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RESUMO

Na atualidade, as pessoas buscam, ser mais conscientes sobre o cuidado com a propria
salde, procurando alternativas acessiveis para o bem-estar. Tendo em vista que a
kombucha pode nos oferecer propriedades benéficas para a saude e tem uma
preparacdo simples e rapida, ela se torna uma alternativa desejada para cumprir esse
proposito. Nao obstante, ainda ndo se tem muitos estudos que comprovem as
propriedades e os possiveis efeitos tdxicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
possiveis efeitos toxicos de kombuchas fermentadas em diferentes tempos (7, 14 e 30
dias) preparadas com cha verde e preto (5g/L) no organismo modelo Caenorhabditis
elegans. Para a realizacdo deste trabalho se utilizou C. elegans N2 (cepa selvagem)
sincronizados no estdgio larval L1, o tratamento foi realizado em placas de petri
adicionando 1mL de Kombucha e chas. A exposicdo foi durante todo o
desenvolvimento larval, se realizou ensaios de sobrevivéncia, desenvolvimento larval,
parametros comportamentais (bombeamento faringeo e locomocdo) e o
desenvolvimento reprodutivo. Os resultados foram analisados por ANOVA de uma
via, com post-test Tukey, considerando como diferenca significativa p<0.05. Apds 0s
tratamentos, ndo foi observada nenhuma variacdo significativa para 0s ensaios de
sobrevivéncia e parametros comportamentais. Porém, no ensaio de desenvolvimento
larval houve um atraso no desenvolvimento apds tratamento com ché verde, e no
ensaio de desenvolvimento reprodutivo se observou uma quantidade maior de ovos no
Gtero, apos tratamento com kombuchas de 7 e 14 dias de fermentacdo. Além de uma
diminuicdo de nimero de ovos no Utero de ovos apos tratamento com a kombucha de

cha verde com 30 dias de fermentacéo.

Palavra-chave: Tempo de fermentacdo; Kombucha ; C. elegans ; Toxicidade da

kombucha
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RESUMEN

Hoy en dia, las personas buscan ser mas conscientes sobre el cuidado de su propia
salud, buscando alternativas asequibles para su bienestar. Teniendo en cuenta que la
kombucha puede ofrecernos propiedades beneficiosas para la salud y tiene una
preparacion sencilla y rapida, se convierte en una alternativa deseada para cumplir con
este propoésito. Sin embargo, todavia no hay muchos estudios que prueben las
propiedades y posibles efectos toxicos. El objetivo de este trabajo fue evaluar los
posibles efectos toxicos de las kombuchas fermentadas en diferentes tiempos (7, 14 y
30 dias) preparadas con té verde y negro (5g/L) sobre el organismo modelo
Caenorhabditis elegans. Para la realizacion de este trabajo se utilizo C. elegans N2
(cepa silvestre) sincronizada en el estado larvario L1, el tratamiento se realizé en
placas petri adicionando 1mL de Kombucha y tés. La exposicion fue durante todo el
desarrollo larvario y se realizaron pruebas de supervivencia, desarrollo larvario,
parametros de comportamiento (bombeo faringeo y locomocion) y desarrollo
reproductivo. Los resultados fueron analizados por ANOVA de una via, con post-test
de Tukey, considerando p<0,05 como diferencia significativa. Después de los
tratamientos, no se observaron variaciones significativas en las pruebas de
supervivencia y los parametros de comportamiento. Sin embargo, en la prueba de
desarrollo larvario hubo un retraso en el desarrollo después del tratamiento con té
verde, y en la prueba de desarrollo reproductivo se observaron una mayor cantidad de
huevos en el Utero después del tratamiento con kombuchas de 7 y 14 dias de
fermentacion. Ademas de una disminucion del nimero de huevos en el Utero después

del tratamiento con kombucha de té verde con 30 dias de fermentacion.

Palabras- Clave: Tiempo de fermentacion; Kombucha ; C. elegans ; Toxicidad de la

kombucha.
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1. INTRODUCAO

A kombucha é um cha adogado e fermentado com origem na Asia, muito
consumida pelos seus beneficios terapéuticos. Ja em 220 a.C. foi usada no
nordeste da  China  pelas  suas propriedades  energizantes e
desintoxicantes(JAYABALAN; MALBASA; SATHISHKUMAR, 2016; SILVA et
al., 2021). Atualmente, a legislacdo do Brasil, predispbe que os ingredientes
obrigatdrios da kombucha, que sdo: Infusdo de um chéa adogado, 10% (v/v) do
liquido de kombucha previamente fermentada e uma cultura simbiotica de bactérias
e leveduras que é denominado SCOBY (Simbiotic Culture of Bacteria and Yeast)
(Brasil, 2019). Existem diversos chas que podem ser usados para sua preparacao,
porém 0s mais comuns sdo o cha preto e verde, que sdo derivados da planta
Camellia sinensis (COELHO et al., 2020; JAYABALAN et al., 2014).

E dificil definir a composicdo da kombucha e a concentragdo de cada
metabolito, j& que eles porque podem sofrem modificacdes (JAYABALAN et al.,
2014). Porém, os beneficios apresentados pela composicdo da kombucha sao
diversos, dos quais destacam atividades antioxidantes (ALEJANDRA
VILLARREAL-SOTO et al., 2018), potencial anti-inflamatério, potencial
inibitorio do crescimento do cancer(CHAKRAVORTY et al., 2019; MARTINEZ-
LEAL; PONCE-GARCIA; ESCALANTE-ABURTO, 2020), potencial para reduzir
a pressao arterial, também pode melhorar o sistema imunolégico, a funcdo do
figado e melhorar o trato intestinal (MARTINEZ LEAL et al., 2018a), atividade
antimicrobiana, (AHMED; DIRAR, 2005; EMILJANOWICZ; MALINOWSKA-
PANCZYK, 2020) e efeitos hipoglicemiante (ALOULOU et al., 2012;
CHAKRAVORTY et al., 2019; ZUBAIDAH et al., 2019). Em contrapartida,
também se relataram efeitos toxicos apos o consumo desta bebida (JAYABALAN
et al., 2014; KOLE et al., 2009; MOJTABA MOUSAVI et al., 2020a;
SABOURAUD et al., 2009). Contudo, ainda ndo existem estudos clinicos que
consigam provar os beneficios da kombucha para a salde humana e ainda se

requerem estudos toxicologicos desta bebida.

Versdo Final Honol ogada

06/ 02/ 2023

08:12



12

O modelo animal escolhido foi Caenorhabditis elegans, esse animal foi
escolhido pelo facil manuseio e cultivo no laboratorio, reproducéo rapida, geracéo
de uma grande descendéncia, tamanho pequeno, ciclo de vida curto (2 a 3
semanas), sequéncia completa do genoma e 60-80% dos genes homdlogos com 0s
humanos. Ademais, estudos mostram que o modelo de C. elegans pode ser usado
para estudos sobre toxicidade por permitir uma avaliagdo simultaneamente de
multiplas concentracdes e tempos de exposicdo, possui caracteristicas alimentarias
conservadas que o fazem um bom modelo de toxicidade, permite uma réapida
avaliacdo da morfologia e expressdo dos genes a nivel tecidual, celular e subcelular
iISsO porque os tecidos sdo transparentes e se tem planos corporais e neuronais
mapeados (HUNT, 2017). Por isso, neste trabalho avaliamos os possiveis efeitos

toxicos da kombucha, usando o nematddeo Caenorhabditis elegans.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. KOMBUCHA

A kombucha é uma bebida refrescante que é obtida pela fermentagdo, originaria
da Asia, mas sua popularidade foi devido aos efeitos terap@uticos no
Ocidente.(ASHRAFI; JOKAR; MOHAMMADI NAFCHI, 2018; COELHO et al.,
2020) No entanto, no ano 1995, a popularidade da kombucha aumentou devido a
estudos suicos que afirmaram que o consumo da kombucha era tdo benéfico como o
consumo do iogurte, devido a presenca de &cidos que ajudavam no crescimento de
bactérias benéficas no intestino e seguidamente a bebida foi introduzida no mercado
mundial HARTMANN et al., 2000; JAYABALAN et al., 2014).

