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INTRODUCAO ESTENDIDA

A prevaléncia da obesidade tem ocorrido em todo o mundo (Flegal et al., 2002), de acordo
com o ministério da saude do ano de 2006 a 2018 o indice de pessoas obesas no Brasil teve
um aumento de 67,8%. Em contrapartida, o consumo de frutas e verduras teve um aumento
de 15,5% nos ultimos 10 anos, demonstrando um interesse da populacdo em ter habitos
mais saudaveis (MS, 2019). A obesidade € uma doenca que pode acarretar prejuizos graves
a saude (Pinheiro et al. 2004) e seu diagnostico ¢ feito através do indice de massa corporal
total do individuo e a circunferéncia abdominal, onde é avaliada a presenca de excesso de
adiposidade na regido abdominal (National Heart et al., 1998). Esta doenca pode ser
acarretada por diversos fatores, sendo eles genéticos, metabdlicos, comportamentais ou
ambientais (Malnick et al., 2006). O individuo que possui esta doenca apresenta uma
alteracdo na homeostase corporal, onde uma disparidade no balango redox ocorre, como 0
excesso de peroxidacdo lipidica nas membranas celulares, formando diversos radicais livres
(Franca et al., 2013). Quando ocorre um desequilibrio entre compostos oxidantes e
antioxidantes no corpo favorecendo a geracdo de radicais livres, comeca o processo de
estresse oxidativo (Barbosa et al., 2010). Entendem-se entdo, de forma mais aprofundada,
as diferentes causas e consequéncias da obesidade porém ndo existe um protocolo exato

para tratar a doenca (North American Association for the Study of Obesity et al., 2000).

Diferentes estratégias podem ser utilizadas para tentar diminuir os efeitos da obesidade.
Vemos como uma das estratégias mais comuns a modificacdo da dieta (Bray et al., 2012).
Dentre essas modificagdes, € muito comum a adi¢do de frutas e verduras, as quais sdo ricas
em antioxidantes (de Almeida Melo et al., 2008). Segundo a definicdo de Halliwell &
Gutteridge (1989) podemos considerar como antioxidantes “qualquer substincia que,

quando presente em baixas concentragcGes, comparada com a de um substrato oxidavel



atrasa significativamente ou impede a oxidacdo desse substrato”. Antioxidantes na maioria
dos casos ndo causam perda de peso, mas podem gerar certo nivel de protecdo contra a
modificacdo oxidativa, fazendo deles uma boa estratégia terapéutica para a obesidade
(Vincent et al., 2007). Uma espécie promissora para fins medicinais é o guarana (Paullinia
cupana) (Espinola, E. B., et al., 1997), porém também observam-se alguns efeitos toxicos
provavelmente devido ao elevado teor de alguns compostos secundarios nesta planta
(Posadzkiet et al., 2005). O guarana é uma fruta rica em polifendis e xantinas (Bittencourt
Lda et al., 2014). Os polifendis sdo produtos secundarios do metabolismo vegetal,
constituindo um grande e complexo grupo de fitoquimicos que possuem capacidade
antioxidante. Essa capacidade se d& devido a suas propriedades redutoras, as quais tem
intensidade varidvel dentre cada fitoquimico (Rice-Evans et al., 1997). Devido a grande
quantidade de cafeina presente em sua semente, o guarana é conhecido e difundido
principalmente por seus efeitos estimulantes (Bittencourt Lda et al., 2014). Pela cafeina em
sua composicdo 0 guarana possui um efeito termogénico (Bortolin et al., 2019), o qual
poderia ser importante no contexto da obesidade e seus efeitos sobre o corpo, como a
inflamacéo cronica (Park et al., 2010) e aumento no estresse oxidativo (Lechuga-Sancho et
al., 2018). Existem, por exemplo, estudos realizados com popula¢Ges amazoénicas que
demonstram uma relacdo entre o consumo de guarana e a diminuicdo de marcadores de
estresse oxidativo (Krewer C da et al., 2011). Tendo em vista que a cafeina pode influenciar
0 comportamento aumentando o estado de alerta (Fredholmet et al., 1999) acredita-se que o
guarana também poderia causar alteracdes comportamentais devido a cafeina presente em
sua composicdo. Existe uma conexdo entre dieta hipercaldrica e comportamento, estudos
recentes demonstram que tratamentos com dieta ocidental evocam efeitos ansioliticos em
camundongos (Del Rio et al., 2016). Foram encontradas relagdes entre obesidade e

