foods rich in bioactive compounds in the diet has been increasingly studied due to their
association with improved intestinal health and, consequently, improved metabolic health.
Short-chain fatty acids (SCFAs), important mediators of intestinal microbiota in human
health, are end products of the fermentation of bioactive compounds, dietary fibers and
polyphenols by intestinal bacteria. Guarana (Paullinia cupana) is a Brazilian plant native to
the Amazon region that has been gaining prominence in scientific studies for its health
benefits, mainly due to its fiber and polyphenol composition. Despite its rich composition, no
studies have described its role in intestinal modulation. Considering this, the study aims to
investigate whether daily supplementation with guarana powder for seven consecutive days is
capable of modifying the concentration of SCFAs in the colonic contents of young rats. To do
this, Wistar rats were divided into two experimental groups: the Control group, which
received filtered water via orogastric gavage, and the Guarana group, which received 300 mg
of guarana per kilo of body mass diluted in water via orogastric gavage. Both received a
standard Nuvilab diet and water ad libitum for eight days of the experiment. The animals'
body mass was monitored throughout the experimental period. On the ninth day, the animals
were euthanized and the colonic contents were collected to assess the concentration of SCFAs
using the high performance liquid chromatography technique. The results showed that daily
supplementation with guarana powder increased the concentrations of acetic acid and total
SCFAs. However, no changes were observed in the concentrations of butyric and propionic
acids. The results may be associated with the bioactive compounds present in guarana powder
since the bacteria of the intestinal microbiota can metabolize those. Our findings have an
important clinical significance, opening the way for further research to be carried out to assess
the effect of guarana on the composition of the intestinal microbiota itself, as well as the
influence on the microbiome, whether in a homeostatic animal model or with some metabolic
alteration.

Keywords: Short-chain fatty acids; Guarana; Gut microbiota; Paullinia cupana; Dietary
fibers; Polyphenols
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1 INTRODUCAO

A microbiota intestinal pode ser definida como um ecossistema complexo, dinamico,
espacialmente heterogéneo, habitado por microrganismos diversos, como bactérias, fungos,
archaea e virus, que interagem entre si € com o organismo humano (CHEN et al., 2021).
Estima-se que cerca de 100 trilhdes de microrganismos habitam o trato gastrointestinal (TGI)
dos seres humanos, sendo Bacteroidetes e Firmicutes os principais filos bacterianos (ADAK e
KHAN, 2019; VEMURI ef al., 2018). Entre as fungdes da microbiota intestinal, observa-se o
apoio a defesa contra patogenos, auxilio na digestio e metabolismo, influéncia no eixo
intestino-cérebro, entre outras fungdes com papel significativo na manutengao da fisiologia e
saude intestinal normal (GOMAA, 2020).

Entretanto, fatores como antibioticoterapia, dieta, estresse psicoldgico e fisico, podem
levar ao desequilibrio, quantitativo e qualitativo, da microbiota, caracterizada como disbiose
intestinal. Esse processo pode ser desfavoravel ao ter o potencial de induzir um aumento da
proporc¢ao Firmicutes/Bacteroidetes e levar a producao desregulada de metabolitos derivados
dessas bactérias, ocasionando o desenvolvimento de doencas locais e sistémicas (KHO e
LAL, 2018; MAGNE et al., 2020).

Uns dos principais metabolitos microbianos sdo os acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), considerados importantes mediadores da microbiota intestinal na saide humana
(GOMAA, 2020; CHEN et al., 2021). Esses AGCC, principalmente os acidos acético,
butirico e propidnico, sao os produtos finais da fermentacao de alguns compostos dietéticos
pela microbiota, como fibras alimentares e polifendis (FAN e PEDERSEN, 2021;
GONZALEZ-BOSCH et al., 2021).

Localmente, os AGCC sao capazes de manter a integridade da barreira intestinal e
atuam como o principal substrato energético para os colonocitos (BOETS et al., 2016;
DALILE et al., 2019). Além dos efeitos locais, os AGCC podem atuar na regulacdo do
sistema imunolégico e do estresse oxidativo, principalmente por meio da ativacdo dos
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e pela inibicdo de histonas desacetilases
(HDACs), atuando também na regulagdo do apetite, na homeostase da glicose e no
metabolismo lipidico (LIU et al., 2021; MARKOWIAK-KOPEC e SLIZEWSKA, 2020).

Nao existe um consenso na literatura acerca da definicdo de saude metabdlica,
entretanto uma definicdo provisoria caracteriza como um metabolismo global (estimado por
diversas medidas das fungdes dos oOrgdos do corpo) que, em estudos epidemiologicos

representativos, estd ligado com qualidade de vida desejavel e longevidade (FAN e
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PEDERSEN, 2021). Visto isso, dados epidemiologicos mostram que uma parte consideravel
da populagdo mundial possui uma saude metabolica abaixo do ideal ou até mesmo ruim (FAN
e PEDERSEN, 2021), e a inclusdo de alimentos de origem vegetal na dieta tem sido cada vez
mais associada a uma melhora da satde intestinal e, consequentemente, atuando na melhora
da satde metabdlica (BARBER et al., 2023). Nesta tematica de alimentos de origem vegetal,
podemos citar o guarana (Paullinia cupana), fruto que vem ganhando destaque nos estudos
cientificos por seus beneficios a satde, como efeito antioxidante e anti-inflamatdrio
(SILVEIRA et al., 2018).

O guarand ¢ uma planta brasileira originaria da regido amazonica, com fruto em
formato de cépsula com deiscéncia e pedinculo desenvolvido e sementes pretas com textura
crustdcea, parcialmente envoltas por um arilo branco (MARQUES et al., 2016; SCHIMPL et
al., 2013). O produto, com grande potencial de consumo pelos mercados interno e externo, ¢
comercializado principalmente sob as formas de refrigerantes, xarope, bastdo e em pod
(EMBRAPA, 2011).

Os beneficios a saude associados ao guarana sao devido a sua composi¢ao fitoquimica,
principalmente das sementes, que sdao transformadas em pd por meio do processo de
torrefacdo. Elas apresentam uma diversidade de compostos, como as metilxantinas, sendo a
cafeina em maior concentragdo (2,5-6%), enquanto que a teofilina e a teobromina estdo em
menores proporgdes (abaixo de 0,3%) (CAMPOS, 2018; MACHADO et al., 2018). Em
relagdo aos polifenois, eles constituem a classe de fitoquimicos mais abundantes nas sementes
de guarana (até 16%), sendo catequina, epicatequina e procianidinas os compostos em maior
nimero (YONEKURA et al., 2016; MACHADO et al., 2018). Ainda em sua composi¢ao
nutricional, em 100 g de guarana em p6 foram encontrados 31,25 g de carboidrato, totalizando
43,10 g de fibras totais, sendo 39,03 g fibra insoluvel e 4,07 g de fibra soluvel, 12,67 g de
proteina e 2,83 g de lipideos (OLIVEIRA, 2021).

Apesar da rica composicao nutricional e fitoquimica e os beneficios ja demonstrados
na literatura, ndo ha nenhum trabalho que descreva o papel desse fruto na modulacao da
microbiota intestinal. Dessa forma, o objetivo deste trabalho € investigar se a suplementacao
didria com guarand em pd € capaz de modificar a concentragdo de AGCC no contetido

coldnico de ratos jovens.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROBIOTA INTESTINAL

Durante muito tempo o termo “flora intestinal” foi empregado para designar os
microrganismos residentes no TGI humano. Atualmente, outros termos foram criados para
definir este conjunto de microrganismos, como microbiota e microbioma. A microbiota ¢ uma
comunidade de microrganismos vivos, como bactérias e fungos, que habitam um determinado
nicho ecoldgico, como o intestino humano. J& o microbioma trata-se de um termo mais amplo
e se refere as diferentes espécies de microrganismos presentes no TGI, seus genes,
metabolitos e condigdes ambientais em que vivem (SEBASTIAN-DOMINGO e
SANCHEZ-SANCHEZ, 2018, GOMES, 2017).