Atualmente é produzida e consumida na maioria dos paises e o Brasil é o unico
pais do mundo com uma legislacdo especifica para a kombucha. A normativa n° 41,
de 17 de setembro de 2019, instituida pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento, define os padrbes de identidade, qualidade, classificacdo, rotulagem,
parametros analiticos, composicdo (ingredientes obrigatérios e opcionais) e
proibicdes desta bebida dentro do territorio nacional (BRASIL, 2019).

2.2. PREPARACAO DA KOMBUCHA

Segundo a legislacéo brasileira, os ingredientes obrigatdrios sdo: Infusdo de um
chd adocado, 10% (v/v) do liquido de kombucha previamente fermentada e uma
cultura simbiotica de bactérias e leveduras que também € denominado SCOBY
(Simbiotic Culture of Bacteria and Yeast). Os ingredientes que podem ser opcionais
sdo fruta, vegetais, mel, melado, fibras, vitaminas e sais minerais (Brasil, 2019).Além
disso, as quantidades de cha e de acgucar, assim como o0 tempo e a temperatura de
fermentacao para a producdo da kombucha, podem variar dependendo da regido ou das
preferéncias do consumidor(JAYABALAN; MALBASA; SATHISHKUMAR, 2016).

2.2.1 INFUSAO DE CHAS

Os chas mais usados na preparacdo da kombucha sdo os cha preto e verde que
sdo derivados da planta Camellia sinensis (COELHO et al., 2020; JAYABALAN et

al., 2014). Entretanto, também se pode utilizar o chd mate (llex
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paraguariensis)(KUMAR; JOSHI, 2016; LOPES; SANTOS; PRENTICE-
HERNANDEZ, 2021), flores de malva de cera, café, folhas de carvalho, eucalipto,
folhas de louro, sucos de frutas, leite e soro de leite (EMILJANOWICZ;
MALINOWSKA-PANCZYK, 2020; SILVA et al., 2021). A preparacio &
relativamente facil, comeca adicionando 5% de chd em 1 litro de agua fervendo, se
adoca com até 10% de acUcar e se deixa esfriar a temperatura ambiente para evitar a
inativacdo de microrganismo. Mas como é mencionando anteriormente, a quantidade e
0 ché que é usado pode variar. Alguns estudos usaram 0,5% de cha e 5% de acucar,
enquanto outros usaram 0,8% de cha e 8% de aclcar (GAGGIA et al., 2018; KUMAR;
JOSHI, 2016; MARTINEZ LEAL et al., 2018b).

2.2.2 SCOBY

O SCOBY é um filme celulosico que é obtido a partir da associacdo simbiotica
entre leveduras e bactérias acéticas, e durante a fermentacéo este filme se forma na
superficie do chd (JAYABALAN; MALBASA; SATHISHKUMAR, 2016) (Figura
01). A funcdo do SCOBY é realizar a fermentacdo e a formacdo de um novo filme
celulosico, que estdo distribuidos em camadas, onde a mais nova estd na superficie
(SANTOS, 2016).

FIGURA 01 — Imagem ilustrativa do SCOBY da kombucha, onde se observa o SCOBY e o liquido da

kombucha.

SCOBY

Liquido da Kombucha

Fonte: Autoria propria.

A composicdo do SCOBY depende de varios fatores, como a origem, clima,
localizacdo geografica e meio utilizado para o processo de fermentacdo(MARTINEZ

LEAL et al., 2018). Entretanto, os procariotos mais abundantes pertencem aos géneros
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bacterianos Acetobacter e Gluconobacter. As principais bactérias do género
Acetobacter sdo Acetobacter xylinum, A. xylinoides, Bacterium gluconicum, A. aceti, e
A. pasteurianus. Essas bactérias sdo encarregadas de sintetizar com seu metabdlito

secundario as fibras de celulose que formam o SCOBY, em especial a A. xylinum.

As leveduras pertencem aos géneros Brettanomyces/Dekkera, Candida,
Koleckera, Mycotorula. Mycoderma, Pichia, Sacchoramyces, Schizosaccharomyces,
Torulospora e Zygnsaccharomyces (DUFRESNE; FARNWORTH, 2000;
JAYABALAN; MALBASA; SATHISHKUMAR, 2016). No SCOBY, estes
microrganismos estdo distribuidos da seguinte forma: As bactérias aerdbicas e aquelas
encarregadas da formacdo do filme s@o alojadas na parte superior do SCOBY, e as
leveduras ficam alojadas na parte inferior do biofilme. O SCOBY diminui a
quantidade de oxigénio para que depois as leveduras iniciem a fermentacdo anaerobia
que gera etanol e compostos aromaticos caracteristicos da kombucha (ALEJANDRA
VILLARREAL-SOTO et al., 2018; COELHO et al., 2020).

2.2.3 FERMENTACAO

Apoés a adicdo do chad adocado, SCOBY e 10% da kombucha previamente
fermentada em um recipiente de vidro, se inicia a fermentagdo. A fermentacdo da
kombucha é uma combinacéo de trés processos fermentativos (Fermentacao alcodlica,
latica e acética) devido a presenca de varias leveduras e bactérias coexistindo no meio.
Por outro lado, a fermentacdo é feita em temperatura ambiente que pode variar de 20 a
30°C por 7 a 10 dias, no entanto, existem estudos que recomendam uma fermentacao
de 1 a 8 semanas ou de 7 a 60 dias até que o pH caia para 4,2 (ALEJANDRA
VILLARREAL-SOTO et al., 2018; DUFRESNE; FARNWORTH, 2000; KUMAR;
JOSHI, 2016; MARTINEZ LEAL et al., 2018b).

Estudos de Chu e Chen (2006), mostraram que as atividades antioxidantes
aumentaram quando o tempo de fermentacdo € maior. Outro estudo, mostrou que se
encontraram mais quantidades de &cido glicurénico e de Vitamina C no liquido da
kombucha quando a fermentacao se realizava em temperaturas mais elevadas e em um
intervalo de tempo maior (LONAR et al., 2006). Porém, a Food and Drug

Administration (FDA) recomenda uma fermentacdo de 10 dias, outros trabalhos
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demostram que uma fermentacdo longa pode causar acidificacdo excessiva da bebida,
ocasionando a redugdo das propriedades promotoras da salde ou afetando
negativamente 0s consumidores devido ao acumulo de é&cidos organicos (CHU;
CHEN, 2006; WATAWANA et al., 2015).

