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Resumo: Recentes mudancas nos padrdes alimentares, tais como 0 aumento
do consumo de alimentos ultraprocessados ricos em acucares e gorduras e
pobres em fibras alimentares, estdo associadas ao aumento da incidéncia de
Doencgas Crbnicas Nao Transmissiveis (DCNTs) como a Doenca Inflamatéria
Intestinal. Estes quadros sédo frequentemente associados a disbiose, que se
caracteriza pela alteracdo da microbiota intestinal em nimero e variedade de
espécies de bactérias, que em condi¢cdes normais estabelecem uma relacao
nbenéfica com o organismo, fornecendo protecdo contra patégenos e gerando
metabalitos importantes para a saude humana, como os acidos graxos de cadeia
curta (AGCCs) acetato, propionato e butirato. Esses compostos, uma vez
absorvidos, servem como substrato energético para colonécitos ou podem se
ligar a receptores especificos (GPR41 e GPR43). Nesse contexto, fibras
alimentares podem ser categorizadas como prebioticos, estimulando a
proliferacdo ou a atividade dessas bactérias, e estudos de fermentacao in vitro
se mostram como op¢des viaveis na avaliacdo dessas relacdes. Sendo assim,
este trabalho objetivou a padronizacado de uma técnica de fermentacéao in vitro
do tipo “batch”, utilizando amostras fecais humanas e inulina como prebiético
padrdo, e através dessa técnica avaliou o potencial prebiotico da farinha musa
spp AAA (banana nanica verde) e trés subprodutos agricolas, a saber bagaco de
Citrus aurantium (laranja), casca de Coffea ardbica (café) e caroco de Euterpe
oleracea (acai). A atividade prebiética foi determinada com base na producéao de
AGCCs e pela modulacdo da microbiota de microrganismos de interesse. Para
a fermentacdo foram utilizadas amostras frescas de fezes humanas
homogeneizadas em solucdo de NaHCOs3 sob atmosfera de argonio com adi¢cao
de inulina ou demais produtos. A producdo de AGCCs foi quantificada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) e a
modulacao microbiana por qPCR. A padronizacéo da técnica de fermentacéo in
vitro apresentou resultados satisfatorios quanto a sua estabilidade e
reprodutibilidade em diferentes individuos. Na avaliacdo da atividade prebidtica
dos produtos foi possivel identificar que a banana nanica verde promoveu
modulac¢des positivas nos trés AGCCs analisados enquanto o bagaco da laranja
e casca de café modularam acetato e propionato. Adicionalmente, através do

processo de fermentacdo foi possivel identificar modulagées microbianas
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positivas na expressdo de Ruminococcus intestinalis com a casca de café,
Lactobacilus gasseri e Akkermansia muciniphila com o caroco de acai e
Bifidobacterium adolescentis com a farinha de banana nanica verde e casca de
café, demonstrando que os protocolos adotados séo suficientemente robustos
para avaliar a atividade prebidtica de diversos produtos vegetais através da

producdo de AGCCs e da modulacdo microbiana.

Palavras-chave: fermentacao in vitro, microbiota intestinal, prebioticos
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Abstract: Recent changes in dietary patterns such as increased consumption of
ultra-processed foods, rich in sugars, fats and low in dietary fiber, are associated
with an increase in the incidence of Non-Communicable Diseases (NCDs) such
as Inflammatory Bowel Disease. These conditions are often associated with
dysbiosis which is characterized by changes in the intestinal microbiota in number
and variety of bacterial species. The gut microbiota under normal conditions
establishes a beneficial relationship with the organism, providing protection
against pathogens and generating important metabolites for human health, such
as the short-chain fatty acids (SCFAs) acetate, propionate and butyrate. These
compounds, once absorbed, serve as energy substrate for colonocytes or can
bind to specific receptors (GPR41 and GPR43). In this context, dietary fibers can
be categorized as prebiotics, stimulating the proliferation or activity of these
bacteria, and in vitro fermentation studies are shown to be viable options for
evaluating these relationships. Thus, this work aimed to standardize an in vitro
batch fermentation technique using human fecal samples and inulin, as a positive
prebiotic product and using this technique to evaluate the prebiotic potential of
Musa spp AAA flour (green dwarf banana) and three agricultural by-products:
Citrus aurantium (orange) pomace, Coffea arabica (coffee) cascara and Euterpe
oleracea (acai) seeds. Prebiotic activity was determined based on the production
of SCFAs and modulation of microorganisms of interest. For fermentation, fresh
samples of human feces were used and homogenized in a NaHCOs solution
under an argon atmosphere with the addition of inulin or other products. The
production of SCFAs was quantified by gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS) and microbial modulation by gPCR. The standardization of the in vitro
fermentation technique showed satisfactory results regarding its stability and
reproducibility in different individuals. It was possible to identify that the green
dwarf banana promoted positive modulations in the three SCFAs analyzed, while
the orange pomace and coffee pulp modulated acetate and propionate.
Additionally, through the fermentation process it was possible to identify positive
microbial modulation in expression of Ruminococcus intestinalis with coffee pulp,
Lactobacilus gasseri and Akkermansia muciniphila with acai pulp and

Bifidobacterium adolescentis with green banana flour and coffee pulp,
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demonstrating that the tested protocols are sufficiently robust to evaluate the
prebiotic activity of several plant products through the production of SCFAs and

microbial modulation.