A primeira descri¢do da existéncia de bactérias e outros microrganismos no intestino
foi feita em 1683 por Anton van Leeuwenhoek. Desde entdo, novos projetos de pesquisa
foram desenvolvidos com o intuito de decodificar a funcionalidade e estrutura do microbioma
humano e sua relagio com a saude e a doenca (SEBASTIAN-DOMINGO e
SANCHEZ-SANCHEZ, 2018).

A microbiota intestinal se desenvolve no nascimento e sua formagao completa ocorre
na fase adulta dos individuos, com uma estimativa de 100 trilhdes (10'*) de microrganismos
vivos habitando todo o TGI (MILANI et al., 2017; ROUND et al., 2009). Basicamente,
tem-se dois filos bacterianos principais: Firmicutes € Bacteroidetes. Para que ocorra
alteragdes na composi¢do dos microrganismos que habitam o TGI, fatores como o tipo de
parto ao nascer (cesariana ou parto normal), gestagdo, estilo de vida (tabagismo, pratica de
atividades fisicas, consumo de 4lcool), antibioticoterapia, infecgdes virais e bacterianas, e a
dieta devem ser considerados (EL-SAYED et al., 2021).

Alteragdes na composi¢cdo da microbiota podem ter impacto significativo na relagao
saude e doenca do individuo. Os microrganismos que vivem em simbiose no intestino do ser
humano sao reconhecidos por seus beneficios a satide ao fornecerem nutrientes essenciais,
defesa contra patdogenos oportunistas, metabolizar compostos que ndo sdo degradados pelas
nossas enzimas digestivas, contribuir para o desenvolvimento do epitélio intestinal e
influenciar o sistema imune (LEY et al., 2006).

Por outro lado, a disbiose, caracterizada como um desequilibrio na populagcdo de

microrganismos que habitam o TGI, estd comumente associada a efeitos deletérios podendo
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levar a disturbios e/ou doengas, como obesidade, Doencas Inflamatérias Intestinais (DII),
hipertensao, entre outras (MILANI et al., 2017; SITTIPO, 2018). Uma das formas de analisar
os efeitos da microbiota sobre a satide humana ¢ avaliando os produtos de seu metabolismo,

como os AGCC.
2.2 ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA

Os AGCC s3o denominados como um subconjunto de 4cidos graxos saturados,
podendo conter de dois a seis carbonos em sua estrutura, e inclui o acido férmico, acido
valérico e, em destaque, os acidos acético, butirico e propidnico (Figura 1), que sdo os mais
abundantes no intestino. Esses metabodlitos sdo considerados o elo entre o eixo

dieta-microbiota-satide (TAN et al. 2014; BOETS et al., 2016).

Figura 1 — Formulas e estruturas quimicas dos acidos graxos de cadeia curta: acético,

propidnico e butirico.
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Fonte: Adaptada de KOPEC e SLIZEWSKA, 2020.

A producgdo dos AGCC, embora possa acontecer de forma endogena (como no jejum
prolongado), ocorre comumente por meio exdgeno, através da via glicolitica. A partir da
ingestdo de carboidratos ndo digeriveis, como a celulose ¢ o amido resistente, essas
substancias sdo encaminhadas para as regides distais do intestino, local em que sofrem
degradacao pelos microrganismos ali presentes. Os agucares resultantes dessa degradacao sao

convertidos no citoplasma bacteriano em piruvato ou em piruvato e Acetilcoenzima A
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(Acetil-CoA) via glicolise que, posteriormente, passam pelo processo de fermentacio
bacteriana. Os produtos finais da fermentagdo sdo os AGCC, como o acetato, butirato e

propionato (FACCIM et al., 2016; HOOPER et al., 2002) (Figura 2).

Figura 2 — Processo de formagao dos acidos graxos de cadeia curta pela fermentagdo de fibras

no coOlon intestinal.
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Fonte: Adaptado de FACCIM et al., 2016.

Outros compostos bioativos da dieta, como os polifenois, também sao capazes de atuar
positivamente na produ¢do de AGCC (KAWABATA et al., 2019). Os polifendis, uma vez
ingeridos, sdo reconhecidos pelo corpo humano como xenobioticos, ou seja, produtos
quimicos aos quais um organismo ¢ exposto € que sdo extrinsecos ao metabolismo normal
desse organismo, tendo, portanto, baixa biodisponibilidade (CARDONA et al., 2013;
CROOM, 2012). O processo de absorcdo total de polifendis no intestino delgado ¢

relativamente baixo (5% a 10%) quando comparado com a absor¢do de macro e
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micronutrientes. O restante ndo absorvido (90% a 95%) transita pelo limen do intestino
grosso e se acumula na faixa milimolar, local em que sdo expostos as atividades enzimaticas
das bactérias intestinais e catabolizados em acidos fenolicos (Figura 3) (OZDAL et al., 2016;

KAWABATA et al., 2019).

Figura 3 — Processo de metabolizagao dos polifenodis dietéticos pelo trato gastrointestinal.
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Fonte: Adaptado de BAKY et al., 2022.

A absor¢do destes AGCC pelo hospedeiro ocorre de forma rapida e quase completa
nos colonocitos, tendo apenas 5 a 10% dos AGCC produzidos excretados nas fezes.
Posteriormente, aqueles que ndo foram metabolizados nos colondcitos sdo absorvidos pela
circulacao portal hepatica e fornecem energia a 6rgaos como o figado, rim, cérebro e coracao
(BLAAK et al., 2020; LIU et al., 2020).

O processo absortivo dos AGCC pode ocorrer de forma passiva pelos enterdcitos,
entretanto ocorre em sua maioria por transporte ativo, por meio do transportador de
monocarboxilato 1 (MCT-1) e o transportador de monocarboxilato 1 acoplado ao sédio
(SMCT-1) ou através de transportadores acoplados a proteina G (HEE e WELLS, 2021; TAN
etal., 2014).
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Para que esses metabdlitos possam exercer suas fungdes, tanto locais quanto
sistémicas, dois mecanismos sao necessarios: o primeiro esta relacionado com a inibi¢ao de
HDACs para regulagdao direta da expressdao génica, caracteristica dos acidos butirato e
propionato; o segundo mecanismo ¢ através da ligagdo com receptores especificos acoplados
aos enterocitos. Em geral, os receptores ligantes dos acidos graxos sdo aqueles acoplados a
proteina G, denominados de GPCR, especificados de acordo com a particularidade de cada
AGCC, sendo GPR41, GPR43 e GPRI109A os principais receptores ativados pelos AGCC
(TAN et al., 2014; FACCIM et al, 2016).

As sinalizagdes por meio de GPCRs apresentam um importante papel nas agdes
bioldgicas dos AGCC no hospedeiro. Uma dessas acdes estd relacionada com a secre¢do do
peptideo 1 semelhante ao glucagon (GLP-1) e o peptideo YY (PYY) estimulada pelo butirato
e propionato, podendo ativar uma cascata de sinalizacdo capaz de afetar a saciedade ¢ a
motilidade gastrointestinal (HEE e WELLS, 2021; DALILE et al., 2019). A literatura mostra,
também, um importante papel do butirato como agente anti-inflamatorio através da inibigao
de HDAC e ativagdo do GPR109A. O propionato, por sua vez, ¢ descrito como um eficiente
substrato para a gliconeogénese, levando a saciedade e diminuicdo da produgdo de glicose
pelo figado (KOH et al., 2016). Os AGCC também sdo importantes estimuladores do sistema
imunolégico, visto que sdo capazes de reduzir a concentracdo de mediadores inflamatorios
como, Fator de Necrose Tumoral (TNF), Interleucina-6 (IL-6) e Fator Nuclear kappa B
(NF-kB), além de induzir a expressdo da citocina anti-inflamatéria Interleucina-10 (IL-10)
(FACCIM et al, 2016; VENEGAS et al., 2019).

