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1. Introducao

Ha tempos se sabe que a microbiota intestinal possui um papel fundamental no
metabolismo de seus hospedeiros. Ja descrita por alguns autores como o nosso segundo

genoma (Galland 2014)

O eixo microbiota-intestino-cérebro representa uma rede complexa de
comunicacao bidirecional entre a microbiota intestinal, o intestino e o cérebro, capaz de
modular a fun¢@o imune, gastrointestinal e do sistema nervoso central.(Carabotti et al.
2015) Entre os processos que sdo influenciados por esta rede podemos citar, por
exemplo, a reatividade ao estresse, a percep¢dao da dor e a neuroquimica. O bom
funcionamento desta rede depende de uma delicada relagdo sinérgica entre o hospedeiro

e sua microbiota (Manuscript 2014)

A formacdo da microbiota ocorre em paralelo ao processo de
neurodesenvolvimento, sendo ambos os processos caracterizados por uma série de
alteracdes na organiza¢ao microbiana e neuronal, os quais se iniciam no utero e que

continuam a ser modelados e refinados durante o periodo pds-natal (Borre et al. 2014)



A colonizagdo da microbiota comeca cedo, a microbiota dos recém-nascidos ¢é
afetada pelo modo do nascimento, mostrando uma populagdo maior de bactérias do
epitélio em cesarea, diferente da populagao no parto normal, com mais bactérias do trato
vaginal . Aos 3 anos de idade a populagdo bacteriana do intestino ja assume uma

proporc¢ao mais parecida com a vida adulta (Yatsunenko et al. 2012).

Perturbacdes durante estes periodos criticos para a interagdo dindmica entre a
microbiota ¢ o seu hospedeiro, estdo amplamente associadas com sérias consequéncias
para a saude ao longo de todas as demais fases da vida, podendo aumentar o risco de

distirbios neurodesenvolvimentais e neuropsiquiatricos (Borre et al. 2014)

Sabemos que um dos principais fatores para a alteragdo da microbiota intestinal
¢ a dieta, ainda ndo ¢ claro qual alteragdo acarreta na outra, mas sdo eventos claramente
correlacionados. Sabemos que alteragdes na dieta modulam diretamente a microbiota,
independente da obesidade (5), e também sabemos que alteracdes na microbiota causam
uma mudanca nos habitos alimentares, como a quantidade de ingestdo caldrica

(Turnbaugh et al. 2006).

A microflora intestinal comega a sofrer pressdo seletiva desde a primeira
amamentacdo, onde as bactérias que metabolizam os derivados do leite materno podem
se proliferar com vantagem. (Palmer et al. 2007) O consumo de extratos vegetais pode
ser considerado um dos primeiros tratamentos medicinais da sociedade, selecionando
uma por¢ao da microbiota capaz de metabolizar ou resistir aos compostos secundarios

das plantas, como por exemplo: os flavonoides, catequinas e xantinas.

Achyroclines satureioides, popularmente conhecida como Marcela, assim como
o fruto do Guarand (Paullinia cupana), vem sendo utilizados na medicina popular ha
centenas de anos. As inflorescéncias da Marcela sdo ricas em polifenois, como a
quercetina e luteolina, 3-O-metilquercetina e Achyrobichalcona (Carini et al. 2014).
Esses polifenois possuem propriedades antimicrobianas. A quercetina possui uma
funcdo protetora em infec¢des de Shigella no modelo animal (Carini et al. 2014),
estudos in vitro também mostraram uma acdo na membrana bacteriana de patdgenos,
diminuindo o seu fator de viruléncia . A luteolina também tem efeito antibacteriano em

E. coli (Eumkeb el al. 2012).



O guarand ¢ consumido com fins medicinais em todo o mundo, mas
principalmente no Brasil. Esse extrato € rico em polifendis como xantinas e catequinas
(Bittencourt el al. 2014). As epicatequinas possuem efeitos anti infectivos (La Rosa et
al. 2014) e antimicrobianos. A catequina do ché verde também possui um efeito indireto
no combate a patogenos, estimulando a resposta imune através dos macrofagos e na

producao de citocinas (Matsunaga el al. 2001).