psicopatologias entre pessoas obesas que procuram tratamento (Stunkard et al., 2003),



sendo uma delas o fato de que a obesidade € um estado inflamatorio visto que o ganho de
peso ativa as vias inflamatorias e a inflamacdo, por sua vez, foi associada a transtornos
comportamentais como a depressdo (Luppino et al., 2010). Devido a relacdo entre
obesidade e alteragdes comportamentais, uma avaliacdo do comportamento de animais
obesos se faz necesséria, visto que esses resultados sdo uma boa medicdo do bem estar

animal (Foltz et al., 2007).

Outro fator que é influenciado por uma dieta rica em calorias € a microbiota intestinal
(Daniel et al., 2014). Estudos pré clinicos sugerem que a microbiota intestinal modula a
atividade e o comportamento do cérebro por meio de vias neuroenddcrinas, neuroimunes,
neurais e humorais (Cryan and Dinan, 2012; Dinan and Cryan, 2013). Ao transplantar o
microbioma de um animal obeso para um animal controle, podemos ver uma alteracdo
significativa no comportamento do mesmo, o qual demonstra comportamentos similares a
ansiedade (Kelly et al., 2016). Sabe-se também, que o0 aumento ou diminuicdo de diferentes

tipos de bactérias no organismo esta relacionado a sadde do individuo (Mayer et al., 2017).

Apesar do grande consumo de produtos vegetais pela populacéo, ainda sdo escassos estudos
que comprovam a sua eficéacia e totais efeitos sobre o organismo. Trabalhos que levem em
consideracdo o efeito desse consumo nos parametros microbianos, toxicoldgicos e

comportamentais se fazem necessarios.
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Abstract

O consumo de guarana (Paullinia cupana) entre a populacdo ¢ muito comum,
ainda sendo escassos 0s estudos sobre o efeito do mesmo. Sua semente é rica em alcaloides
e polifenois que possuem propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas,
sendo a cafeina seu principal composto. Uma dieta balanceada € de suma importancia para
a homeostase dos processos bioquimicos do corpo. Pessoas com um fendtipo obeso
geralmente desenvolvem sindrome metabolica, que esta relacionada com desbalango redox
e outras modificacbes no organismo. Este estudo visa analisar os efeitos da administracdo
do extrato comercial de guarana no balango redox, no comportamento e na microbiota de
animais saudaveis e obesos apds 90 dias de tratamento. O estado redox foi avaliado por
testes de grupamentos SH total, carbonil e TBARS, os testes comportamentais foram

analisados com o software Anymaze e as analises de microbiota utilizando sequenciamento



do rDNA 16S. No Intestino o tratamento ndo foi capaz de reverter os efeitos da dieta
enquanto no figado observamos um efeito hepatoprotetor do guarana. O tratamento com
guarand também foi capaz de modular positivamente o comportamento e alterar a

microbiota dos animais.
Palavras chave:

Guarana, cafeina, estresse oxidativo, microbiota, comportamento.
1. INTRODUCAO

A obesidade ¢ caracterizada pelo excesso de gordura corporal acumulada, a qual
pode acarretar prejuizos graves a saude do individuo (Pinheiro et al. 2004). O paciente que
possui esta doenca apresenta uma alteracdo na homeostase corporal, onde uma disparidade
no balanco redox ocorre, como o excesso de peroxidacdo lipidica nas membranas celulares,
formando diversos radicais livres (Franca et al., 2013). Quando ocorre um desequilibrio
entre compostos oxidantes e antioxidantes no corpo favorecendo a geracdo de radicais

livres, comeca o processo de estresse oxidativo (Barbosa et al., 2010).