Existem mudangas no processo de fermentacdo que podem afetar as
propriedades do produto, modificando as propriedades organolépticas, qualidade
nutricional e propriedades fisico-quimicas. Diante disso, as condi¢des de fermentacdo
devem ser controladas para obter um excelente produto. Estas mudancas podem ser: a
modificacdo da temperatura, incremento ou diminui¢do do pH, quantidade de oxigénio
presente no recipiente, CO. dissolvido, natureza do meio e tempo de fermentagdo
(ALEJANDRA VILLARREAL-SOTO et al., 2018; MOJTABA MOUSAVI et al.,
2020b; SILVA et al., 2021b). Por exemplo, estudos como o de Chakravorty e
colaboradores (2016) mostram que as propriedades da bebida mudaram com a
progressdo da fermentacdo e que a capacidade de eliminacdo de radicais aumentou

significativamente no dia 7 de fermentacéo.
2.3. COMPOSICAO DA KOMBUCHA

A composicdo da kombucha e a concentracdo de cada metabolito ainda nédo
estdo bem definidas, porque elas podem variar quantitativa e qualitativamente de
acordo com sua origem, substrato e condi¢des de producdo, (JAYABALAN et al.,
2014). Ainda assim, os principais metabolitos encontrados na kombucha sdo: Acido
acetico, latico, glucénico, glicurénico, etanol, glicerol, latico, malico, citrico, tartarico,
félico, maldnico, oxalico, acidos organicos, vitaminas, polifendis e aminoacidos (como
lisina e teanina) (BLANC, 1996; COELHO et al., 2020; JAYABALAN et al., 2014;
KUMAR; JOSHI, 2016). Dentro do liquido da kombucha também pode-se encontrar
diferentes elementos metalicos como Ferro (Fe), Manganés (Mn), Niquel (Ni). Cobre
(Cu) e Zinco (Zn)(BAUER-PETROVSKA; PETRUSHEVSKA-TOZI, 2000).

O composto quimico que é responsavel pelo aroma e o sabor acido de vinagre
da kombucha é o 4cido acético (MARTINEZ LEAL et al., 2018c), O acido glucdnico,
pode inibir infecgbes causadas por leveduras e fungos, como Candida albicans em

humanos (JAYABALAN et al., 2014). Outro composto que tem uma funcéo
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desintoxicante, uma vez que se liga aos compostos toxicos presentes no figado e
permite que as substancias sejam excretadas pelo rim, é o &acido glicurdnico, que
também é um precursor de vitamina C (NGUYEN et al.,, 2015). Outro trabalho,
demostrou que a reducdo do pH durante o periodo de fermentacédo € devido a producéo
de varios acidos organicos (DUFRESNE; FARNWORTH, 2000).

2.4 BENEFICIOS DA KOMBUCHA

Os compostos presentes na kombucha que sdo benéficos podem vir de duas
fontes: A primeira seria o chd, e a segunda seriam os produtos da atividade metabdlica
de microrganismos presentes no SCOBY. Os bioativos provenientes do cha da planta
Camellia sinensis sdo compostos fendlicos, como catequinas (estes compostos
contribuem para o0 amargor, adstringéncia e sabor doce) e os polissacarideos, vitaminas
(B1,B2,B6,B12 y C), minerais, aminoacidos (0 mais abundante é teanina), &cidos
organicos, vitaminas, enzimas, proteinas como bacteriocinas s&o bioativos
provenientes da atividade metabdlica do SCOBY (ANTOLAK; PIECHOTA,;
KUCHARSKA, 2021; JAYABALAN et al., 2014; WISEMAN; BALENTINE; FREI,
1997).

A partir desses componentes, varios beneficios sdo atribuidos ao liquido da
kombucha, como atividades antioxidantes (ALEJANDRA VILLARREAL-SOTO et
al., 2018), potencial anti-inflamatério, potencial inibitério do crescimento do cancer
(CHAKRAVORTY et al, 2019; MARTINEZ-LEAL; PONCE-GARCIA;
ESCALANTE-ABURTO, 2020), potencial para reduzir a pressdo arterial, também
pode melhorar o sistema imunoldgico, a funcdo do figado e do trato intestinal
(MARTINEZ LEAL et al., 2018a). Outros estudos também evidenciaram em ensaios
in-vivo as propriedades cicatrizantes da kombucha contra Ulceras estomacais em
camundongos albinos Suicos (BANERJEE et al., 2010).

A propriedades antioxidantes apresentadas pela bebida é pela presenca de
polifendis do cha, producdo de &cido ascérbico, catequinas e o acido D-sacérico 1,4-
lactona (DSL) realizada pelo SCOBY (JAYABALAN et al., 2014). A primeira
evidéncia da kombucha como um agente antioxidante, foi quando se observou que a

presenca de polifendis encontrados na kombucha poderiam eliminar de forma eficiente
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os radicais livres de espécies reativas de oxigénio (EROs) (MOJTABA MOUSAVI et
al., 2020a). Os polifendis desempenham um papel na prevencdo de varias doencgas
relacionadas ao estrese oxidativo, uma vez que modulam a atividade de vérias enzimas
e receptores celulares que sdo usados contra 0 estrese oxidativo e as espécies reativas
de oxigénio, isto foi evidenciado usando ensaios de eliminagdo de radicais livres in
vitro (CHU; CHEN, 2006; MOJTABA MOUSAVI et al., 2020b; TSAO, 2010).

Além disso, varios trabalhos demostraram uma atividade antimicrobiana contra
microrganismos como Staphylococcus aureus, Agrobacterium tumefaciens, E.coli e
Helicobacter pylori e esta atividade pode estar ligada ao teor de &cido acético presente
na bebida (EMILJANOWICZ; MALINOWSKA-PANCZYK, 2020). Qutro trabalho
mostrou que a kombucha € capaz de prevenir o crescimento de Pseudomonas
aeruginosa, Agrobacterium tumefaciens, Helicobacter pylori, Yersinia enterocolitica,
Candida albicans , Shingella sonnei, Campylobacter jejuni e Staphylococcus aureus, o
que foi atribuido também a presenca de &cido acético e a baixos niveis de pH
(AHMED; DIRAR, 2005). Assim, outros pesquisadores observaram que depois de um
tratamento com o cha fermentado, a concentracdo do acido tiobarbitarico foi reduzida
significativamente nos rins e no figado de ratos Wistar alimentados com dietas ricas
em colesterol, indicando que a kombucha induziu a efeitos benéficos para
hipercolesterolemia (BELLASSOUED et al., 2015).

No entanto, ainda ndo existe estudos clinicos que consigam provar os beneficios
da kombucha para a saude humana e por esse motivo se reforca que as afirmacdes
sobre os possiveis beneficios sejam testadas clinicamente (ERNST, 2003; KAPP;
SUMNER, 2019).

2.5 EFEITOS TOXICOS DA KOMBUCHA

Os problemas tdxicos relacionados ao consumo de kombucha tém sido
associados principalmente a preparacdo em condi¢BGes ndo higiénicas, evidenciando a
presenca de Bacillus antraz, Penicillium e Aspergillis, e ao excesso de
consumo(JAYABALAN et al.,, 2014). Além disso, existem alguns relatos onde as
pessoas apresentaram tontura e nauseas apés o consumo da Kombucha (MOJTABA

MOUSAVI et al., 2020a). Também, houve relatos de intoxicacdo por chumbo apés o
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consumo da kombucha que estava armazenada durante 6 meses em um recipiente de
ceramica (SABOURAUD et al., 2009). Entretanto, se afirmou que o contaminante que
ocasionou a intoxicacdo foi o corante presente no esmalte do recipiente e ndo a
kombucha(JAYABALAN et al., 2014).

Outro caso relacionado com a toxicidade da kombucha foi associado a uma
acidose lactica. Isto foi observada em um homem de 22 anos, diagnosticado com HIV,
que apods 12 horas de ingestdo de 1 litro de kombucha, ficou com falta de ar e muita
febre. Os resultados dos exames laboratoriais mostraram uma acidose e insuficiéncia
renal aguda, porém também se realizou andlises nas amostras da kombucha
consumida, mas ndo constatou nenhuma presenca de fungos e bactérias (KOLE et al.,
2009). Assim mesmo, também, dois casos foram relacionados ao consumo excessivo
da bebida (mais de 355mL), onde se observou uma acidose metabolica
(SRINIVASAN; SMOLINSKE; GREENBAUM, 1997).