Atuando localmente, esses metabolitos sdo capazes de manter a integridade da barreira
intestinal, além de protegé-la de processos inflamatorios, sendo essa uma importante fungao
para prevengao do aparecimento de doencas metabodlicas. A barreira intestinal ¢ uma estrutura
fisica constituida por células epiteliais conectadas por meio de juncdes intercelulares,
facilitando a absor¢do de nutrientes e impedindo a passagem de substancias prejudiciais e
patogénicas. O 4cido butirico, em especial, possui a capacidade de aumentar a funcao dessa
barreira, regulando a expressdao de proteinas de juncdo (DALILE et al., 2019). Apds serem
absorvidos, os AGCC também desempenham fungdes diversas no hospedeiro. O acetato ¢ um
importante substrato para a formacao do colesterol e 4cidos graxos, além de apresentar papel
crucial no ciclo de Krebs por meio da produ¢do de Adenosina trifosfato (ATP). O propionato,
em oposicdo ao acetato, pode ser utilizado para inibicdo da sintese de colesterol, tendo
também um papel na gliconeogénese. O butirato, por sua vez, atua como principal substrato

energético para os colonocitos (DALILE et al., 2019; KOPEC e SLIZEWSKA, 2020).


https://sciprofiles.com/profile/297372

19

Mudangas na dieta podem levar, em um curto periodo de tempo, a modifica¢des na
composi¢ao da microbiota intestinal, podendo influenciar a producdo e a concentra¢do dos
AGCC que sdo produzidos. Nos ultimos 20 anos houve uma transi¢do drastica no estilo de
vida dos individuos, sobretudo a introducao de dietas ocidentais, compostas em sua maioria
por alimentos pobres em fibras e ricas em gorduras e aglicares simples. Apesar de fatores
genéticos ¢ ambientais terem forte influéncia na indu¢do de doencas inflamatorias e
autoimunes, a composi¢do da dieta também pode estar impulsionando a incidéncia dessas
patologias nos paises ocidentais, sendo um dos fatores de etiologia a modificagdo da

microbiota ou do seu metabolismo (TAN et al., 2014).

2.3 FIBRAS ALIMENTARES E ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA

A ingestdo de fibras alimentares e seu papel no hospedeiro tornou-se mais estudada
nos ultimos anos (BERNAUD e RODRIGUES, 2013). O termo “fibra dietética” foi proposto
pela primeira vez como uma abreviacdo de constituintes ndo digeriveis de alimentos por
Hipsley em seu artigo “Fibras dietéticas e toxemia da gravidez”, publicado em 1953.
Entretanto, nos ultimos anos muitas controvérsias surgiram acerca da defini¢do
internacionalmente aceita de fibra dietética (YE et al., 2022). De acordo com a Comissao do
Codex Alimentarius em 2009, fibra alimentar sao polimeros de carboidratos com dez ou mais
unidades monomeéricas, que nao sofrem hidrdlise pelas enzimas enddgenas presentes no
intestino delgado de humanos, e sdo subclassificadas como: (i) polimeros de carboidratos
comestiveis que ocorrem naturalmente em alimentos como frutas, hortaligas e cereais; (ii)
polimeros de carboidratos obtidos de matérias-primas alimentares por meios fisicos,
enzimaticos ¢ quimicos que demonstram efeito fisiolégico benéfico comprovado por
evidéncias cientificas; e (iii) polimeros de carboidratos sintéticos com efeito fisioldgico
benéfico comprovado por evidéncias cientificas (RANGANATHAN e ANTEYI, 2022;
LUPTON et al., 2009).

Atualmente as fibras também sdo classificadas de acordo com varios critérios, como
fonte primaria de alimento, estrutura quimica, solubilidade em d4gua, viscosidade e
fermentabilidade ¢ sdo, ainda, subdivididas em fibras soluveis e insolaveis
(RANGANATHAN e ANTEYI, 2022). As fibras soluveis sdo capazes de se dissolverem em
agua formando géis viscosos, € sdo facilmente fermentadas pela microbiota intestinal. Sao
soluveis as pectinas, a inulina, as gomas e algumas hemiceluloses. As fibras insoluveis, por

sua vez, ndo possuem a capacidade de formar géis e apresentam limitada fermentagdo. Sdo
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insoluveis a lignina, celulose e algumas hemiceluloses (BERNAUD e RODRIGUES, 2013).
Por possuirem melhor capacidade de serem fermentadas pelas bactérias intestinais, as fibras
soliiveis contribuem mais para a formagdo de metabolitos benéficos, como os AGCC, em
comparacdo com as fibras insoliiveis pouco ou ndo fermentdveis (RANGANATHAN e
ANTEYI, 2022).

As recomendacgdes atuais acerca da ingestdo de fibras dietéticas possuem variabilidade
de acordo com a idade, o sexo biologico e o consumo energético, sendo a recomendagao
adequada de 14 g de fibras para cada 1.000 kcal ingeridas (BERNAUD e RODRIGUES,
2013). A redugdo da ingestdo de fibras fermentaveis pode diminuir a diversidade bacteriana.
Estudos em animais mostraram que uma dieta privada de fibras fermentaveis leva os
microrganismos que compdem a microbiota a degradar e extrair energia alternativa da camada
de muco rica em glicoproteinas, que atua como uma barreira mecanica protetora contra
patogenos (GILL et al., 2021). Desai et al. (2016) mostraram, por meio de um estudo
realizado com camundongos gnotobioticos, que uma camada de muco com espessura reduzida
devido a atividade da microbiota em condi¢des de baixo teor de fibras pode aumentar a
susceptibilidade a patdogenos, além da perda de producdo de AGCC. Ademais, a baixa
disponibilidade de fibras fermentaveis também ¢é capaz de mudar a microbiota em simbiose
para um estado de disbiose, caracterizado por reduzida diversidade e riqueza bacteriana
(GILL et al., 2021).

Adicionalmente, Miyamoto et al. (2018) investigaram os efeitos metabodlicos benéficos
da farinha de cevada contendo quantidades significativas de B-glucano (fibra soltivel) em um
modelo de camundongo com obesidade induzida por dieta rica em gordura, com o proposito
de estudar a relagdo entre a microbiota intestinal, os AGCC e seus efeitos em camundongos
livres de germes. Para avaliagdo e posterior comparacao, duas dietas foram administradas:
uma rica em f-glucano e outra com baixo teor dessa fibra. Como resultado, observou-se que
os niveis de acetato fecal, propionato e butirato produzidos pela microbiota intestinal
aumentaram de forma acentuada em camundongos alimentados com dieta rica em B-glucano,
além de uma alteragdo na composicao bacteriana, principalmente de Actinobacteria. Além
disso, o estudo mostrou que a farinha de cevada exerce efeitos metabdlicos benéficos por
meio da supressdo do apetite, além de ter efeito favoravel na sensibilidade a insulina. Esses
efeitos metabodlicos da B-glucano de cevada foram atribuidos a produgdo de AGCC pela
microbiota intestinal e seus efeitos na promog¢dao da secrecdo de hormoénios intestinais

(MIYAMOTO et al., 2018).
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Em outro estudo, Vetrani e colaboradores (2016) buscaram avaliar se uma dieta a base
de cereais integrais pode aumentar a concentracdo de AGCC e se existe alguma associagao
entre eles e alteragdes metabolicas apds a intervengdo nutricional. Para isso, 54 individuos
com sobrepeso/obesidade e sindrome metabolica foram aleatoriamente atribuidos a uma dieta
isoenergética baseada em produtos de cereais integrais ou produtos de cereais refinados,
mantendo a mesma ingestdo de energia e composi¢do de nutrientes, durante 12 semanas.
Como resultado, foi observada uma reducgdo significativa das respostas pds-prandiais de
insulina e triacilglicerol no final da interven¢do no grupo que recebeu a dieta de graos
integrais. Além disso, eles puderam observar um aumento da concentragdo plasmatica de
propionato no grupo que recebeu a dieta com graos integrais ¢ uma reducdo no grupo
controle. Esses resultados sugerem que o consumo habitual de alimentos que contenham
fibras aumenta a concentragao de AGCC e que esses metabolitos podem estar envolvidos na

redu¢do das concentragdes pds-prandiais de insulina e triacilglicerol.