Diferentes estratégias podem ser utilizadas para tentar diminuir os efeitos da
obesidade sobre o corpo. Uma préatica muito comum é a adicdo de frutas e verduras ricas
em antioxidantes na dieta. Os antioxidantes podem ndo causar perda de peso, mas sim gerar
certo nivel de protecdo contra a modificacdo oxidativa de lipidios (Vincent et al., 2007).
Compostos secundarios sdo utilizados pela populacdo com diferentes finalidades, o guarana
(Paullinia cupana) é conhecido e altamente difundido principalmente por seus efeitos
estimulantes, os quais sdo atribuidos a grande quantidade de cafeina presente em sua
semente (Bittencourt Lda et al., 2014). Devido a cafeina, o guarand possui um efeito

termogénico (Bortolin et al., 2019), o qual poderia ser importante no contexto da obesidade



e seus efeitos sobre o corpo, como a inflamacéo cronica (Park et al., 2010) e um aumento
no estresse oxidativo (Lechuga-Sancho et al., 2018). Existem, por exemplo, estudos que
demonstram que o consumo de guarand esta relacionado a diminui¢cdo de marcadores de

estresse oxidativo em populagdes amazonicas (Krewer C da et al., 2011).

Tendo em vista que a cafeina pode influenciar o comportamento aumentando o
estado de alerta (Fredholmet et al., 1999) acredita-se que o guarana também poderia causar
alteracbes comportamentais devido a cafeina presente em sua composicao. Sabe-se que, por
exemplo, indios da tribo Maués consumiam uma bebida a base de Guarana quando
realizavam longas cagadas (Smith e Atroch, 2010). As plantas, em geral, sdo conhecidas e
utilizadas por diferentes povos com as mais diversas finalidades, sendo o Guarana
(Paullinia cupana) uma espécie promissora para fins medicinais (Espinola, E. B., et al.,
1997), porém também observam-se alguns efeitos toxicos provavelmente devido ao elevado
teor de alguns compostos secundarios nesta planta (Posadzkiet et al., 2005). Os trabalhos
publicados sobre a toxicidade de extratos vegetais ainda sdo escassos, sendo importante
analisar os efeitos destes compostos devido ao grande uso dessa planta na medicina

popular.

2. METODOLOGIA

2.1. Animais

As amostras bioldgicas utilizadas neste trabalho sdo oriundas de cinquenta e
quatro (54) ratos machos Wistar com 90 dias de vida, provenientes do biotério do
Departamento de bioguimica — UFRGS ap0s a aprovacéo do projeto de numero 23900 pelo
CEUA. Todas as normas de bem estar em animais de laboratério e biosseguranca em
experimentacdo animal foram respeitadas, de acordo com a Sociedade Brasileira de

Experimentagdo e Ciéncia em Animais de Laboratorio, assim como as leis de uso e



manipulagdo de animais em pesquisa: A Lei Federal n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008 e a

resolucéo de n°® 879, de 15 de fevereiro de 2008.

2.2.Dieta e tratamento

Os animais foram divididos em 6 grupos, formando trés tratamentos com duas
dietas distintas, os quais sdo: Controle dieta Chow e dieta ocidental (Solucdo Salina),
Cafeina (60mg/Kg) dieta Chow e dieta ocidental, Paullinia cupana (0,021g/Kg) dieta

Chow e dieta ocidental.

Os animais pertencentes ao grupo de dieta Chow receberam ragdo comercial
propria do biotério, enquanto os animais pertencentes ao grupo de dieta ocidental
receberam uma racdo preparada no laborat6rio 32 do departamento de bioquimica. Para o
preparo desta racdo utilizou-se um modelo que mimetiza a dieta ocidental (Bortolin, R. C.
et al., 2018), composta por uma grande quantidade de gordura, acUcar e sal e pobre em
fibras. Todos os animais tiveram acesso a dieta correspondente ad libidum e foram
mantidos em gaiolas, sendo a dieta ocidental trocada a cada 72h ocorrendo um controle dos
restos de alimento deixados na caixa para verificar o consumo alimentar. O tratamento com
guarand se iniciou trinta (30) dias apds o inicio da dieta ocidental nos grupos obesos para
que fosse possivel observar se o extrato seria capaz de modular de alguma maneira a
microbiota intestinal apds a mesma ja ter sofrido um desequilibrio devido a dieta. Apds 90
dias de tratamento foi realizada a eutanésia e foram retiradas cirurgicamente e armazenadas
diversas estruturas dos animais, as quais foram armazenadas a -80°C para posterior

utilizacéo.