A relacdo entre compostos secundarios e efeito na microbiota intestinal sdo de
extrema relevancia para entender como o equilibrio gastrointestinal pode influenciar
pardmetros metabdlicos no resto do corpo, sendo assim a hipdtese deste projeto ¢é
caracterizar ¢ comparar as alteracdes na microbiota intestinal de ratos wistar adultos

suplementados com extratos vegetais Achyroclines satureioides e Paullinia cupana.

2 Material e Métodos
2.1 Reagentes quimicos

O po6 de Guarana foi obtido da marca Lifar Ltd. (Porto Alegre, RS, Brasil). Para
a preparagdo da fase liquida da Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC)
utilizamos acetonitrila e metanol (Tedia, Fairfield, OH, USA), &cido acético
(Cromoline, Sao Paulo, Brazil), acetato de etila (Scientific HEXIS S/A. Mexico) e dgua
purificada (Milli-Q™ system, Millipore, Bedford, MA, USA). Os padrdes de quercetina,
luteolina, 3-O-metilquercetina foram obtidos da Sigma, Alfa Aesar (Alemanha) e
Extrasynthese (Franca), respectivamente. Todos os outros reagentes utilizados foram de

grau analitico.

2.2 Preparagao do extrato hidroetandlico

Inflorescéncias de Achyrocline satureioides foram compradas do Centro de
Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agronomicas (CPQBA, Universidade de Campinas,

Brazil). As amostras das plantas foram coletadas e secas a temperatura ambiente em



maio de 2013 e identificadas como cultivar CPQBA/2 registrado no Ministério

Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA-Brazil) com o nimero 22975.

Um extrato hidroetanolico 80% foi preparado com as influorecéncias 7,5:100
(peso(g)/volume(mL)). A solucdo extrativa ficou em contato com as influorecéncias
durate 8 dias, posteriormente o solvente foi evaporado em rotaevaporador e a solucdo
restante foi liofilizada conforme metodologia proposta por Sonaglio (1984) e mantida

sob congelamento a temperatura de - 20 °C.

2.3 Conteudo de flavonoides do extrato de Achyroclines satureioides

A analise por cromatografia liquida de alta eficiencia sera realizada conforme
descrito por De Souza et al. (2002), utilizando um cromatdgrafo Waters (Milford, MA,
EUA): uma bomba de agua 510, um controlador automatico de aguas de fluxo 600, uma
valvula de injec¢dao Rheodyne 7125 com um loop de 20 pl, 486-um detector de UV de
comprimento de onda varidvel (ajustado a 362 nm). Serdo utilizadas como substancias de

referéncia (padrdes) os flavonoides, quercetina, luteolina e 3-O-metilquercetina.

O extrato em pod serd diluido em metanol, a andlise serd realizada usando coluna
Shim-pack column CLC-ODS (M) RP-18, (tamanho particula 5 pm) comprimento 250
mm X 4 mm. A fase movel serd constituida de uma mistura de metanol- acido fosfoérico
0,16 M (53:47, v/v), com um fluxo de 0,6 mL/min operado a temperatura de (23 + 1°C)
utilizando . Os resultados serdo expressos em pg de flavonoides/mg de extrato em peso

seco (De Souza, 2002).

2.4 Tratamento e manipulag¢do dos animais

Foram utilizados 40 ratos machos wistar com 150 dias de idade obtidos no
biotério do Departamento de Bioquimica - UFRGS mediante aprovag¢ao do do projeto
no CEUA sob o numero 23900. Os ratos foram mantidos em salas especificas do
biotério, seguindo todas os padrdes do Guide for Care and Use of Laboratory Animals,

pelas normas de bem-estar em animais de laboratério e biosseguranca em



experimentacdo animal, de acordo com a Sociedade Brasileira de Experimentacio e

Ciéncia em Animais de Laboratorio.