Além disso, no ano 2000 pesquisadores avaliaram a toxicidade da kombucha
em ratos por 90 dias por via oral e ndo foram encontrados sinais tdxicos
(VIJAYARAGHAVAN et al., 2000). No entanto, em outro estudo se encontrou lesfes
internas nos Orgdos de ratos apds 12 semanas de consumo do liquido da kombucha
(JOHNSON, 2007). A bebida também ¢é contraindicada para mulheres gravidas e
lactantes devido ao possivel teor de heparina (componente glicosaminoglicano)
presente no cha da kombucha. A heparina inibe as proteinas do sistema de coagulacéo
do sangue e a presenca desta é prejudicial durante o terceiro trimestre de gestacéo
(MARTINEZ LEAL et al., 2018d).

Nao entanto, atualmente existem dados limitados sobre os efeitos colaterais e
ndo hé estudos conclusivos a longo prazo sobre a toxicidade desta bebida. Além disso,
a evidéncia limitada sobre a toxicidade gera uma preocupacdo dos riscos a saude do

individuo que a consome.
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2.6 MODELO EXPERIMENTAL Caernorhabditis elegans
2.6.1 CARACTERISTICAS

Caenorhabditis elegans € um nematoide de 1mm de comprimento, encontrados
praticamente em todos os habitats, porque estdo adaptados a diferentes ambientes de
solo onde o alimento e a disponibilidade da agua, temperatura, popula¢fes podem
mudar(STRANGE, 2006).

C. elegans adulto é predominantemente hermafrodita, mas também tem machos
em menor propor¢do (aproximadamente 0,1%). Os hermafroditas produzem
aproximadamente 300 descendentes, podendo chegar a mais de 1000 se fecundados
por um macho. Eles tém um ciclo de vida rapido, e a vida util média é de 2 a 3
semanas sobre condi¢Oes ideais de laboratério. O ciclo de vida tem quatro estagios
larvais (L1-L4) como é mostrado na Figura 02 (STRANGE, 2006).

FIGURA 02 — Ciclo de vida de Caenorhabditis elegans.
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2.6.2 Caernorhabditis elegans COMO UM ORGANISMO MODELO

Em 1963, Sydney Brenner estabeleceu o Caenorhabditis elegans como um
organismo modelo e no ano 2002 ele e Jhon E. Sulston ganharam o prémio Nobel de
Fisiologia ou Medicina ap6s importantes descobertas sobre a regulacdo génica do
desenvolvimento dos Orgdos e morte celular programada (BRENNER, 1973;
ESPERON, 2003). Diferentes estudos demostraram que existe uma grande
similaridade entre C. elegans e os mamiferos, a nivel celular e molecular, com
aproximadamente 60 a 80% dos genes sendo homologos aos dos humanos
(KALETTA; HENGARTNER, 2006). C. elegans é usado atualmente para estudar
muitos processos biologicos, como a apoptose, sinalizagdo celular, ciclo celular,
polaridade celular, regulacéo génica, metabolismo, envelhecimento e determinacdo do
sexo (RIDDEL, D. et al, 1997).

Existem 5 caracteristicas que fazem C. elegans uma ferramenta poderosa para
ser um organismo modelo: 1. E de facil cultivo, uma vez que pode ser criado em
laboratério com uma dieta a base de Escherichia coli; 2. Se reproduz rapida e
prolificamente, visto que em 3 dias um ovo pode se desenvolver em um verme adulto e
cada verme adulto pode gerar uma descendéncia do tamanho de 300-1000 individuos,
permitindo sua producéo em larga escala; 3. E de tamanho pequeno, o que facilita a
maioria dos ensaios, que podem ser realizados em placas contendo agar solido ou
liquido, usando mais de 100 animais em um Unico po¢o de uma placa de 96 pogos de
microtitulagdo; 4. E um verme transparente e facilita a observagio dos processos como
crescimento de axonios, embriogénese e metabolismo de gordura; 5. E um animal
multicelular sofisticado, apresenta 959 células somaéticas, formam muitos 6rgdos e
tecidos diferentes, incluindo mausculo, hipoderme, intestino, sistema reprodutivo,
glandulas e um sistema nervoso contendo 302 neurdnios (RIDDEL, D et al, 1997).
Ademais, C. elegans ¢ um modelo valioso para estudar toxicidade, uma vez que
muitos dos processos fisiologicos e respostas ao estresse que sdo observados em
organismos superiores sdo conservados na C. elegans. Além disso, C. elegans permite
a deteccdo de alteracBes em nivel de organismo como a alimentacdo, reproducéo,

tempo de vida e locomocdo, também pode facilitar experimentos toxicologicos que
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requeiram de maior tempo de anélise (LEUNG et al., 2008). Por exemplo, o estudo de
(LI et al., 2013) fez uma triagem de 21 produtos quimicos em C. elegans, estudando a
correlacdo da toxicidade quimica entre o nematoide e o roedores onde obtiveram
valores de classificacdo de LCsp iguais para cada produto. Outro estudo, usou o0 ensaio
de motilidade para avaliar a neurotoxicidade (COLE; ANDERSON; WILLIAMS,
2004) também usou C. elegans para estudar a toxicidade de nanomateriais (WU et al.,
2011; ZHAO et al., 2013).

Por fim, C. elegans é um 6timo organismo modelo para estudos que emvolvam
a investigacdo da toxicologia de uma nova substancia e outros efeitos que sejam
necessarios. Além disso, 0 uso deste organismo modelo na pesquisa ndo requere
aprovacdo do Conselho Nacional para o Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA) nem da sumicio no Comité de Etica para o0 Uso de Animais (CEUA), uma

vez que se trata de um organismo invertebrado.
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3. JUSTIFICATIVA

A kombucha ou bebida funcional vem se tornando uma bebida muito apreciada em
todo o mundo pelos possiveis beneficios a satde (SILVA et al., 2021a). A composicao
e a concentracdo de cada metabdlito produzido dependerdo do in6culo, concentracao
inicial, temperatura, pH, natureza do médio e tempo de fermentacdo (KUMAR;
JOSHI, 2016; SILVA et al.,, 2021a). A mudanca de algum aspecto mencionado
anteriormente pode modificar completamente a bebida, tornando-a uma bebida com
propriedades organolépticas, qualidade nutricional e propriedades fisico-quimicas
ideais, mas também pode ser uma bebida com efeitos ndo benéficos para o consumidor
(ALEJANDRA VILLARREAL-SOTO et al., 2018; MOJTABA MOUSAVI et al.,
2020b; SILVA et al., 2021b).Os estudos sobre a toxicidade desta bebida foram
realizados em outros organismos modelo (camundongo e ratos), mas ditos estudos ndo
conseguiram administrar a kombucha em todo o ciclo de vida do organismo
(JOHNSON, 2007; VIJAYARAGHAVAN et al., 2000). Por este motivo, nosso estudo
busca observar os possiveis efeitos toxicos quando esta € administrada durante todo o

ciclo da vida do organismo modelo (C. elegans).
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. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
Avaliagdo dos possiveis efeitos toxicos de Kombuchas em Caenorhabditis

elegans.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar os efeitos das Kombuchas produzidas usando duas matérias primas
diferentes (cha verde e cha preto) e em diferentes tempos de fermentacéo;
Avaliar os efeitos das Kombuchas sobre a sobrevivéncia e desenvolvimento

larval do C. elegans;

Avaliar os efeitos das Kombuchas sobre parametros comportamentais
(bombeamento faringeo e locomocéo) de C. elegans;
Avaliar os efeitos das Kombuchas sobre o desenvolvimento reprodutivo de C.

elegans.
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5. METODOLOGIA

5.1 MANUTENCAO E SINCRONIZACAO DE C. elegans
5.1.1 MANUTENCAO DE C. elegans

A cepa de C. elegans selecionada para este estudo foi N2 (Tipo selvagem). Os
animais foram mantidos em placas de petri com meio de crescimento para nematddeos
(NGM), segundo (BRENNER,1973) (Tabela 1). Para a alimentacdo, foi cultivada a
bactéria E. coli OP50, que é deficiente na sintese de uracila e tem crescimento
limitado, em meio LB (Luria Bertani Medium) (Tabela 2) durante a noite em estufa a
36x1°C (STIERNAGLE, 2006).