2.3. Dieta ocidental



A racgéo utilizada na dieta ocidental foi composta por:

Proteina de soja - Mix Vitaminico - 10g

200g

Banha de porco - ] ] _

180g Mix de Minerais - 409
Amido de Milho - Mix de Aminoacidos -
Acucar Refinado -

300g Oleo de Soja - 409

Fibras - 25g Agua - 200mL
Sal refinado - 14,59

Tabela 1: Composicdo e quantidades presentes na dieta ocidental.

2.4. Extrato de guarana

O extrato de sementes secas do Guarana utilizado foi da marca Lifar™ ¢ a dose
utilizada no tratamento corresponde ao consumo humano indicado pelo fornecedor, 1g de
extrato diluido em agua e consumido uma vez ao dia. Para esta dose foi feito o célculo de
1g por dia para um ser humano adulto de 70kg, quantificando 0,021g/kg. O extrato foi
administrado via gavagem diariamente em volume méximo de 700uL, calculando-se a

dosagem de acordo com o peso individual de cada animal.

2.5.Cafeina

A dose de cafeina administrada corresponde a quantidade presente na dose do

extrato de guarand, agindo entdo como um controle interno do extrato.

2.6. Anélises e experimentacao

2.6.1. Testes comportamentais

Foram realizados testes de campo aberto (open-field test) com a finalidade de
avaliar o estado de ansiedade (Prut et al., 2003) e a capacidade motora dos animais.
Primeiramente foi realizada uma habituacdo, onde os animais foram mantidos por 40
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minutos na sala onde seria realizado o teste. Apds este tempo os animais foram colocados,
de quatro em quatro, cada um em uma caixa com 100cm de aresta onde podiam caminhar
livremente enquanto eram monitorados via video por 10 minutos. Foi computado, com a
utilizacdo do software Anymaze, os comportamento de grooming. Este é um modelo de
teste de grau leve segundo o guia de severidade de procedimentos cientificos da CEUA-

UFRGS (2009).

2.6.2. Andlises do balango redox

Foram utilizados para a realizacdo destas analises 0s seguintes 6rgdos: figado e
intestino delgado homogeneizados em tampdo fosfato (PBS 50mM) e sobre tais estruturas
foram realizados 0s seguintes testes de estresse oxidativo: Grupamentos SH total, carbonil e
TBARs (Espécies reativas de acido barbiturico). Estas técnicas foram utilizadas para avaliar
o0 dano oxidativo a biomoléculas a partir da quantificagdo de marcadores de dano

oxidativo a lipidios e proteinas.

2.6.3. Grupamentos SH total (tiol reduzido)

Esta técnica foi utilizada para dosar grupamentos SH proteicos e ndo protéicos
utilizando a reacdo entre os mesmos e (Acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzdico (DTNB) , de
acordo com Ellman, GL. (1959). Para a realizacdo dos experimentos foi utilizada uma
quantidade especifica de amostra dependendo da concentragdo proteica das mesmas, a qual
foi entdo combinada com 30pL de tampdo forte, 10pL de DTNB 10mM e completada com
PBS 10mM até atingir 200uL em cada pogo de uma placa de 96 pocos. Essa placa deve ser

incubada por uma hora a temperatura ambiente e entdo lida em espectrofotdmetro a 412nm.