Também foram respeitadas as leis de uso € manipulacido de animais em pesquisa:
A Lei Federal n° 11794, de 8 de outubro de 2008 ¢ a resolugdo de n® 879, de 15 de
fevereiro de 2008. Os animais foram mantidos em gaiolas com 4gua e ragdo comercial
propria do biotério ad libitum, divididos em em 4 grupos de 10 animais por grupo,
sendo os grupos: Controle - (solucdo salina), Cafeina (60mg/Kg), Paullinia cupana.
(0,021g/Kg) e Achyroclines satureioides (0,35mg/Kg) equivalente ao consumo de
150mL de ché por dia

Os animais receberam suplementagdo com extrato diariamente, durante 21 dias,
via gavagem em volume maximo de ImL calculado de acordo com o peso individual

que foi acompanhado semanalmente para a administragdo adequada de cada tratamento.

2.5 Coleta Fecal

As fezes dos animais foram coletadas antes do tratamento DO e depois do
tratamento D21. A coleta foi realizada na bancada para manipulacdo de animais do
Biotério — UFRGS, sendo feita uma assepsia prévia com alcool 70%. As fezes foram
recolhidas e colocadas em microtubos previamente esterilizados por 20 min no UV
dentro do fluxo laminar. Foram feitos pools de fezes nos tubos, a fim de melhor

representar a diversidade de cada grupo, sendo feitos 4 microtubos para cada grupo.

2.6 Extracdo do DNA

As extragdes foram feitas imediatamente apds a coleta utilizando o QIAmp DNA
Stool Mini Kit da marca QIAGEN, especifico para extragdo de DNA fecal. As amostras
de material genético extraido foram armazenadas a -20 °C para amplificagdo e posterior

purificagao.



2.7 Amplifica¢do do DNA

Os primers utilizados para amplificacdo por PCR foram os oligos F515 e R806.
Condigoes da PCR.

2.8 Sequenciamento de alto desempenho dos produtos de amplificagcdo dos genes de

interesse

Para analise metagendmica das comunidades presentes nas amostras fecais, os
fragmentos dos genes 16S gerados por PCR foram submetidos ao sequenciamento de
alto desempenho utilizando-se um sequenciador lon Personal Genome Machine (PGM)

System (Life Technologies).

A construcdo das bibliotecas foi realizada com o kit lon Plus Fragment Library
para amplicons curtos (< 350pb), a partir de uma quantidade inicial de 100 ng de
produto de amplificagdo. A cada amostra foi incorporado um adaptador (barcode) do kit
lon Xpress Barcode 1-16, para que as amostras pudessem ser sequenciadas em uma
mesma corrida, diminuindo os custos do processo. Todos os procedimentos para a
construcdo das bibliotecas foram realizados como recomendado pelo fabricante. As
bibliotecas foram quantificadas e equalizadas com o kit fon Library Equalizer, conforme
recomendado no manual do fabricante. A PCR em emulsdo e os passos de
enriquecimento foram realizados conforme descricao do kit fon PGM Template OT?2
200, utilizando o equipamento lon OneTouch 2 System. O sequenciamento foi realizado
em um chip lon 316, com o kit lon PGM Sequencing 200 v2, seguindo as

recomendagoes do fabricante.

2.9 Analise de sequenciamento de alto desempenho

A leitura do 16S rRNA foi gerada utilizando sequenciamento de alto rendimento
e submetidas a um controle de qualidade. As sequencias com comprimento minimo de
100 pb foram triadas para remover bases de baixa qualidade para o minimo de
pontuacao Phred 30, utilizando o software PRINSEQ (SCHMIEDER, EDWARDS,
2011).