2.4 POLIFENOIS E ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA

Nos ultimos tempos os polifenois t€ém despertado um interesse cada vez maior na
comunidade cientifica em virtude dos beneficios a saude propostos, dando destaque para o seu
potencial papel antioxidante e antiinflamatorio (OZDAL et al., 2016; FARHAT et al., 2017).

Os polifendis sdo metabolitos secundarios com estruturas quimicas diversas,
encontrados principalmente em plantas, incluindo frutas, vegetais e cereais, assim como em
cha, café e vinho (ARAVIND et al., 2021; FARHAT et al. 2017). Quimicamente, os polifenois
sdo constituidos por varios grupos hidroxila em anéis aromaticos, sendo classificados em
diferentes grupos de acordo com o numero de anéis fenodlicos que possuem e dos elementos
estruturais que ligam esses anéis entre si (MANACH et al., 2004). As classes principais
incluem é&cidos fendlicos, flavondides, estilbenos e lignanas (FIGUEIRA et al., 2017). O
maior grupo de compostos fendlicos, além de ser um dos mais estudados, sdo os flavonodides,
sendo subclassificados principalmente em flavonas, flavanonas, flavan-3-ols, flavonois,

antocianinas e isoflavonas (Figura 4) (FIGUEIRA et al., 2017; FRAGA et al., 2019).
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Figura 4 — Estrutura quimica dos flavonoides e algumas subclasses.
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Fonte: Adaptado de MECCARIELLO ¢ D’ANGELO, 2021.

O polifenol da dieta pode modular a composi¢do dos microrganismos presentes na
microbiota intestinal e, a0 mesmo tempo, a microbiota também possui a capacidade de
melhorar a biodisponibilidade desses fitoquimicos, convertendo-os em metabolitos
biodisponiveis (WANG et al., 2022). Liu et al. (2020) mostraram que extratos de ervas
enriquecidos com polifendis provaram ser estratégias terapéuticas alternativas em
camundongos com colite induzida por sulfato de dextrana. Os extratos de cha (Camellia
sinensis € Litsea coreana) aumentaram a abundancia de bactérias potencialmente benéficas,
como Faecalibaculum e Bifidobacterium, ¢ diminuiram a abundancia de Bacteroidetes (LIU
et al., 2020).

Em um outro estudo, Sun et al. (2018) investigaram o transporte epitelial de polifenois
de diferentes chéas (cha verde, cha oolong e ché preto) e seus efeitos na composicao da
microbiota intestinal e na producdao da AGCC. Como resultado, o estudo indicou que os
polifenois dos chés avaliados sdo capazes de aumentar de maneira significativa a proliferagao
de bactérias benéficas, como Bifidobacterium e Lactobacillus — Enterococcus spp., bem como
inibir Bacteroides - Prevotella e Clostridium histolyticum, além de promoverem um aumento
na producdo de AGCC. Os resultados apresentados sugerem que, juntos, os polifendis
contidos nos chés verde, oolong e preto sdo capazes de modular a microbiota intestinal e
alterar a producdo de AGCC, além de contribuir para melhoria da satide do hospedeiro (SUN

et al., 2018).
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Com o intuito de investigar o efeito modulador das antocianinas da batata doce roxa
(PSPAs) na microbiota intestinal humana, Zhang et al., (2016) coletaram amostras fecais de 8
voluntarios saudaveis que ndo apresentavam historico de disturbios gastrointestinais € nao
haviam passado por antibioticoterapia. As amostras de PSPAs, obtidas a partir da batata doce
roxa (PSP) e purificadas por meio de cromatografia em coluna, foram preparadas e inoculadas
com determinada quantidade de pasta fecal. Os efeitos das PSPAs e monomeros resultantes na
microbiota intestinal e na produ¢dao de AGCC foram avaliados em diferentes momentos
usando fermentacdo in vitro. Como resultado, o estudo mostrou que os numeros de
Bifidobacterium e Lactobacillus/Enterococcus aumentaram e houve uma inibi¢do do
crescimento de Bacteroides-Prevotella e Clostridium histolyticum, porém nao houve alteragao
no numero de bactérias totais. Além disso, as concentracoes totais de AGCC nas culturas com
PSPAs tiveram uma diferenga significativamente maior quando comparadas com o grupo
controle. Foi encontrado também que, durante a fermentacdo, as PSPAs sofreram hidrolise
parcial em acidos fenolicos, o que pode exercer efeito benéfico no ambiente da microbiota
intestinal, sugerindo que as antocianinas presentes na batata doce roxa podem ter atividade
prebidtica ao modular a comunidade microbiana do intestino e aumentar a concentracao de

AGCC, contribuindo, dessa forma, para beneficios a saude humana.

2.5 GUARANA (Paullinia cupana)

O Guarana, cientificamente chamado de Paullinia cupana e também conhecido como
guarand-da-amazoOnia, guaranaina, guaranauva, uarana ou narana, ¢ uma planta nativa da
regido amazodnica e sua origem esta profundamente atrelada com a cultura dos povos
indigenas que habitam essa regidao (SCHIMPL et al., 2013; TORRES et al., 2022). Como
caracteristicas, a planta apresenta aparéncia de arbusto semiereto, lenhoso e de habito
trepador, além de apresentar folhas grandes de coloracdo verde acentuada e frutos em formato
de cachos. Seu fruto redondo, preto e brilhante exibe a forma de uma capsula deiscente de
uma a trés valvulas, sendo uma semente cada. Ao ficar maduro, admite coloragao vermelha ou

amarela, com uma substancia branca envolvendo parte da semente, denominada arilo

(EMBRAPA, 2011) (Figura 5).
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Figura 5 — Guaranazeiro com frutos maduros.

Fonte: EMBRAPA, 2015.

A lenda de sua origem diz respeito a semelhanga peculiar entre a aparéncia do fruto e
0 olho humano, referindo-se a semeadura dos olhos de uma crianca indigena que teve sua
morte marcada de maneira tradgica e que, pouco depois, ocasionou o brotamento da planta do
guarand (TORRES et al., 2022).

O guarana foi descrito pela primeira vez em 1669 pelo missionario jesuita Jodo Felipe
Bettendorf apos observar que os indios Sataré-Mawé tinham grande apreco pela bebida, além
de notar que seu consumo estava atrelado a diminui¢do de febre, dores de cabega e cdlicas,
bem como por suas propriedades diuréticas (HENMAN, 1982; SMITH e ATROCH, 2010). A
domesticacdo da planta foi iniciada ainda por esses povos apds perceberem que as
propriedades advindas da bebida feita com guarand despertavam o interesse dos colonos
daquela regido que, por sua vez, passaram a explorar sua produ¢do comercial (SCHIMPL et
al., 2013).