2.6.4. Carbonil (Determinacgdo de grupamentos carbonilados)
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A quantificacdo de grupamentos carbonil foi baseada em uma reacdo com
dinitrofenilhidrazina (DNPH), na qual, de maneira resumida, as proteinas foram
precipitadas pela adigdo de &cido tricloroacético 20%, centrifugadas a 4000xg por 5
minutos e descartado o sobrenadante, de acordo com Levine RL, et al. (1990). O restante
de amostra foi ressuspendido em 100pL de NaOH 0,2 e depois adicionados 100pL de
DNPH 10mM. Apds incubacdo e adicdo de 100puL de TCA 20% e centrifugacdo a
16.000xg por 5 minutos sdo realizadas 3 lavagens com etanol/acetato de etila (1:1). O
material devera entdo ser ressuspendido com 1mL de uréia (M pH 2,3 e centrifugados a
16.000xg por 4 minutos, para entdo poder ser transferido para uma placa de 69 poc¢os. Desta
forma, o contetdo de grupamentos carbonil serd determinado por sua absorbancia em um

espectrofotdbmetro a 370nm.

2.6.5. TBARs (Espécies reativas de &cido barbiturico)

Esta técnica foi utilizada como pardmetro de lipoperoxidacéo. As espécies reativas
foram quantificadas por uma reacdo acida de agquecimento com &cido tiobarbitirico, de
acordo com Esterbauer e Chessman — Methods in Enzimology (1990). De maneira
resumida, as amostras foram misturadas com &cido tricloroacético (TCA) 10% e
centrifugadas a 10,000xg por 10 min. O sobrenadante resultante foi pipetado em uma placa
de 96 pocos e misturado a 100uL de &cido tiobarbitdrico (TBA) 0,67%. Apds ser pipetada
também a curva que consiste em 1,1,3,3, tetrametoxipropano (TMP), 4gua miliQ e TBA a
placa é coberta com tampa de silicone, incubada em banho seco (dryblock) durante 20min a
100°C. Apos a placa esfriar, o contetdo de TBARS é determinado por sua absorbéancia em
um espectrofotdmetro a 532nm. Os resultados das absorbancias computadas pelo
espectrofotdbmetro apos cada leitura foram entdo utilizados para a realizacdo de diferentes

calculos e analises de acordo com o protocolo de cada técnica.
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2.6.6. Coleta e anélise de microbiota

Foi coletado e armazenado o contetido cecal em microtubos esterilizados apés a
eutandsia dos animais. Foram realizadas extracdes de DNA utilizando QIAmp DNA Stool
Mini Kit da marca QIAGEN, e o material genético proveniente da extracdo foi armazenado
a -20°C para amplificac@o e posterior purificacdo. A amplificacdo foi realizada através da
técnica PCR utilizando os primers oligos F515e R806 e os fragmentos dos genes 16
provenientes do PCR  foram  sequenciados utilizando o  sequenciador
lonPersonalGenomeMachine (PGM) System (Life Technologies). Para a analise da
microbiota foi utilizada a pipeline desenvolvida no Brazilian Microbiome Project (Pylro et
al., 2016). Para gerar a leitura do 16s rRNA foi utilizado um sequenciamento de alto
rendimento e as mesmas foram submetidas a um controle de qualidade onde as sequéncias
com comprimento minimo de 100 pb foram triadas, removendo bases de baixa qualidade.
Disso obtivemos sequéncias replicadas lidas e classificadas por ordem decrescente e depois
filtradas para excluir singletons usando USEARCH v7.0.1090 (Edgar, 2013). Para realizar
a atribuicdo taxondmica foi utilizado o software QIIME v1.7(Edgar, 2013) e os dados
taxonémicos foram alcancados a partir do algoritmo de classificacdo usando o 97% de
GreenGenes OTUs Versao 13.8 (Desantis et al., 2006). Para poder realizar as analises de
agrupamentos filogenéticos e a contribuicdo de cada género foi utilizado o software R

Studio Versdo 1.0.153.

3. Discussao e resultados

3.1. Anélises do balanco redox

3.1.1. Intestino delgado: TBARS

13
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Figura 1: Analise de dano oxidativo do intestino delgado. CH: Dieta chow; DO: Dieta ocidental; Com:

Controle; Caf: Cafeina; Gua: Guarana.