Os restos mortais foram sequéncias replicadas lidas e classificadas por ordem
decrescente e depois filtradas para excluir singletons usando USEARCH v7.0.1090
(Edgar, 2010).

A atribuicdo taxondmico foi obtida através do sofware  QIIME vl.7
(CAPORASO et al, 2010). OTUs foram selecionados com base em 97% de
semelhanca de sequéncias; Dados taxondmicos foram alcancados através do algoritmo
de classificagdao usando o 97% de GreenGenes OTUs Versao 13.8 (DESANTIS et al.,
20006).

2.10 Analises bioquimicas

Perfil Redox: foram investigados diversos pardmetros enzimaticos no figado,
rim e intestino, estruturas previamente isoladas cirurgicamente, armazenadas a -80°C e
homogeneizadas em tampao fosfato. A atividade da enzima catalase foi avaliada pela
observagdo da taxa de degradagdo do perdxido de hidrogénio através da leitura da
absorbancia em espectrofotometro a 240 nm (AEBI, 1984). A atividade da glutationa
peroxidase foi avaliada através da avaliacdo da taxa de oxidagdo do NADPH em
espectrofotometro a 340 nm (WENDEL, 1981). A atividade da enzima superoxido
dismutase foi avaliada pela quantificacdo da inibicdo da auto-oxidacdo superoxido
dependente da adrenalina em espectrofotdmetro a 480 nm (MISR, FRIDOVICH, 1972).
Atividade da enzima glutationa-S-transferase foi determinada em espectrofotometro a
340 nm pela medida da formagdo do conjugado da glutationa com o cloro-dinitro
benzeno (CDNB). Resumidamente, as amostras foram misturadas com um tampao GSH
20mM. Depois, a reacdo foi iniciada pela adigdo de CDNB 20mM a 30°C, monitorada
por 3 mim (HABIG, JAKOBY, 1981).

Niveis de carbonilagdo protéica e nitrosilacdo de proteinas: as proteinas foram
precipitadas pela adicdo de 4acido tricloroacético 20% e depois resolubilizadas em
DNPH. O contetido de grupamentos carbonil foi entdo determinado por absorbancia em

espectrofotometro a 370 nm conforme método de (Levine et al. 1990).



Niveis de lipoperoxidacdo: A formagdo de espécies reativas ao 4acido
tiobarbiturico (TBARS) serd quantificada por uma reagdo acida de aquecimento com
acido tiobarbiturico, sendo amplamente adotado como medida de dano oxidativo a
lipidios. Resumidamente, as amostras serdo misturadas com 0,6mL de écido tricloro-
acético 10% e centrifugadas (10,000%g 10 min). O sobrenadante serd entdo misturado a
0,5mL de acido tiobarbittrico 0,67% e aquecido em banho-maria em agua fervente por
25 min. O contetido de TBARS sera entdo determinado por absorbancia em

espectrofotometro a 532 nm (Draper e Hadley, 1990).

Estado redox de grupamentos tidis protéicos e ndo protéicos: O contetdo total
de grupamentos tidis em seu estado reduzido serd quantificado como uma avaliagdo do
estado redox das regides do sistema nervoso central analisadas, visto que eles estdo
presentes em proteinas, assim como em moléculas de glutationa. Resumidamente, uma
aliquota das amostras sera diluida em SDS 0,1%. Depois, sera acrescentado acido 5,5-
ditiobis-2-nitrobenzoico 0,01M, preparado em etanol. A coloragdo amarelo intensa sera
lida em espectrofotometro a 412 nm apds 60 min para a obten¢do do contetido total de
grupamentos tidis. Para a determinagdo da fragdo protéica e nao-proteica, uma alicota da
amostra serd misturada previamente com acido tricloro-acético 20% para a separacio

das fragdes protéica e ndo-proteica (Ellman, 1959).