Entretanto, apos a década de 1980, a comercializacdo da semente se expandiu e, apds
sua adaptacdo, passou a ser cultivado em varias outras regides do Brasil, levando
principalmente milhares de agricultores do sul da Bahia, na area cacaueira, a plantar o
guarand. Sua expansdo ocorreu de forma rapida nessa regido devido as condi¢des edaficas e
climaticas (boa distribui¢do de chuvas ao longo do ano, solos com alta fertilidade e baixa
incidéncia de pragas e doengas). Apesar disso, ¢ na floresta amazonica que o guarana pode ser
encontrado em estado silvestre (SCHIMPL et al., 2013).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), em 2021 a

produtividade média nacional situou-se em 271 kg/hectare, sendo o Brasil o tnico produtor
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comercial de guarand do mundo. O principal estado produtor ¢ a Bahia, seguido pelo
Amazonas ¢ Mato Grosso, sendo esses os trés principais produtores de guarand no pais
(CONAB, 2022; SEBRAE, 2016). Estima-se que de todo o guarana produzido, 70% da
producdo seja utilizada pelos fabricantes de refrigerantes, enquanto o restante ¢
comercializado na forma de xarope, bastio, po e extrato. E ainda utilizado no processo de
fabricacdo de bebidas energéticas, sorvetes, fArmacos, cosméticos, confeccdo de artesanatos,
entre outros (SEBRAE, 2016).

As sementes secas sdo a parte da planta mais utilizada comercialmente devido ao seu
conteudo abundante de cafeina (2,5 - 6%), responsavel pela atividade da planta como
estimulante do sistema nervoso central. O guarana também apresenta em suas sementes outras
metilxantinas e polifenois (SCHIMPL et al., 2013; KLEIN et al., 2012). Os principais
polifenodis encontrados na semente sdo flavan-3-ols, principalmente catequina, epicatequina,
procianidina B1, procianidina B2 (Figura 6), entre outras com perfil flavan-3-ol semelhante

ao do cacau (MENDES et al., 2019).

Figura 6 — Estruturas quimicas dos principais tipos de flavan-3-ols presentes na semente do

guarand (Paullinia cupana).
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A andlise centesimal do guarana, realizada por Oliveira (2021), mostra que em 100g
de guarana em p6 de uso comercial contém 7,66 g + 0,02 de umidade, 12,67 g + 0,41 de
proteinas, 2,83 g+ 0,03 de lipideos, 31,25 g de carboidratos, 2,48 g = 0,05 de cinzas ¢ 43,10 g
de fibras totais, sendo 4,07 g + 0,78 de fibras soluveis e 39,03 g + 1,41 de fibras insoluveis.
De acordo com a Instrugdo Normativa n° 75 de 8 de outubro de 2020, para que um alimento
solido seja considerado como fonte ou com alto teor de fibras, ele deverd apresentar em sua
composi¢cdo, no minimo, 10% e 20% dos valores diarios de referéncia (VDR),
respectivamente. Dessa forma, o guarand em p6 analisado pode ser classificado como alto teor
em fibras alimentares.

Ainda em sua composi¢do, por meio de uma andlise de quantificagdo de polifenois
totais presente no guarana em po realizada pelo nosso grupo de pesquisa, observou-se o
resultado de 4459.41 + 416,99 mg equivalente de acido galico (EAG) em 100 g de guarana
em p6 (Dados ndo publicados). Para a classificagdo da quantidade de polifendis totais nos
alimentos, utilizou-se a classifica¢do descrita por Vasco et al., (2008) e Rufino et al., (2010),
na qual as frutas podem ser classificadas em baixo (<100 mg EAG / 100 g), médio (100-500
mg EAG /100 g) e alto (> 500 mg EAG / 100 g) para amostras baseadas em matéria fresca. Ja
para amostras baseadas em matéria seca, tem-se baixo (<1000 mg EAG / 100 g), médio
(1000-5000 mg EAG / 100 g) e alto (>5000 mg EAG / 100 g). Visto isso, a quantidade
encontrada na analise se enquadra na classificacao de médio conteudo de polifendis totais.

Ainda ha pouca informagdo na literatura cientifica acerca do consumo de guarana,
especialmente sobre os efeitos dos seus componentes bioativos e suas potenciais aplicacdes
nas industrias alimenticia e farmacéutica (SCHIMPL et al., 2013). Esforgos futuros devem ser
focados em projetar e conduzir ensaios clinicos para confirmacao e elucidaciao dos potenciais
efeitos a saude relatados em modelos de células e animais. Além disso, elucidar os
mecanismos € outro aspecto que deve ser considerado, visto que compreender 0os mecanismos
subjacentes em que o guarand e seus componentes exercem efeitos de significancia bioldgica

¢ importante para melhor definicdo e maximizar sua aplicabilidade (TORRES et al., 2022).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do consumo didrio de guarand em pod, por 7 dias consecutivos, sobre a

concentragdo de acidos graxos de cadeia curta no conteudo coldnico de ratos Wistar jovens.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar o efeito da suplementacdo diaria com guarand em pd sobre parametros

murinométricos dos animais;

v Identificar o efeito da suplementagdo diaria com guarana em pé sobre as concentragdes dos

AGCC (acetato, butirato e propionato) produzidos no contetido colonico dos animais.
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4 METODOLOGIA

4.1 AQUISICAO DO GUARANA EM PO

O guarand em p¢ utilizado para a realizacdo deste trabalho foi adquirido da Associacao
de Agricultores Familiares da Comunidade Ribeirinha e Tradicional de Jatuarana
(AAFCRT)), localizada na regido de Manaus no estado do Amazonas, pertencente & Embrapa
Amazodnia Ocidental.

Em atendimento a Lei n°® 13.123/2015, o guarana em pd utilizado foi cadastrado no
Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado (SISGEN), com cadastro de n® AB4ACC4 (Anexo 1).

4.2 ANIMAIS E CONDICOES EXPERIMENTAIS

Todos os procedimentos experimentais passaram por aprovacio da Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), com protocolo
de niimero 3488300122 (Anexo 2).

Para realizacdo do trabalho foram utilizados 16 ratos albinos machos, da espécie
Rattus norvegicus e linhagem Wistar, com peso corporal de aproximadamente 180 a 200 g,
provenientes do Centro de Ciéncia Animal (CCA) da UFOP. Os animais foram divididos em
dois grupos experimentais, contendo 8 animais em cada grupo, sendo estes: grupo controle
(C) e grupo guarana (G).

No decorrer de todo o experimento, os animais dos dois grupos experimentais
receberam racao para roedores Nuvilab® (Quimtia, Colombo, Brasil) e agua ad libitum.
Durante 7 dias os animais do grupo C receberam agua filtrada por meio de gavagem
orogéastrica, enquanto os animais do grupo G receberam uma dose de 300 mg de guarand em
p6 por kg de massa corporal (KOBER et al., 2016), também administrados por meio de
gavagem orogastrica. O guarana administrado foi preparado diariamente de acordo com a
massa corporal dos animais de cada grupo, diluido em &4gua filtrada e homogeneizado
utilizando um agitador magnético (Mod. 257; FANEM®, Sao Paulo, Brasil). O volume final
recebido pelos animais via gavagem orogastrica foi de 1 mL.

Com o intuito de garantir melhor absor¢ao, os animais foram colocados de jejum 1
hora antes e 1 hora apos a administragdo da gavagem orogéstrica (VIANA, 2019). Os animais

foram mantidos em temperatura de 2442 °C e ciclo claro/escuro de 12 horas. A afericdo da
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massa corporal dos animais foi realizada diariamente. No oitavo dia do experimento foi
mensurado o comprimento naso-anal (CNA).