Tabela 1 — Lista de reagentes necessarios para a producédo do meio de cultivo NGM

Reagentes Quantidades
NaCl 3 gramas
Agar 17 gramas
Peptona 2,5 gramas
H-0 destilada 1000mL
Colesterol (5mg/mL) imL
CaCl; (1M) imL
MgSO4 (1M) 1mL
Tampédo KPO4 (1M, pH 6,0) 25mL
Nistatina 12500 UI
Sulfato de estreptomicina (100mg/mL)  1mL

Fonte:(BRENNER, 1973)

Tabela 02 — Lista de reagentes para a preparacdo do meio LB para E. coli OP50

Reagentes Quantidades
Triptona 0,5 gramas
Extrato de levadura 0,25 gramas
NaCl 0,25 gramas
H20 destilada 50 mL

Fonte:(STIERNAGLE, 2006)
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5.1.2 SINCRONIZACAO DE C. elegans

A sincronizagdo das culturas de C. elegans , se realizou na primeira fase larval
(L1), foi feita usando a técnica do branqueamento (“Bleaching”), seguindo o protocolo
de (PORTA-DE-LA-RIVA et al., 2012). Em resumo, 0os nematoides adultos gravidos
foram coletados das placas com agua destilada, transferidos para tubos conicos
(falcon) de 15 mL e submetidos & decantacdo. O sobrenadante foi descartado, se
adicionou a solucdo de branqueamento (Tabela 03) e agitou em vortex por alguns

minutos até ser possivel observar no microscépio os ovos liberados.

Tabela 03: Lista de reagentes para a preparacdo da solucéo de branqueamento.

Reagentes Quantidades
Hipoclorito de Sédio 1,5mL
NaOH 10M 0,250 mL
H20 3,250 mL

Fonte: (PORTA-DE-LA-RIVA et al., 2012)

Depois, a reacdo foi interrompida adicionando tampao M9 (Tabela 04). Os tubos
foram centrifugados por 3 min a 3000 rpm e se descartou o sobrenadante, e
seguidamente se realizou trés lavagens com tampdo M9. Finalmente, os ovos foram

colocados em placas de petri contendo M9 e incubados a 20°C por 24h.

Tabela 04: Lista de reagentes para o preparo do tampédo M9

Reagentes Quantidades
KH2PO4 3,0 gramas
NazHPO4 6,0 gramas
NaCl 5,0 gramas
H-0 destilada 1000 mL

Autoclavar e depois de frio, adicionar 1ImL de MgSO4 1M
Fonte: (PORTA-DE-LA-RIVA et al., 2012)

5.2 PREPARACAO DOS CHAS E KOMBUCHA
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5.2.1 PREPARACAO DOS CHAS

O processo comecou na limpeza e higienizacdo dos recipientes e utensilios
usando detergente e vinagre de alcool, com a finalidade de prevenir qualquer tipo
de contaminacdo (WATAWANA et al., 2015). Para o preparo dos chas foram
usados 1000mL de agua fervida da torneira e 5 saquinhos (o equivalente a 5g) das
folhas do chéa preto ou verde (marca Prenda) seguida de infusdo por cerca de 10
min. Este cha foi adocado com 50 g/L de sacarose (5%), apds foram retirados os
saquinhos dos chas (GREENWALT; STEINKRAUS; LEDFORD, 2000; KUMAR;
JOSHI, 2016). As infusfes foram deixadas a temperatura ambiente para resfriarem
até cerca de 20°C (ANTOLAK; PIECHOTA; KUCHARSKA, 2021), figura 03.

FIGURA 03 — Passos para a preparacdo dos chas Verde e Preto

<
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Higienizacéo Preparagao do Cha Resfriamento

Fonte: Autoria prépria

5.2.2 PREPARACAO DA KOMBUCHA

Para a fabricacdo da kombucha usaram-se 6 frascos de vidro grandes,
previamente  higienizados e esterilizados a 121°C por 20 min
(VIJAYARAGHAVAN et al., 2000). Os frascos foram identificados com ndmero,
data do inicio da fermentacéo, data de término da fermentacéo e tipo de cha usado.
Cada frasco continha um SCOBY e 10% do liquido de uma kombucha ja
fermentada doada pela autora, completando-o com 0s chas preparados na etapa
5.2.1. Os recipientes n°1 e 2 continham cha verde e preto, respectivamente, e ap0s
atingir o tempo de fermentacdo (7, 14 e 30 dias) retirou-se uma amostra. Para o
processo de fermentacdo, os frascos foram colocados em um ambiente escuro e

ficaram cobertos com gaze ou papel toalha fixados com elasticos para evitar
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contaminagdes externas (GREENWALT; STEINKRAUS; LEDFORD, 2000;
KALLEL et al., 2012) (Figura 04).

FIGURA 04 — Passos para a preparacao das kombuchas (cha preto e verde).
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Fonte: Autoria prépria

5.3 DESENHO EXPERIMENTAL
5.3.1 EXPOSICAO A KOMBUCHA

Aproximadamente 100 C. elegans no estagio L1 foram expostos as
diferentes amostras de kombucha e chés até atingir o estagio de adulto com ovos.
Para isso, foram utilizadas placas de petri com meio NGM semeadas com E.coli
OP50. Seguidamente as placas foram deixadas por 15 min em UV, para inativar o
microrganismo e na superficie das placas foi adicionado 1mL do liquido dos
tratamentos (Cha verde, cha preto, kombucha preta e Kombucha verde) , onde apds
secar, foram adicionados os vermes, seguido de incubacdo a 20°C para o

desenvolvimento (Figura 05).
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FIGURA 05 — Passos da exposicdo das kombuchas e chas (verde e preto).
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Fonte: Autoria propria

Foram realizados os seguintes tratamentos:

C: Nematoides + meio NGM (Controle)

CV: Nematoides + Cha verde 5¢/L

CP: Nematoides + Ché preto 5g/L

KV7: Nematoides + Kombucha de cha verde fermentada por 7 dias
KV14: Nematoides + Kombucha de cha verde fermentada por 14 dias
KV30: Nematoides + Kombucha de cha verde fermentada por 30 dias
KP7: Nematoides + Kombucha de cha preto fermentada por 7 dias
KP14: Nematoides + Kombucha de cha preto fermentada por 14 dias

KP30: Nematoides + Kombucha de cha preto fermentada por 30 dias

Versdo Fi nal Honol ogada
06/ 02/ 2023 08: 12



30

5.3.2 TESTES TOXICOLOGICOS DA KOMBUCHA

Nos testes toxicoldgicos, foi observado se a exposicdo a kombucha produz
alguma alteragcdo na sobrevivéncia, desenvolvimento larval, locomogéo,

bombeamento faringeo e producéo de ovos.

As andlises foram feitas da seguinte forma:

Dia 1. L1 exposic¢do as respectivas amostras da Kombucha

Dia 2. L2/L3 foi feita a analise de sobrevivéncia e do desenvolvimento larval

Dia 3. L4/adulto jovem, foi feita a analise de sobrevivéncia, do desenvolvimento

larval, os testes de comportamento (Movimento corporal e bombeamento faringeo).