2.11 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados utilizando a andlise de variancia (ANOVA).
Utilizamos também o teste Tukey para médias de diferengas com o auxilio dos

professores e estudantes do Nucleo de Apoio de Estatistica.

3 Resultados e Discussao

3.1 Composigdo dos flavonoides do extrato de Achyroclines satureoides



A identificacdio da Achyrobichalcona, quercetina, luteolina e 3-o-
metilquercetina no extrato de Achyrocline satureioides foi possivel através da separagao
por HPLC. A composi¢ao de flavonoides totais do extrato etandlico foi 132 mg/g

(Tabela 1 e Fig. 1).

Tabela 1. Contetdo total de flavonoides do extrato de Achyroclines satureoides

(ug/mg DW ). * n=3; S.D.= desvio padrdo; Rt=tempo de retencao.

Samples  Quercetin 3-o0- Luteolin Achyrobichalco Flavonoid
a (ug/mg) methylquerceti a na (ng/mg) es Totais
na (ug/mg)  (ng/mg)
Extrato 27.7+0.6 62.3+0.5 18.0 24.0 £0.8 132.0
hidro +0.01
etanolico
liofilizad
0.
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Fig. 1. Perfil cromatografico dos flavonoides encontrados nos extratos de Achyroclines
satureoides (1) quercetina, (2) luteolina (3) 3-o-metilquercetina, and (4)
Achyrobichalcona.

3.2 Composi¢do do Extrato de Paullinia cupana



A composicdo do Guarana foi realizada anteriormente pelo nosso grupo
(Bittencourt et al. 2014) As concentracdes de flavonoides foram: cafeina (34.19 + 1.26
mg/g), theobromina (0.14 £ 0.01 mg/g), (+)-catechina (3.76 £ 0.12 mg/g), and (-)-
epicatechina (4.05 £ 0.16 mg/g) (Tabela 2 ). Como podemos observar, o extrato
comercial do guarana ¢ rico em compostos com comprovada atividade antimicrobiana

(Bittencourt et al. 2014, Steinmann et al. 2013).

Tabela 2. Conteudo total de polifendis no extrato comercial de Guarana (ug/100 g DW).
* n=3; S.D.= desvio padrao; Rt= tempo de retengdo. Letras diferentes na mesma coluna

indicam diferencga estatistica entre os polifenois.

N° Pico Polifenol Rt (min) Concentracoes (mg/g) +
S.D.*
1 Theobromina 3.2 0.14 +0.01°
2 Cafeina 5.0 34.19 £ 1.26
3 (+)-Catechina 8.7 3.76 £0.12°
4 (-)-Epicatechina 10.4 4.05+0.16°
Total 42.15+1.53

3.3 Amplifica¢do do DNA



Fig. 2. Gel de agarose 3% para confirmar o aparecimento de banda nica

3.4 Analise de sequenciamento de alto desempenho

A Figura 3 apresenta os principais filos de bactérias encontrados por meio da

analise de sequenciamento antes e ap0Os o tratamento.
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Fig 3. Alteracdo em % nas proporg¢des dos Filos bacterianos ao longo do tratamento.
(Inicial = Antes do tratamento / Final = Pos tratamento com extrato de A. satureioides,
Paullinia cupana e cafeina)

O controle apresenta como seria o perfil esperado quanto a propor¢do de
bactérias. Como pode-se obervar, tanto este como no extrato de 4. satureioides, o perfil
de filos bacterianos ndo sofreu alteracdes significativas, principalmente frente as
propor¢des de Firmicutes/Bacteriodetes, filos estes que vem sendo associados a doengas

como obesidade e diabetes (Eckburg et al., 2005; Ley et al., 2005, 2006)

Diferente do controle e do extrato de 4. satureioides, os extratos de Paullinia
cupana cafeina (controle) mostraram que houve uma diferenga significativa no perfil

dos filos com destaque para Firmicutes/Bacteriodetes depois do tratamento.