No nono dia do experimento foi realizada a eutanasia dos animais. Primeiramente, os
animais foram anestesiados com isoflurano (BioChimico®, Rio de Janeiro, Brasil) e, em
seguida, foi realizada a decapitacdo com utilizacdo de guilhotina (Mod: EB 271; Insight, Sao
Paulo, Brasil). O contetido colonico foi coletado por meio da dissecagdo do ceco a partir da
valvula ileocecal e posterior compressao do contetido para o interior de microtubos de 1,5
mL. Apds o contetido ser coletado, os microtubos foram armazenados a -80 °C para posterior

realizacdo das analises. O delineamento experimental estd detalhado na figura abaixo (Figura

7).

Figura 7 — Delineamento experimental.
Protocolo CEUA/UFOP
IN® 3488300122

Rattus norvegicus,
linhagem Wistar machos
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experimentais
Controle (C) Grupo C - dgua filtrada Andlise da concentracdo de
Grupo G - 300 mg/kg de massa AGCC

Guarana (G)
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Fonte: Elaboragao propria, 2023.

4.3 PARAMETROS MURINOMETRICOS

4.3.1 Ganho de massa corporal

A afericdo da massa corporal dos animais foi realizada diariamente, desde o dia 0 do
experimento até o dia da eutandsia. O calculo de ganho de massa corporal foi calculado por
meio da subtragdo entre o peso final, aferido no dia da eutanasia, € o peso inicial, aferido no

dia 0 do experimento.
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4.3.2 Comprimento naso-anal (CNA)

A mensuragdo do comprimento naso-anal foi realizada no oitavo dia do experimento.
Esse pardmetro foi utilizado para efetuar o calculo do Indice de Lee, calculado a partir da
relagdo entre a raiz cubica do peso corporal € 0 CNA (¥Peso (g) / CNA (cm)) (NERY, et al.,
2011).

4.4 ANALISE DA CONCENTRACAO DE ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA

Para a extragdo e determinagdo das concentragdes de AGCC no conteudo coldnico foi
utilizada a técnica descrita por Torii et al. (2011), com algumas modificacdes. Amostras de
100 mg do contetdo colonico foram misturadas a 500 pL de éacido sulfarico (H,SOy,)
(AlphaTec) na concentragdo de 0,6 M em microtubos de 1,5 mL e homogeneizadas em vortex
durante 4 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos em
velocidade de 5.000 g e temperatura de 4°C. O sobrenadante foi transferido para um
microtubo de 2,0 mL e, posteriormente, foi filtrado em um filtro com membrana de 0,22 um e
didmetro de 25mm. Apods a filtragdo, o material correspondente de cada amostra foi
transferido para insert (200 pL) individuais.

Foi utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés High
Performance Liquid Chromatography — HPLC, em detector DAD (Shimadzu®, Quioto, JP) e
coluna Aminex HPX-87H, 300 x 7.8 mm (BioRad®, California, EUA). Aliquotas de 20 pL
do material filtrado foram analisadas em comprimento de onda de 210 nm por 70 minutos,
sob um fluxo de 0,6 mL/minuto de H,SO, 5 mM e forno a 55 °C. Para o preparo da fase
movel utilizou-se H,SO, 5 mM (LiChropur), grau HPLC. Para preparo das curvas de
calibracdo foram utilizados padrdes (Sigma-Aldrich, San Louis, EUA) nas seguintes
concentragdes: acido acético (5,20 a 333,04 umol/g de fezes), acido propionico (2,10 a 134,98
umol/g de fezes) e acido butirico (1,77 a 113,5 umol/g de fezes). A figura 8 ilustra o processo

de andlise de 4cidos graxos de cadeia curta.



Figura 8 — Fluxograma da andlise de

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Fonte: Elaboragao propria, 2023.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas dos resultados encontrados foram realizadas por meio do

software GraphPad Prism® versao 9.0 para Windows (GraphPad Software Inc., San Diego,

CA). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk com o intuito de

avaliar a normalidade da distribuicdo. Em seguida, os dados paramétricos passaram pelo teste

t de Student ndo-pareado, para verificar a diferenca entre grupos experimentais. Diferencas

estatisticas foram consideradas significativas para p<0,05, e todos os dados paramétricos

foram expressos como média =+ desvio padrao.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DA SUPLEMENTACAO DIARIA COM GUARANA EM PO SOBRE OS
PARAMETROS MURINOMETRICOS DOS ANIMAIS

A figura 9 abaixo mostra os efeitos do consumo do guarand em p6 durante 7 dias sobre
os pardmetros de ganho de massa corporal e Indice de Lee. Os animais de ambos os grupos
experimentais, C e G, iniciaram o experimento com a mesma massa corporal (p=0,8733;
Figura 9A). Com relacdo ao ganho de massa corporal (Figura 9B) e indice de Lee (Figura
9C), ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre o0s grupos

experimentais (p=0,73; p=0,4785, respectivamente).

Figura 9 — Efeito da suplementacdo diaria com guarand em pd durante 7 dias consecutivos
sobre os parametros murinométricos (peso inicial, ganho de massa corporal e indice de Lee)

de ratos jovens.
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A) Peso inicial em gramas; B) Ganho de massa corporal em gramas; C) Indice de Lee em gramas por cm®. O
ganho de massa corporal foi obtido por meio da subtracdo da massa corporal do dia 9 pela massa corporal do dia
0 do periodo experimental. O indice de Lee foi calculado por meio da relagdo entre a raiz cubica do peso
corporal do dia 9 e o comprimento naso-anal (3VPeso (g) / CNA (cm). C, grupo controle, dieta padrdo Nuvilab; e
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G, grupo guarand, dieta padrdo Nuvilab + 300 mg de guarana em p6 / Kg de massa corporal administrado via
gavagem orogastrica 1 vez por dia/7 dias consecutivos. Para analise estatistica foram utilizados 8 animais por
grupo. Foi utilizado o teste ¢ de Student, ndo pareado. Valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo, sendo os valores encontrados: peso inicial: p=0,8733; ganho de massa corporal: p=0,73; indice de
Lee: p=0,4785). Os resultados estdo representados como média + desvio padrao.

Fonte: Elaboragao propria, 2023.

5.2 EFEITO DA SUPLEMENTACAO DIARIA COM GUARANA EM PO SOBRE A
CONCENTRACAO DE ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA NO CONTEUDO
COLONICO DOS ANIMAIS

Foram determinadas no contetido colonico dos animais dos diferentes grupos
experimentais as concentragdoes dos AGCC, acido acético, acido propionico e acido butirico e
a concentragdo total de AGCC, representada pelo somatério da concentragdo dos trés acidos
analisados (AGCC Total). Os resultados encontrados estdo demonstrados na figura 10 abaixo.

A concentragdo de acido acético nos animais do grupo G apresentou diferenca
estatisticamente significativa quando comparado aos animais do grupo C, apresentando um
aumento de 1,2 vezes (p=0,0234; Figura 10B).

Com relacdo a concentragdo dos do acido butirico (p=0,3465; Figura 10C) e do acido
propidnico (p=0,7647; Figura 10D) nao foram observadas diferencas estatisticas significativas
entre os dois grupos experimentais. Acerca da concentragdo total de AGCC no conteudo
colonico dos animais foi encontrado um aumento de 1,2 vezes nos animais do grupo G

quando comparado aos animais do grupo C (p=0,0237; Figura 10A).

Figura 10 — Efeito da suplementacdo didria com guarand em p6 durante 7 dias consecutivos

sobre a concentragdo de acidos graxos de cadeia curta no contetdo coldnico de ratos jovens.
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A) Acido Graxo de Cadeia Curta Total; B) Acido acético em pumol / g de fezes; C) Acido butirico em pmol / g de
fezes; D) Acido Propiénico em pmol / g de fezes. A concentragio de AGCC total foi mensurada a partir do
somatorio das concentragdes de acido acético, acido propidnico e acido butirico. C, grupo controle, dieta padrao
Nuvilab; e G, grupo guarand, dieta padrdo Nuvilab + 300 mg de guarana em p6 / Kg de massa corporal via
gavagem orogastrica 1 vez por dia/7 dias consecutivos. Para a analise estatistica foram utilizados 8 animais por
grupo. Foi utilizado o teste ¢ de Student. ndo-pareado. Valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo, sendo os valores encontrados: acido acético p=0,0234; acido butirico p=0,3465; acido propionico
p=0,7647; AGCC total p=0,0237. Os resultados estdo representados como média + desvio padrio.