O tratamento ndo surtiu efeito sobre os grupos de diferentes dietas, porém,
observa-se uma diferenca significativa entre os grupos da dieta controle e ocidental. Mesmo
estando a obesidade atrelada ao aumento do estresse oxidativo no organismo em diversos
estudos (Savini et al., 2013), 0s grupos obesos, neste 6rgdo, apresentaram menor estresse
oxidativo do que os animais ndo obesos. Isso pode ser explicado, em parte, pelo fato dos
resultados da analise de TBARs estarem atrelados a um indicativo de nivel de
funcionamento metabdlico da amostra, além do estado redox. Animais com fenétipo obeso
podem apresentar um metabolismo mais lento no intestino, 0 que pode acarretar em um
menor estresse oxidativo em comparacdo aos animais controle, pelo fato da obesidade
acabar ocasionando uma menor atividade mitocondrial e consequentemente menos reagdes
de oxirreducdo do que em animais ndo obesos.

Questdes fisiologicas do 6rgdo também corroboram com essa hipdtese, visto que o

intestino delgado tem funcdo de absorcdo de nutrientes, que serdo encaminhados para
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serem metabolizados no figado. Sendo assim, as gorduras e aglcares ingeridos em excesso
pelo animal por ndo serem metabolizados por este érgdo, somadas a um fenotipo obeso e
um metabolismo possivelmente mais lento, acabariam nédo acarretando um dano téo alto
quanto o observado em animais ndo obesos. Nas quantidades utilizadas neste estudo, o

guarand e a cafeina ndo apresentaram efeito.

3.1.2. Intestino delgado: Sulfidril
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Figura 2: Andlise de dano oxidativo do intestino delgado. SH: sulfidril; CH: Dieta chow; DO: Dieta ocidental;

Com: Controle; Caf: Cafeina; Gua: Guarana;

Nas quantidades utilizadas neste estudo ndo foram observados resultados
significativos na analise de sulfidril realizadas no intestino delgado dos animais,

independente da dieta consumida ou do tratamento ao qual foram submetidos.
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3.1.3. Intestino delgado: Carbonil

Carbonil Intestino delgado

carbonil nmol/mg prot
| %]

o

Figura 3: Analise de dano oxidativo do intestino delgado. CH: Dieta chow; DO: Dieta ocidental; Com:

Controle; Caf: Cafeina; Gua: Guarang;

Observa-se uma diferenca significativa entre as diferentes dietas ocasionada pela
suplementacdo continua com guarand. Entretanto, mesmo ndo havendo uma diferenca
significativa entre os outros parametros analisados, podemos ver uma tendéncia nos
resultados, onde, assim como nas outras andlises realizadas no intestino delgado, o grupo
obeso aparenta apresentar um indice menor de oxidacdo proteica, ou seja, havendo maior
dano em proteinas nos animais ndo obesos tratados com guarand do que nos obesos. Em
geral o guarand aparenta desempenhar um efeito de protecdo em relacdo a oxidacdo
proteica quando utilizado em conjunto com a dieta ocidental. Mais estudos seriam

necessarios para entender melhor tais resultados.
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3.1.4. Figado: TBARs

TBARS Figado

TBARS nmol/mg

Figura 4: Analise de dano oxidativo do figado. CH: Dieta chow; DO: Dieta ocidental; Com: Controle; Caf:

Cafeina; Gua: Guarang;

Nesta analise podemos observar resultados significativos demonstrando diferencas
no nivel de estresse oxidativo entre todos 0s grupos, com exce¢do dos grupos tratados com
guarand. Este resultado poderia indicar um efeito protetivo do guarana sobre a oxidacédo
relacionado aos outros componentes do guarana que nao a cafeina, visto que a mesma nao
obteve tais resultados. Podemos observar o efeito da dieta sobre o balango redox do 6rgéo,
onde os animais obesos apresentam maior estresse oxidativo. Este resultado inverso aos
resultados encontrados no intestino delgado pode ser explicado também por questBes
fisiologicas. Devido ao sistema porta hepatico o figado serd o 6rgdo responsavel por
metabolizar toxinas, macro e micronutrientes (Arias et al., 2011). Sendo assim, a obesidade
causada pela dieta ocidental levara a sobrecarga do figado, um acimulo de acidos graxos
sobrecarregando as células e causando uma maior producdo de espécies reativas. Esse

aumento de espécies reativas gera estresse oxidativo. Este resultado é observado também
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em animais tratados com outras dietas hiperlipidicas, nos quais se é observado um aumento
nos peroxissomos do figado (Ishii et al., 1989), os quais também irdo gerar espécies

reativas em excesso.