O extrato de A. satureioides ¢ rico em flavonoides (Tabela 1), estudos
demonstram que a suplementacdo com compostos ricos em polifendis € capaz de alterar

as populagdes microbianas do intestino (Cuervo et al. 2014) (Etxeberria et al. 2015)



Em estudos realizados com a quercetina, flavonoide presente no extrato,
demostraram que em uma situacdo de disbiose induzida por dieta hiperlipidica, a
administracao desse flavonodide ¢ capaz de minimizar os efeitos na disbiose intestinal

(Etxeberria et al. 2015).

Essa propriedade protetora dos compostos frente a uma disbiose poderia
justificar o porque ndo observamos alteragdo nas  propor¢des  de

Firmicutes/Bacteriodetes no final do tratamento.

3.5 Analises Bioquimicas

Através dos resultados expressos na (Fig. 4) para avaliar o dano lipidico
(TBARS), dano proteico (Carbonil) e dano ao grupamento Sulfidril (SH) ndo
encontramos diferengcas nos tratamentos o que indica que nenhum dos extratos

induzindo dano oxidativo, apesar da modulacdo nas populacdes bacterianas.

Isso nos leva a crer que os extratos de Paullinia cupana e Achyrocline
satureioides nao tem efeito pro oxidante no intestino nesse tratamento.

No entanto podemos ver uma diminuic¢ao na atividade enzimatica da Catalase e um

aumento na atividade enzimatica na Glutationa-S-transferase no intestino (Fig 5.).
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Fig. 4 Teste Lipoperoxidagdo (TBARS), Teste de Proteinas Carboniladas (Carbonil) e
Dano ao grupamento Sulfidril (SH) na por¢ao final do intestino.
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Fig. 5 Atividade das enzimas antioxidantes: enzima catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPX) e Atividade da enzima de detoxificagdo glutationa-S-transferase
(GST) na porg¢ao terminal do intestino.
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Fig. 6 Teste Lipoperoxidacdo (TBARS), Teste de Proteinas Carboniladas (Carbonil) e

Dano ao grupamento Sulfidril (SH) no Figado.
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Fig. 7 Atividade das enzimas antioxidantes: Catalase (CAT) e Glutationa peroxidase
(GPX) e Atividade da enzima de detoxificacdo Glutationa-S-transferase (GST) no

Figado.

3.6 Flavonoides modulam a atividade enzimadtica sem causar dano:

O epitéllio intestinal funciona literalmente como uma barreira para bactérias
patogénicas. Essa barreira ndo pode ser estritamente fechada, visto que a

permeabilidade do intestino é essencial para a homeostase do sistema digestorio.

E necessario um balango entre a permeabilidade para reabsorver os sais biliares
e nutrientes na digestdo e um bloqueio da entrada de organismos potencialmente
patogénicos. Essa barreira intestinal ¢ formada por 3 camadas: um endotélio
vascularizado na por¢do mais interna, uma camada e células epiteliais e uma cobertura

de muco.



Esse muco ¢ produzido por células de Goblet inseridas no epitélio intestinal
através da secrecao de mucina, que € glicosilada e polimerizada, formando uma camada
de protecdao. Quando temos uma disbiose intestinal podemos ter um desbalanco na
permeabilidade do intestino, levando a uma maior entrada de toxinas ou de agentes
patogénicos ou a uma menor absor¢cdo dos nutrientes e fluidos necessarios para a
homeostase corporal. (Zuckerman et al. 1993). Sabemos que a microbiota intestinal
libera compostos secundarios do seu metabolismo no limen do intestino, esses
compostos secundarios podem ser benéficos para o hospedeiro, como bacteriocinas
especificas contra patdégenos (Rea et al. 2011), ou maléficos como citocinas préd

inflamatorias.