Fonte: Elaboragao propria, 2023.

Na figura 11 esta representado o percentual das concentragdes de acido acético, acido
butirico e acido propidnico dos grupos experimentais. A distribui¢do do grupo C foi de 71,7%
de acido acético, 20,2% de é4cido butirico e 8,1% de acido propidnico, enquanto que no grupo

guarand 72,6% foi de acido acético, 20,1% de acido butirico e 7,3% de 4cido propidnico.
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Figura 11 — Distribuicao percentual da produgdo de acidos graxos de cadeia curta no contetido

coldnico de ratos jovens.
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A) Representagdo da distribui¢do percentual das concentragdes dos AGCC do grupo C; B) Representacao da
distribui¢do percentual das concentragdoes dos AGCC do grupo G. C, grupo controle, dieta padrdo Nuvilab; G,
grupo guarana, dieta Nuvilab + 300 mg de guarand em p6 / Kg de massa corporal por gavagem orogastrica 1 vez
por dia/7 dias.

Fonte: Elaboragao propria, 2023.

A figura 12 abaixo mostra o cromatograma representativo de uma das amostras de

AGCC analisadas.
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Figura 12 — Cromatograma representativo.
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Cromatograma representativo de uma das amostras de AGCC analisadas. Tempos de retengdo dos AGCC: Acido
Acético 14,4 minutos; Acido Propionico 16,9 minutos; Acido Butirico 20,5 minutos.
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6 DISCUSSAO

Para realizagdo do presente estudo foi utilizado um modelo experimental com ratos
jovens e aparentemente saudaveis, que receberam diariamente a suplementacdo dietética de
300 mg por quilo de massa corporal de um fruto rico em compostos bioativos. O propdsito
dessa suplementacdo foi verificar se o aumento no consumo de alimentos de origem vegetal
rico em compostos bioativos poderia alterar o metabolismo da microbiota intestinal, visto a
relacdo que esta proporciona na saide do hospedeiro.

O fruto escolhido foi o guarand, em razdo da sua composi¢do em termos de
compostos bioativos, na qual a literatura mostra ser um fruto rico em polifendis e fibra
alimentar (YONEKURA et al., 2016; OLIVEIRA, 2021). Adicionalmente, o guarand vem
apresentando uma crescente notoriedade pela populagdo mundial como ingrediente de varios
shots matinais. O guarana em po utilizado apresenta, em 100 g, uma quantidade de polifenois
totais de 4459,41 + 416,99 mg de EAG e 15,9 g de fibras totais (Dados ndo publicados). A
partir desses valores foi possivel inferir que a dose utilizada para os animais corresponde,
aproximadamente, a 3,5 g de guarana em pd (cerca de 1 colher de cha) para uma pessoa
saudavel de 70 quilos (REAGAN-SHAW et al., 2007), que equivale a adi¢ao diaria de 156
mg de polifendis e 0,55 g de fibras. Cabe ressaltar que a dose utilizada ndo promoveu
alteracdo nos parametros de ganho de peso e de composi¢ao corporal dos animais, resultado
que vai de acordo com o demonstrado na literatura (CARNEIRO et al., 2021), demonstrando
que a suplementacdo com o guarana em po ndo causou alteragdes no apetite dos animais que o
fizessem diminuir ou aumentar o consumo alimentar.

A suplementacdo diaria de guarand em p6 ofertada por 7 dias consecutivos na dose
utilizada promoveu um aumento da concentragdo de AGCC total e do acido acético no
conteudo colonico dos animais. Possivelmente, o sinergismo das fibras alimentares e dos
polifendis presentes no guarana foi responsavel pelos resultados encontrados, uma vez que,
apesar de o intestino delgado ser altamente especializado na digestdo e metabolizagdo de
alguns componentes dietéticos, alguns atingem o c6lon, como ¢ o caso das fibras alimentares
que ndo possuem enzimas para digeri-las e os polifendis que apresentam pesos moleculares
mais elevados e alta complexidade quimica. Ao atingirem o c6lon, estes compostos interagem
com 0s microrganismos anaerobios, contribuindo para a metabolizacdo em diferentes
moléculas, como os AGCC (VOS et al., 2022; CATALKAYA et al., 2020).

Devido a escassez de estudos relacionando o consumo do guarana em p6 e AGCC,

para sustentar os resultados obtidos foi realizada uma busca na literatura de trabalhos que
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mostram o efeito da ingestdo de outros frutos ricos em fibras e polifendis na concentracdo
desses metabolitos. O cacau, que possui um teor de polifendis semelhante ao do guarana em
po, foi utilizado em um estudo para investigar se a sua suplementacdo tem o potencial de
modular a disbiose intestinal induzida pelo Diabetes Mellitus tipo 2 em um modelo in vivo,
utilizando ratos Zucker. Os animais foram divididos em dois grupos, em que um deles recebeu
dieta padrao e o outro dieta suplementada com cacau (10%). Foi avaliado o efeito na
homeostase da glicose, nos biomarcadores da satde intestinal, bem como alteracdes na
composi¢do da microbiota ¢ na concentragdo de AGCC. Como resultado, o estudo
demonstrou que a dieta suplementada com cacau melhorou a integridade intestinal e a
inflamacdo nos animais, além de modificar positivamente a microbiota e aumentar os niveis
totais de AGCC, principalmente o acetato. Esses efeitos foram associados ndo somente ao
perfil de polifendis, mas também ao teor de fibras presentes no cacau
(ALVAREZ-CILLEROS et al., 2020).

Ainda, em outro estudo com animais, os efeitos da fibra da folha de cha verde em p9,
que também possui um perfil fitoquimico semelhante ao do guarand, foram determinados na
prevencdo da hiperlipidemia e seu potencial mecanismo de reducao de lipideos. Os
camundongos foram divididos em cinco grupos, sendo eles: Controle Negativo alimentado
com dieta padrdo, grupo Controle Modelo alimentado com dieta rica em gordura e outros trés
grupos que, além de receberem a dieta rica em gordura, foram divididos de acordo com a
oferta do teor de fibras no p6 de folhas do ché verde, referidos como baixo, médio e alto teor
durante 12 semanas. Como resultado, o pd de folhas do cha verde reduziu o peso corporal € o
colesterol total dos animais alimentados com alto teor de fibras de forma dose-dependente,
além de ter aumentado a secre¢ao do hormonio da saciedade e reduzir a inflamacao sistémica.
Além disso, os grupos que receberam o p6 de folhas do cha verde apresentaram maior
diversidade de microrganismos na microbiota intestinal quando comparados aos grupos
Controle Negativo e Controle Modelo. Também, a quantidade elevada de fibras aumentou de
forma significativa as concentragdes de AGCC, acetato e butirato, nas fezes dos animais
quando comparado ao grupo que recebeu apenas a dieta rica em gordura. Diante dos
resultados encontrados, os autores sugerem que o p6 de folhas do ché verde tem o potencial
de melhorar significativamente a dislipidemia induzida por dieta rica em gordura de maneira
dose-dependente, por meio da modulagdo sinérgica da microbiota intestinal e seu
metabolismo (WANG et al., 2020).