3.1.5. Figado: Sufidril
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Figura 5: Analise de dano oxidativo do figado. SH: sufidril; CH: Dieta chow; DO: Dieta ocidental; Com:

Controle; Caf: Cafeina; Gua: Guarand; Prot: proteinas

Nesta anélise vemos um menor estresse oxidativo nos animais submetidos a dieta
ocidental quando comparados com 0s animais submetidos a dieta controle. Os animais
controle da dieta chow e controle da dieta ocidental apresentam diferencas significativas,
onde os animais do grupo Con DO apresentam menor estresse oxidativo. Podemos observar
também uma diferenca entre os grupos tratados com guarana dentro das diferentes dietas,
onde os animais obesos tratados com guarana apresentam um menor estresse oxidativo do

que aqueles da dieta controle, demonstrando um efeito de protecdo do guarana sobre o
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balanco redox. Este resultado esta ligado aos componentes exclusivos presentes no guarana,
visto que se observa uma diferenca entre os grupos Caf DO e Gua DO, excluindo a ideia de
que esse resultado poderia ser causado pela cafeina presente no guarand. Ainda nesta
analise podemos observar que 0s animais controle e os animais submetidos ao tratamento
com guarand dentro da mesma dieta (dieta ocidental) apresentam diferencas, onde os
animais tratados com guarana apresentam menor estresse oxidativo, sugerindo um efeito de
protecdo do guarana, sendo esta comparagdo nao significativa entre o controle e os animais

tratados com cafeina que receberam a dieta ocidental.

3.1.6. Figado: Carbonil
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Figura 6: Analise de dano oxidativo do figado. CH: Dieta chow; DO: Dieta ocidental; Com: Controle; Caf:

Cafeina; Gua: Guarang;

Nas quantidades de extrato utilizadas neste estudo ndo foram observados

resultados significativos nas analises de carbonil realizadas no figado dos animais.
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Figura 7: Heat map. ID: Intestino Delgado

O escore-Z possibilita comparar resultados de escalas diferentes ao criar uma
escala relativa entre as analises. O mapa demonstra conjuntamente as tendéncias inversas
das analises de estresse oxidativo entre figado e intestino, mostrando que os Orgdos
respondem de maneira diferente a dieta, onde observamos uma tendéncia a maior estresse
oxidativo no figado (representado pela cor azul) e uma tendéncia a um menor estresse
oxidativo no intestino delgado (representado pela cor laranja). Este resultado, como ja
citado anteriormente nas andlises de balango redox se da devido as fungdes fisioldgicas de
cada orgao, onde temos o intestino delgado realizando fungdes de absor¢do de nutrientes
sendo afetado de maneira diferente pela dieta ou tratamentos. Em contrapartida o figado,
devido a sua funcdo de metabolizagdo de nutrientes, paga o preco pela dieta rica em

gordura e agUcares, apresentando um estresse oxidativo maior.

3.3. Analises comportamentais
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3.3.1. Grooming
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Figura 8: Analise comportamental grooming (campo aberto). CH: Dieta chow; DO: Dieta ocidental; Com:

Controle; Caf: Cafeina; Gua: Guarang;

Grooming é um comportamento inato realizado por alguns roedores e esta
envolvido na manutencdo da higiene e em outros processos fisiologicamente importantes,
incluindo termorregulacdo e comunicacdo social (Denmark et al., 2010). Este
comportamento esta intimamente relacionado com sensacfes de bem estar e relaxamento
destes animais. Animais que sofrem de transtornos comportamentais tendem a realizar este
comportamento com menos frequéncia ou de maneira exacerbada (Kalueff et al., 2004).
Estudos demonstram que a obesidade e tais transtornos, como por exemplo ansiedade e
depressdo, ndo necessariamente conduzem um ao outro, mas em diversos casos estao

relacionados (Stunkard et al., 2003; Luppino et al., 2010).