Dia 4. Adulto com ovos, foi feita analises do desenvolvimento larval e a contagem

de ovos formados no Utero do animal.
5.3.2.1 ANALISE DA SOBREVIVENCIA

Apos 24h e 48h da exposicdo a kombucha e no tratamento controle, os animais
foram examinados como vivos ou mortos com o auxilio do microscépio. Foram
considerados vivos quando reagiam a um estimulo mecanico, e como mortos

guando ndo reagiam a um estimulo mecanico (ARANTES et al., 2014).
5.3.2.2 ANALISE DO DESENVOLVIMENTO LARVAL

Apbs 24h, 48h e 72h da exposicdo a kombucha e no tratamento controle, 0s
animais foram avaliados conforme o estdgio larval a partir da analise do
desenvolvimento da vulva (ARANTES et al., 2016) (Figura 06).
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FIGURA 06 — Morfologia da vulva em C. elegans

(A):verme no estagio larval L3, neste estdgio ndo é visivel a vulva e o circulo
amarelo mostra uma fenda que seria o utero. (B) e (C): morfologia da vulva no
estagio L4 na etapa inicial e final das morfogéneses, respectivamente. O circulo
amarelo mostra a vulva. (D): morfologia de um verme no estagio de adulto e o

circulo amarelo mostra a vulva.

Fonte: Adaptado (PORTA-DE-LA-RIVA et al., 2012)

5.3.2.3 BOMBEAMENTOS FARINGEOS

Para avaliar o bombeamento faringeo, se analisou 5 nematoides no estagio L4
por grupo que foram expostos a amostras de kombucha e chés a partir do estagio
L1. Os nematoides foram mantidos nas placas com bactéria e os bombeamentos
faringeos foram contados por 10 segundos, 3 vezes no mesmo verme, Nno
microscopio, com uma ampliacdo de 100x (RAIZEN et al., 2012). O teste foi feito

em triplicata e se fez a média das triplicatas.
5.3.2.4 MOVIMENTO CORPORAL (Thrashing assay)

Para a quantificacdo do numero de thrashes do animal, 5 vermes no estagio L4
que foram expostos ao liquido da kombucha e chas desde o estagio L1, foram
lavados 3 vezes com tampdo M9 com o propoésito de retirar o tratamento da
Kombucha e os restos de bactérias. Os vermes limpos foram transferidos para uma
placa s6 com tampdo M9. Apos a adaptagdo por 1 minuto, foram contados o
numero de trashes no estereomicroscopio com uma ampliacdo minima de 100x por

20 segundos, em trés intervalos. Neste teste se contabilizou 0 movimento corporal
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completo a um lado e depois o retorno a posicao original, como mostra a figura 07.
O ensaio se fez por triplicata (NAWA; MATSUOKA, 2012).

FIGURA 07 — Descrigdo da analise do movimento corporal do C. elegans.

a / b
i P ]

s/

(a): Movimento corporal do C. elegans; (b): mostra-se a sequéncia de fotografias
correspondente ao movimento corporal do mesmo verme, as setas vermelhas mostram a
direcdo do movimento corporal.

Fonte: (a): adaptado (ZHANG; GAO; CHEN, 2022); (b):(ALCARAZ GARCETE, 2022).

5.3.2.5 NUMERO DE OVOS NO UTERO DO ANIMAL

Este ensaio envolveu a contagem de ovos formados no Utero de C. elegans. Para
isto, foram analisados 5 animais no estagio de adulto gravido, expostos ao liquido da
kombucha desde L1. Ap6s o tratamento, se adicionou 10uL da solugdo de
branqueamento (bleaching) sobre cada animal e se esperou aproximadamente 10 min
ou até degradar a cuticula dos vermes, expelindo os ovos. Finalmente, os ovos foram
contabilizados com o auxilio do microscopio (GARDNER; ROSELL; MYERS, 2013).

5.4 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica foi realizada usando o teste ANOVA de uma via usando o pos-
teste Tukey. Os resultados foram considerados significativos em relacdo ao tratamento

controle quando p< 0,05.
6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A realizacdo da kombucha tentou ser igual a uma producdo na vida real, onde a
temperatura minima registrada na cidade de Foz de Iguacu no més de Outubro foi de
7°C e a maxima foi 34°C. O fator de temperatura é importante, uma vez que nesta
cidade se tem muitas oscilaces de temperatura e dita variacdo pode afetar nas

propriedades da composicdo microbiana, como foi relatado em outros estudos, onde se
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observou que temperaturas altas aceleram o processo fermentativo e temperaturas
baixas o diminui (ALEJANDRA VILLARREAL-SOTO et al., 2018; AUNG; EUN,
2022; DE FILIPPIS et al., 2018; NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017).

Para todos os experimentos além de usar o controle se optou usar dois controles
mais, os chas (CV e CP), isso porque queria descartar a possibilidade de interferéncia

com os resultados obtidos com os tratamentos de kombuchas.
6.1. Analise de toxicidade
6.1.1. Avaliacdo da anélise da sobrevivéncia

A primeira analise realizada consistiu na observagdo da taxa de vermes vivos
por placa de tratamento. Neste estudo, as kombuchas de cha verde e preto fermentadas
por 7, 14 e 30 mostraram 100% de vermes vivos apés 24 e 48 horas de tratamentos,
assim como o0s controles. Isso pode indicar que todas a kombuchas e os chéas

proporcionaram condicdes ideais para a sobrevivéncia dos vermes.
6.1.2. Avaliacdo do desenvolvimento larval

Os resultados do desenvolvimento larval ap0s 24 horas de tratamento nao
mostraram nenhuma diferenca para kombuchas de cha verde e preto fermentadas por
7, 14 e 30 dias, ao olhar as placas no microscépio todos 0s vermes encontravam-se Nno

estagio larval L3.

Ja na anélise de desenvolvimentos larval apds 48 horas de tratamento, observou
resultados diferentes. Na figura 9A observamos a taxa desenvolvimento (%) larval
apos 48 horas de kombuchas com 7 dias de fermentacdo. Ele mostra 3 diferentes
estagios larvais (L3, L4 e Adulto), mas sem nenhuma variacdo significativa segundo
analise de ANOVA de uma via. Na figura 9B, observa-se que 0s vermes tratados com
kombuchas fermentados por 14 dias, onde também se observa que 0s vermes
analisados encontrava-se em diferentes estagios larvais (L3, L4 e Adulto). Apds a
exposicao, sé observa-se vermes no estagio L3 no tratamento CV. Apesar de ter uma
porcentagem de vermes L3, o resultado ndo foi significativo para a para a analise

ANOVA de uma via com post- test Tukey.
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FIGURA 09 —Taxa de desenvolvimento larval (%) apds 48 horas de tratamento.

a. Kombuchas com 7 dias de fermentacéao b- Kombuchas com 14 dias de fermentacéao
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Fig. 09 : Taxa de desenvolvimento larval (%) apds 48 horas de tratamento; (a). kombuchas
fermentadas por 7 dias (b).kombuchas fermentadas por 14 dias e (c) kombuchas fermentadas por 30
dias. * indica uma variacdo significativa entre C ( controle) e CV (cha verde) na etapa larval adulto
(p<0,05). Foram analisados aproximadamente 100 vermes por grupo e ditos resultados sdo produto
da média de trés experimentos independentes +-SEM, analisados por ANOVA de uma via com post-
test Tukey. C= Controle, CV= Cha Verde, CP= Cha Preto, KV7,KV14 e KV30= Kombucha Verde
fermentada por 7, 14 e 30 dias, respectivamente e KP7, KP14 e KP30 = Kombucha Preta fermentada
por 7, 14 e 30 dias, respectivamente.