Cabe ressaltar que foram encontrados na literatura estudos que também utilizaram

delineamento experimental com animais saudaveis. Silva et al. (2014) realizaram um estudo
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com o objetivo de investigar o efeito da farinha da casca do maracuja (Passiflora edulis) na
microbiota intestinal, na producdo de AGCC e no potencial antioxidante no célon de ratos
Wistar machos. Para isso, os animais foram divididos em dois grupos: Peel e Controle, ambos
alimentados com dieta padrdo, entretanto o grupo Peel teve 50% do conteudo de celulose da
dieta substituido por fibra da farinha da casca de maracuja. Apo6s 15 dias, como resultado do
experimento, ndo foram observadas alteracdes na composi¢ao dos microrganismos presentes
na microbiota intestinal € nas enzimas antioxidantes, entretanto o grupo Peel apresentou
maior concentragdo de butirato e acetato no contetido coldnico em relagdo ao grupo controle.

Um outro estudo foi realizado para investigar se as fibras e os polifenois presentes na
polpa de agai s3o capazes de proporcionar beneficios a microbiota intestinal. Para isso, foram
coletadas amostras fecais de 3 individuos saudadveis, que nao apresentavam alteracdes
gastrointestinais ¢ ndo fizeram uso de antibidticos nos ultimos 6 meses. Foi utilizada uma
digestdo gastrointestinal simulada in vitro da polpa de agai e um subsequente modelo de
fermentagdo anaerobica, refletindo a regido distal do intestino grosso humano. Como
resultado, foi observada uma modificacdo no perfil das bactérias e um aumento das
concentracdes de AGCC totais, acetato, butirato e propionato. Esses resultados sugerem que,
apesar de os polifendis do agai serem degradados no processo de digestdo, uma porcentagem
significativa desses compostos podem atingir o colon. Além disso, no ambiente simulado do
colon esses fendlicos foram ainda mais degradados e, de forma associada com a fibra
alimentar presente na polpa de acai, podem influenciar a composi¢ao da microbiota intestinal
e a sintese de AGCC (ALQURASHI et al., 2017).

O beneficio dos AGCC, principalmente acetato, butirato e propionato, na saude estd
sendo amplamente investigado visto que demonstraram diversos impactos bioldgicos no
hospedeiro, como efeitos anti-inflamatorios, imunorreguladores, antiobesidade,
anticancerigenos, entre outros (XIONG ef al., 2022). Em um estudo in vitro, Wen et al. (2021)
descobriram que o propionato e butirato tém efeitos anti-inflamatorios em infec¢do por
Mycoplasma pneumoniae, inibindo a expressdo dos mediadores inflamatorios IL-4, IL-6 e
espécies reativas de oxigénio (ROS), aumentando concomitantemente a expressao dos
mediadores anti-inflamatorios IL-10 e IFN-y. Esse estudo sugere que, por apresentarem
poucos efeitos colaterais, o0s AGCC podem ser usados como terapia adjuvante promissora na
prevencao e/ou tratamento de doencas inflamatorias.

O 4cido acético, particularmente, ¢ 0 AGCC em maior concentragao no célon, sendo
responsavel por mais da metade do total desses metabdlitos nas fezes

(MARKOWIAK-KOPEC e SLIZEWSKA, 2020). Um estudo realizado por Ge et al. (2008)


https://sciprofiles.com/profile/1019215
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utilizando camundongos knockout para GPR43, receptor dos AGCC acetato e propionato,
demonstrou que a ativacdo desse receptor em adipocitos levou a inibi¢do da lipdlise e resultou
na diminui¢ao dos niveis plasmaticos de acidos graxos livres in vivo. Além disso, foi
mostrado que esses efeitos encontrados sao mediados pelo acetato na ativacao direta do
GPR43. Este estudo sugere que o0 GPR43 tem um potencial na regulagdo dos perfis lipidicos
e, possivelmente, nos aspectos da sindrome metabolica. Outros estudos também mostram o
papel do acetato no tecido adiposo e no controle do apetite por meio do receptor GPR43
(CHAMBERS et al., 2015; HU et al., 2018; FROST et al., 2014; ZAIBI et al., 2010; LU et
al., 2016). Esses estudos sugerem que os AGCC, principalmente o 4cido acético, podem
auxiliar no tratamento e prevencdo da obesidade, bem como dislipidemias. Foi demonstrado
também que os receptores do acetato sdo expressos a nivel de mRNA em diversos tecidos
sensiveis a insulina, como o musculo esquelético, figado e células beta pancredticas,
ilustrando seu amplo papel metabdlico (HERNANDEZ et al., 2019).

Considerando os estudos acima relatando o potencial do acido acético nos processos
de obesidade e dislipidemias, o nosso estudo realizado com o guarand em poé torna-se de
grande importancia clinica, tendo em vista os resultados que foram obtidos e que, de acordo
com a Organiza¢do Mundial da Saude, a obesidade ¢ um dos problemas de saude mais graves
que os paises terdo para enfrentar. No ano de 2025, ha uma estimativa de que 2,3 bilhdes de
adultos ao redor do mundo estardo acima do peso, sendo 700 milhdes com o quadro de
obesidade. Dados do Vigitel de 2019 mostram que, no Brasil, 55,4% da populacdo estdo com
excesso de peso, enquanto que 19,8% encontram-se com obesidade, sendo necessarias
medidas para prevenir e tratar essa doenca cronica (ABESO, 2019). Visto isso, espera-se que,
com mais estudos, o guarand em po, um alimento amplamente produzido no Brasil, possa ser
utilizado para auxiliar na prevencao e tratamento dessas doengas metabodlicas.

Entretanto, apesar dos resultados encontrados no presente estudo serem positivos em
relacdo ao efeito da suplementacdo do guarana em po6 (Paullinia cupana) sobre a
concentracdo do acido acético e AGCC total, uma limitagdo que pode ter influenciado poucas
alteragdes nos acidos butirico e propidnico ¢ o tempo de experimento, visto que foi utilizado
um periodo de 7 dias. Por meio de uma busca na literatura (FABIANO et al., 2023; SUN et
al., 2021; L1 et al., 2021), além de alguns estudos ja aqui citados, foi observado que trabalhos
que relacionam o consumo de fibras e polifenois a uma maior concentragao de AGCC tiveram
um periodo de estudo maior que o utilizado neste trabalho, variando entre duas semanas a

mescs.



41

Além do tempo como fator limitante, ¢ importante destacar que o nosso estudo avaliou
o metabolismo da microbiota intestinal apenas por meio da concentracdo de AGCC, e ndo o
microbioma, sendo este algo muito mais amplo que engloba ndo s6 as espécies de
microrganismos presentes no TGI, mas também seus genes, metabdlitos e suas condi¢des
ambientais. Todavia, o presente estudo ¢ de grande relevancia, uma vez que existem poucos
trabalhos na literatura relacionando o efeito do consumo do guarana em p6 sobre a microbiota
intestinal e seus metabolitos, além de evidenciar que este alimento tem o potencial de
modificar positivamente a concentragdo de AGCC. Ademais, os resultados encontrados neste
estudo abrem caminho para a realizagdo de novas pesquisas que utilizem o guaranid em po
para avaliar seu efeito na microbiota intestinal, bem como sua influéncia no microbioma, seja

em modelo animal homeostatico ou com alguma alteracgao fisiologica e metabdlica.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram que a suplementacdo diaria
com guarand em po (Paullinia cupana) pelo periodo de 7 dias consecutivos foi capaz de
modificar a concentragdo de acidos graxos de cadeia curta no conteudo colénico de ratos
jovens, levando a um aumento do acido acético e do AGCC total (Figura 13). Os efeitos
encontrados podem ser associados aos compostos bioativos presentes no guarana em po,

sendo eles as fibras alimentares e os polifendis.

Figura 13 — Resumo grafico dos resultados encontrados.
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Fonte: Elaboragéo propria, 2023.
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