Nesta andlise observa-se um aumento deste comportamento nos animais obesos

tratados com guarana quando relacionados aos outros dois grupos tratados com a dieta
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ocidental. Podemos também observar que os valores do grupo Gua DO assemelham-se aos
do grupo controle CH o que indica um efeito positivo do guarand em cima do déficit
comportamental que a dieta tem sobre os animais. Visto que apenas 0s animais tratados
com guarana retornaram ao controle de comportamento, pode-se observar que esse efeito
ndo se deve a quantidade de cafeina presente na mesma, mas sim dos outros compostos
presentes no guarana. Mais estudos precisam ser realizados sobre a ligacdo entre guarana e
os efeitos antidepressivos ou ansioliticos que 0 mesmo aparenta desempenhar sobre animais

obesos.

3.4. Anélises de microbiota

3.4.1. Enterobacteriaceae
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Figura 9: Analise de microbiota. CH: Dieta chow; DO: Dieta ocidental; Com: Controle; Caf: Cafeina; Gua:

Guarana.

Enterobacteriaceae ¢ uma familia onde podemos encontrar diversos tipos de

bactérias relacionadas a situacGes patogénicas, como por exemplo, Escherichia coli,
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Salmonella sp., Edwardsiella tarda, entre outras (Oliveira et al., 2015). Visto que diversos
estudos corroboram a ideia de que a microbiota esta intimamente ligada a alteragdes na
atividade neural e comportamento (Cryan et al., 2012; Dinan et al., 2013), é de grande
interesse tracar um paralelo entre as analises comportamentais e de microbiota dos animais.
Nesta andlise podemos ver que os animais submetidos a dieta ocidental apresentam um
padrdo contrario aqueles que receberam a dieta controle, onde os animais obesos tratados
com guarand, assim como na analise comportamental, demonstram ter retornado seus niveis
de leituras aos padrGes do controle. Novamente o guarand aparenta possuir um efeito
protetivo, desta vez relacionado a diminuicdo desta familia de bactérias quando

comparados aos outros grupos que receberam a dieta ocidental.
3.4.2. Lactobacilliaceae
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Figura 10: Andlise de microbiota. CH: Dieta chow; DO: Dieta ocidental; Com: Controle; Caf: Cafeina; Gua:

Guarana;
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Ao contrério da familia citada anteriormente, Lactobacillaceae é uma familia
associada a saude e bem estar, na qual podemos encontrar algumas espécies (ex:
Lactobacillus reuteri e Lactobacillus gasseri) que demonstram ter a capacidade de diminuir
a adiposidade em casos de obesidade (Fak et al., 2012; Kadooka et al., 2010). Esta familia
também estd relacionada ao bom funcionamento gastrointestinal (Benno et al., 1996).
Podemos verificar uma diferenca significativa da presenca destas bactérias entre 0s grupos
que receberam a dieta controle e ocidental, onde os animais obesos apresentam uma
presenca menor desta familia do que os animais controle,. Entretanto, ao contréario da
familia Enterobacteriaceae, ndo se observam diferencas significativas entre os animais
tratados com guarané e cafeina e os animais controle, demonstrando que neste caso e nestas

dosagens os dois tratamentos ndo foram capazes de reverter o efeito da dieta.

4. Concluséao

Nossos resultados sugerem que a dieta ocidental causa disbiose e altera o balanco
redox dos drgdos digestivos. O tratamento com extrato de guarana ou a cafeina ndo foram
capazes de reverter a adipogénese e o ganho de peso. O guarana entretanto apresentou
efeitos positivos, atenuando o estresse oxidativo no figado, modulando o comportamento e
a microbiota dos animais obesos. As alteracdes na microbiota e comportamento estdo
associadas ao bem estar dos animais, porém mais estudos se fazem necessarios para

podermos avaliar os mecanismos de efeito do guarana.
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