No caso das enzimas oxidantes, vimos uma diminuic¢ao da atividade da Catalase
intestinal nos grupos tratados (Fig. 5). Essa diminui¢ao pode significar que os polifendis
presentes no tratamento estao quelando os radicais livres intestinais. Essa diminui¢ao
dos radicais livres, que precisariam ser detoxificados, gera um menor recrutamento das
enzimas, explicando a diminui¢do que vimos na Catalase. Essa menor atividade
enzimatica também se mostrou presente no figado, onde tivemos uma diminui¢do na
enzima GPX em todos os grupos tratados (Fig. 7). Essa diminui¢cdo no necessidade de
enzimas antioxidantes é comprovada no teste de danos ao figado, onde observamos uma
menor peroxidacdo lipidica nos grupos tratados com extratos (Fig. 6). Essa diminuicao
corrobora com a hipdtese de que os flavondides dos extratos estdo reagindo com os
radicais livres que causariam um dano. Mesmo que os grupos controle sejam animais
saudaveis, sabemos que o dano por estresse oxidativo ocorre naturalmente em todos os

organismos que fazem respiracao.

Na enzima de detoxificagdo Glutationa-S-Transferase do intestino, observamos
um aumento no grupo tratado com Guarana. Esse aumento provavelmente se deve a
necessidade de detoxificar os xenobidticos presentes no extrato e excreta-los. Uma
maior entrada de xenobioticos associados com GST pode ser interpretado com um
aumento na permeabilidade intestinal. Como sabemos que o aumento da permeabilidade
acompanha uma disbiose (Zuckerman et al. 1993), isso explica os resultados observados

no sequenciamento, onde vemos o aumento na propor¢ao F/B. Considerando que a



proporcao de Firmicutes/Bacteroidetes pode ser considerada um parametro diretamente
afetado no estado inflamatorio cronico em sindromes metabodlicas, como diabetes e
obesidade, imaginavamos que o Guarana causaria uma diminui¢do nessa proporg¢ao.
Nossos resultados mostram que ambos os tratamentos com cafeina e guarana
aumentaram a propor¢do de Firmicutes/Bacterioidetes. As alteragdes nos dois grupos
foram muito semelhantes, indicando que elas se devem principalmente a presenca de
cafeina no extrato. Utilizando apenas os filos como parametro podemos ter ideia de uma
disbiose especifica na microbiota intestinal dos animais tratados com o extrato de

Guarana (Fig. 3).

4 Conclusao

Considerando que a microbiota inicial dos ratos deste estudo corresponde a de
individuos saudéveis, nossos resultados apresentam o extrato de A. satureioides como
um tratamento que nao causa disbiose, capaz de manter as proporgdes naturais da
microbiota intestinal, mesmo modulando a atividade enzimatica. J4 no extrato de
Paullinia cupana, apesar de ndo observarmos dano oxidativo, fica claro que a utilizagado
desses extratos gera uma disbiose intestinal. Essa disbiose se assemelha as alteragdes
observadas em sindromes metabdlicas, como obesidade e diabetes, onde temos um

quadro pré inflamatério cronico.

5 Perspectivas Futuras

Agora que sabemos os efeitos dos extratos de 4. satureioides e P. cupana na
microbiota de ratos saudaveis, podemos pensar em como utilizar esses extratos aliados a
dieta. E possivel pensar que a Marcela possa amenizar a disbiose causada por uma dieta
hiperlipidica, assim como o Guarana pode piorar o quadro inflamatorio decorrente da
sindrome metabdlica e consequentemente disbiose, porém s6é com estudos futuros
poderemos comprovar essas teorias.



Pensando no método de sequenciamento, essa técnica abre uma gama de opgdes
para o nosso grupo de pesquisa, grande parte dos experimentos com modelo animal
poderao ser visto de uma perspectiva nova. A ecologia microbiana geralmente ¢ afetada
junto com a homeostase corporal, quando observamos alteragdes em outros fatores
corporais decorrente dos tratamentos, € possivel que também vejamos uma disbiose.
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