Na andlise de desenvolvimento ap0s 48 horas do tratamento com kombuchas
fermentadas por 30 dias, observou-se trés diferentes etapas larvais (L3, L4 e Adulto)
das quais soO se teve uma variacdo significativa na etapa larval Adulto. A variagéo foi

evidenciada entre 0 C com CV com um valor p=0.0289 , esta diferenca se da porque
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no CV observou-se menos animais adultos em comparagdo ao controle e teve mais
vermes no estagio larval L4. Isto indicaria um atraso no desenvolvimento larval nos
vermes tratados com CV em comparagdo ao controle demonstrados na Figura 9C o
gue nao foi observado em CP, KVV7 e KP7.

Na analise de desenvolvimento larval apds 72h foram observadas trés estagios
larvais (L4, Adulto e Adulto com ovos). NA figura 10A, demostramos os resultados
do tratamento com kombuchas fermentadas por 7 dias, onde observou-se vermes no
estagio larval L4 s6 no tratamento CV. Porém, ndo teve nenhum valor significativo
segundo a analise de ANOVA de uma via o que indicaria que o tratamento com as
kombuchas fermentadas por 7 dias ndo mostram nenhuma alteracdo no

desenvolvimento larval.

FIGURA 10 — Analises de desenvolvimento larval apés 72 horas.

a. Kombuchas com 7 dias de fermentacao b- Kombuchas com 14 dias de fermentagéao
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Figura 10: Taxa de desenvolvimento larval apds 72h. Foram analisados aproximadamente 100 vermes
por grupo e ditos resultados sdo produto da média de trés experimentos independentes +- SEM,
analisados por ANOVA de uma via com post-test Tukey. (a) tratamento com kombuchas fermentadas
por 7 dias, (b) tratamento com kombuchas fermentadas por 14 dias. (c) tratamento com kombuchas
fermentadas por 30 dias. * indica diferenca estatistica entre os grupos em relagao a etapa de adulto.
# indica diferenca estatistica entre os grupos em relacdo a etapa de adulto com ovos (p<0,05) C=
Controle, CV= Cha Verde, CP= Cha Preto, KV7, KV14 e KV30= Kombucha Verde fermentada por 7, 14
e 30 dias, respectivamente, e KP7, KP14 e KP30= Kombucha Preta fermentada por 7, 14 e 30 dias,
respectivamente.
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Na figura 10B sdo mostrados os resultados dos vermes tratados com kombuchas
fermentadas por 14 dias e controles. N&o houve nenhuma variagdo significativa na
porcentagem de vermes na etapa larval L4, mas teve trés variagdes significativas na
etapa larval adulto. Uma diferenca encontrada foi entre C e CV, onde no CV se
observou um aumento de vermes adultos em relagéo ao controle. As outras diferencas
foram observadas entre CV com CP e KV14, isso porque o CV tem uma maior

quantidade de adulto.

J& na etapa larval adulto com ovos, se observou duas variacGes. A primeira foi
entre os tratamentos C/ CV, dita variacdo € evidenciada porque o tratamento CV teve
menos quantidade de vermes na etapa adulto com ovos em relagdo com controle. A
segunda variacdo significativa foi porque o numero de adultos com ovos dos
tratamentos CP, KVV14 e KP14 é menor do que a quantidade do tratamento CV. Ditos
resultados nos indicariam que o tratamento CV atrasa o desenvolvimento do C.

elegans .

Finalmente, os resultados para o ensaio de desenvolvimento apds 72 horas de
tratamento com kombuchas fermentadas por 30 dias mostraram uma diferenca
significativa na ultima etapa larval, adulto com ovos, entre o grupo de tratamento CV e
controle. Esta diferenca se da porque a quantidade de vermes no estagio larval adulto
com ovos no grupo de tratamento CV é menor do que o controle, (Figura 10C). Isto

reforca a ideia de que o tratamento com CV atrasa o desenvolvimento larval.

Analisando os resultados, foi possivel observar que os vermes tratados com cha
verde (5¢/L) atrasaram o desenvolvimento larval. Esse achado coincide com o0s
resultados de (TIAN et al., 2021) ,onde demostrou que houve um atraso do
desenvolvimento larval do C. elegans e Drosophila melanogaster apés tratamentos
com duas Catequinas (2,5 UM de galato de epigalocatequina (EGCG) e galato de
epicatequina (ECG) presentes em abundancia no cha verde. Outro estudo também
mostrou atraso no desenvolvimento larval do C. elegans apds uma administracdo
diaria de 220 uM de EGCG (ABBAS; WINK, 2009). Ditas Catequinas sdo

degradadas no processo de fermentacdo do cha para a producdo da kombucha. Um
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estudo de JAYABALAN; MARIMUTHU; SWAMINATHAN, 2007, mostrou uma
degradacéo de 30% e 18% das EGCG e de 23% e 48% de ECG em kombuchas de cha
preto e de cha verde, respectivamente. Além disso, outro trabalho também mostrou a
diminuicdo de EGCG de 48 mg/L a 10mg/L na kombucha (KALLEL et al., 2012). J&
no cha preto, ha pouco EGCG porque ele oxida os compostos fendlicos como as
catequinas, com o propdsito de transforma-los em substancias mais aromaticas e de
cor marrom (FRANKS et al., 2019; OLBA DO COUTO; DE LIMA, 2022). Isto
poderia explicaria porque os vermes tratados com cha preto e kombuchas nédo tiveram
um atraso no desenvolvimento, mas ainda falta estudos que possam mostrar 0

mecanismo exato que possa explicar tal evento.

6.1.3. Avaliacdo do bombeamento faringeo

Os resultados mostraram que os vermes de tipo selvagem N2, no estagio larval
L4 ndo tiveram nenhuma variacdo significativa nos 5 tratamentos para os trés grupos

de estudo, segundo a analise ANOVA de uma via.

FIGURA 11 — Avaliacdo do bombeamento faringeo.

a. Kombuchas com 7 dias de fermentacao b. Kombuchas com 14 dias de fermentacao
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Figura 11 : NUumero de bombeamentos faringeos em 10 segundos a. kombuchas de 7 dias
fermentacdo, b. kombuchas de 14 dias de fermentac¢do e c. kombuchas de 30 dias de fermentacdo.
Foram analisados 5 vermes por grupo em triplicata e ditos resultados sdo produto da média de trés
experimentos independentes +- SEM, analisados por ANOVA de uma via com post-test Tukey. C=
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Controle, CV= Cha Verde, CP= Cha Preto, KV7, KV14 e KV30= Kombucha Verde fermentada por 7, 14
e 30 dias, respectivamente e KP7, KP14 e KP30= Kombucha Preta fermentada por 7, 14 e 30 dias,
respectivamente.

O bombeamento faringeo, € um ciclo de contragdo e relaxamento que suga o
liquido do ambiente usando musculos. Ele é controlado por neurénios motores (MC e
M3): O MC tem o controle quando uma concentracdo comeca e 0 M3 a termina
(AVERY; YOU, 2012). Assim, a taxa de alimentagdo adequada e tempo dos
movimentos faringeos sdo necessarios para uma alimentacdo eficiente e nos indicaria
que os neurotransmissores (acetilcolina e serotonina) e grupos musculares estdo em
bom funcionamento (RAIZEN et al., 2012).

6.1.4. Avaliacdo do movimento do corpo

C. elegans € capaz de se locomover em diferentes formas. Ele pode nadar na
agua ou/e se arrastar na terra, isso porque é de vida livre e porque dito comportamento
é dirigido por distintos circuitos neuronais, entdo para manter um movimento normal
dois neurotransmissores tém que estar presentes: a dopamina e a serotonina. Para
estimar a frequéncia dos movimentos laterais ou a mobilidade do animal em liquido se
usa o ensaio de thrashing assay, onde é possivel investigar efeitos de farmacos,
substancias quimicas ou mutacdes que podem afetar o comportamento de C elegans e
0 sistema dopaminérgico e serotoninérgico (BUCKINGHAM; SATTELLE, 2009;
VIDAL-GADEA et al., 2012).

Neste estudo, ndo houve nenhuma variacdo significativa apos o tratamento

com kombuchas fermentadas por 7, 14 e 30 dias (Figura 12).
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Figura 12- Ensaio de movimento corporal (Thrashes)
a. Kombuchas com 7 dias de fermentagao b. Kombuchas com 14 dias de fermentagéao
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Figura 12: Numero de movimento do corpo (thrashes) em 20 segundos.(a) tratamentos com
kombuchas de 7 dias de fermentagdo, (b) tratamento com kombuchas de 14 de fermentacdo e (c)
tratamento com kombuchas de 30 dias de fermentag¢do. Foram analisados 5 vermes por grupo em
triplicata e ditos resultados sdo produto da média de trés experimentos independentes +- SEM,
analisados por ANOVA de uma via com post-test Tukey. C= Controle, CV= Cha Verde, CP= Cha Preto,
KV7, KV14 e kv30= Kombucha Verde fermentada por 7, 14 e 30 dias, respectivamente, e KP7,KP14 e
KP30= Kombucha Preta fermentada por 7, 14 e 30 dias, respectivamente.

Este resultado pode nos indicar que apés o tratamento com as kombuchas e 0s
chés, os vermes ndo tiveram disfuncdes nas vias serotoninérgicas. Além que, ainda nédo
se tem estudos que avaliem os thrashes apds tratamento com cha preto, verde e nem

com kombuchas.
6.1.5. Avaliacdo do nimero de ovos no utero do animal

Os resultados mostram um aumento significativo do nimero de ovos no utero
de vermes tratados com kombuchas fermentadas por 7 dias em relagdo ao cha verde
(Figura 13A). vermes tratados com kombuchas fermentadas por 14 dias, também
tiveram uma maior quantidade de ovos em comparagdo com o grupo C e CV (Figura
13B) .

FIGURA 13- Analises de nimero de ovos no Utero.
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a. Kombuchas com 7 dias de fermentacao b. Kombuchas com 14 dias de fermentagao
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Figura 13: Média do numero de ovos encontrados no Utero em cinco vermes diferentes . (a) mostra
os vermes tratados com kombuchas fermentadas por 7 dias, onde * mostra a diferenca significativa
entre dois grupos, CV e KV7. (b) mostra o tratamento com kombuchas fermentadas por 14 dias,
onde a variagao significativa é observada na figura pelos simbolos: * p<0.05 e ** p< 0,1. E (c) mostra
o tratamento com kombuchas fermentadas por 30 dias e a variacdo significativa é observada na
figura pelo simbolo: * p<0.05, mostrado entre C e KV30, todos eles analisados por ANOVA de uma
via com post-test Tukey .Os grupos de tratamento sdo: C= Controle, CV= Cha Verde, CP= Cha Preto,
KV7,KV14 e KV30= Kombucha Verde fermentada por 7, 14 e 30 dias, respectivamente, e KP7,KP14 e
KP30= Kombucha Preta fermentada por 7,14 e 30 dias, respectivamente.

Por fim, os resultados para a analise do nimero de ovos no Gtero para o
tratamento com kombuchas com 30 dias de fermentacdo, mostrou uma diferenca

significativa no tratamento C e KV30, figura 13C.

Considerando os resultados, o tratamento com o liquido da kombucha verde de
7 e 14 dias aumentou a producdo de ovos e o tratamento com o liquido da kombucha
verde 30 dias diminuiu a quantidade de ovos. Ndo se tem estudos que mostre um
potencial de aumentar ou diminuir a fertilidade com o consumo de kombucha, mas
BARTLETT; ERLICH, 2015 recomenda o consumo de kombucha para promover da
fertilidade, porque € uma bebida rica em probidticos que podem influenciar
positivamente no estado da flora intestinal. Ja que ela argumenta que é necessario ter

um equilibrio dita flora para o incremento da fertilidade, porque uma desregulacdo
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pode levar ao aumento de infe¢bes fungicas, sensibilidade alimentar, sistema
imunoldgico prejudicado e uma mé absorcao de nutrientes, prejudicando a fertilidade
da mulher. Por outo lado, alteragcdes na producéo de ovos foi relacionada ao aumento
ou a diminui¢cdo no acumulo de lipideos (PEREIRA et al.,2020). C. elegans, nédo
apresenta um tecido direcionado para o0 acimulo de lipideos, mas 0s armazenam como
triglicerois nas células intestinais, hipoderme e génadas para depois produzir proteinas
para a constituicdo do vitelo (KURZCHALIA; WARD, 2003; ZHANG et al., 2013).
Também observou-se que existe um sistema enddgeno que controla o acumulo
lipidico, quando se tem condi¢Bes ambientais propicias ao crescimento e reproducao,
ativa uma cascata de sinalizagdo que ajuda com a ativacdo de genes envolvidos na
lipogénese (ELLE et al., 2008; WANG et al., 2011). Isto pode ser observado nos
estudos KONG et al., 2017; WU et al., 2011 onde observou-se reducdo do nimero de

ovos apbs tratamentos com agentes toxicos (Niquel e Mercurio).

Além disso, prejuizos ou a diminuicdo dos processos reprodutivos no C.
elegans é consequéncia de um transporte ineficaz de lipideos para a formacdo de
vitelo, j& que ele € uma importante fonte nutricionais para o desenvolvimento dos
embrides. Os fatores que estariam associados a dita regulacdo sdo condicbes de
estresse, exposicdo a metais pesados e hormonios (NOVILLO et al., 2005; ROMPAY
et al., 2015). Com base nesses estudos podemos dizer que o liquido da kombucha de 7
e 14 dias de fermentacdo poderia criar um ambiente propicio para o incremento do
metabolismo de lipideos e também para a formacéo de vitelo ao contréario do liquido
da kombucha de 30.

7. CONSIDERACOES FINAIS

e Observou-se que o liquido das kombuchas ndo interferiu na sobrevivéncia e no
desenvolvimento larval dos C. elegans, mas o tratamento com chéa verde (5g/L)
atrasou o desenvolvimento larval, provavelmente relacionada a presenca de
EGCG que é reduzida na fermentacéo.

e O tratamento com as kombuchas e os chas ndo alterou o comportamento de

movimento corporal (thrashes) e 0 bombeamento faringeo apos os tratamentos
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com as kombuchas com trés tempos de fermentagéo (7, 14 e 30 dias), o que
sugere que o sistema nervoso e muscular nao foi alterado.

O numero de ovos dentro do Gtero aumentou apds o tratamento com as
kombuchas de 7 e 14 dias de fermentagdo, por outro lado diminuiu apos o
tratamento com as kombuchas de 30 dias. Isto pode indicar que as kombuchas
de 30 dias de fermentacdo outorgam um ambiente estressante ou afetam algum
processo de transporte de lipideos para a formacéo de vitelo . As kombuchas de
7 e 14 mostram um ambiente propicio para o incrementar o metabolismo de
lipideos.

N&o se encontrou resultados que demonstrem toxicidade das kombuchas de 7 e
14 dias de fermentacdo quando presentes durante o ciclo larval de C. elegans.
Ja com a kombucha fermentada por 30 dias se observou uma redugdo do
numero de ovos. Mais estudos precisam ser feitos para poder explicar se
efetivamente a kombuchas de cha verde apds uma fermentacédo por 30 dias sdo

toxicas e qual o0 mecanismo que eles afetam para ter uma reducdo no processo

de formacéo do ovo.
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