Keywords: in vitro fermentation; gut microbiota; prebiotics
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Introducao

Cada povo, cultura e localidade compartilha a alimentacdo como uma das
atividades centrais de seu desenvolvimento, justificativas e historia. Desde os
tempos mais remotos a humanidade se desenvolveu com base na busca de
alimentos, cultivo de produtos alimentares e técnicas que propiciaram melhor
aproveitamento dos recursos nutricionais disponiveis. Muito além de
simplesmente ser um aspecto nutritivo, a alimentacéo foi e € influenciada pelo
aspecto cultural de cada povo, tendo um mesmo ingrediente finalidades
diferentes para povos diferentes ou até mesmo uma mesma preparacao ganhar
ou perder caracteristicas por disponibilidades sazonais de ingredientes a
depender da localidade. A titulo de exemplo toda a cosmologia chinesa que
envolve a medicina tradicional chinesa dita a conduta sobre forma de preparar
alimentos, em qual época consumi-los e quais sabores devem ser combinados,
de modo similar, a medicina tradicional indiana, a Ayurveda, tem na alimentacao

o papel central de sua terapéutica.

Em outra via, a escassez de alimentos determina graves condi¢coes
organicas, prejuizos ao desenvolvimento bioldégico e social. No caso da
desnutricdo infantil sdo observados prejuizos no desenvolvimento motor,
cognitivo, assim como no desenvolvimento adequado das relacfes sociais,
imprimindo prejuizos que podem perdurar por toda a vida [1]. O aspecto social
da escassez de alimentos invariavelmente se associa a pobreza e a dificuldade
de acesso a alimentos em guantidade e frequéncia necessarias, satisfatorias e

com qualidade pode ser descrito como inseguranca alimentar [2].

A Organizacado das Nac¢6es Unidas estabelece que a seguranca alimentar
se pauta em quatro pilares: a disponibilidade, o acesso, a utilizacdo e a
estabilidade. Isso significa que para estabelecer seguranca alimentar, todas as
pessoas, independentemente do tempo, devem ter condi¢cbes fisicas,
econbmicas e sociais de acesso suficiente, seguro e nutritivo ao alimento que
atenda suas preferéncias e necessidades nutricionais para uma vida ativa e
saudavel [3]. No mesmo sentido, o guia alimentar brasileiro propde que a
alimentacdo € mais que a ingestao de nutrientes, mas também diz respeito aos

alimentos, as combinac¢des que séo feitas com eles e as préticas culturais de
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alimentacéo de cada localidade e que toda esta gama compde os aspectos da

saude e bem-estar [4].

O estabelecimento da Organizacdo das Nacbes Unidas ocorreu no
contexto do pos-guerra e também apds um periodo de discussdes que
dissertavam desde hegemonia global até areas que englobam o bem-estar e o0s
direitos humanos, entre elas, a agricultura e o acesso ao alimento [5]. Parte dos
arsenais mecanicos e quimicos da segunda guerra mundial foram direcionados
aos campos com o intuito de alcancar novos patamares na producédo de
commodities agricolas [6], e isto, associado a modificacdo de sementes e a
aplicacdo de tecnologias advindas de distintas areas, modificaram
profundamente a cultura agricola ao longo do dltimo século [7]. Ademais, este
processo se funde com a intensa industrializacdo de diversos paises e outros
processos mais recentes como a globalizacdo. Este intenso processo modificou
a forma como se produz, comercializa e distribui alimentos no mundo todo. O
atual processo de producdo de alimentos é responsavel por um terco da
degradacéao de biomas tropicais e emisséo de gases de efeito estufa. Evidéncias
apontam para a intensificacdo desse processo de maneira direta com a variagcao
de preco das colheitas, especialmente tratando-se de cultivares inseridos no

mercado internacional [8].

O processo de urbanizacdo intensificado e o comércio entre paises
influenciam e modificam profundamente a forma de se alimentar. Desnutricédo,
deficiéncia de micronutrientes e menores taxas de obesidade s&o
frequentemente associadas a menor renda per capita e paises em
desenvolvimento, entretanto, evidéncias recentes demonstram a dupla carga da
desnutricdo em que ha concomitancia de obesidade com sinais de deficiéncia de
micronutrientes e atrasos no desenvolvimento infantil [9]. Este cenario €
observado principalmente em regides mais ricas de paises pobres ou em
desenvolvimento e regibes mais pobres de paises ricos [10] onde
frequentemente o cenario de obesidade estd associado ao maior consumo de
alimentos industrializados e ocorréncia de Doencas Cronicas Nao

Transmissiveis (DCNTs) como Diabetes, hipertensao e a propria obesidade [11].
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Nesse sentido, as alteracdes dos padrées alimentares em regides fortemente
urbanizadas e industrializadas estdo associadas ao consumo de alimentos
densamente energéticos, ricos em gorduras, carboidratos refinados e pobres em
vitaminas, minerais e principalmente fibras [12]. Esse padrdo alimentar,
denominado Dieta Ocidental, € marcado pela presenca de alimentos
industrializados nas refeicbes em que também se encontram grandes
quantidades de sédio, acUcares refinados e gordura, e por vezes, é associado a
um estilo de vida sedentéario [13]. Este tipo de dieta, contendo pouco mais de 15
gramas de fibra/dia para um individuo adulto esta abaixo dos valores
recomendados para a populacao, de 20 a 35 g/dia, considerando-se diferencas
de idade, sexo e biotipo [14]. Paradoxalmente este cenario esta se modificando.
Estima-se que a populacdo dos Estados Unidos consuma até 30% de suas
calorias em alimentos ricos em acucares, altamente cal6ricos e pobres em
nutrientes, neste contexto os individuos apresentam baixa biodisponibilidade de
vitaminas A, C, D, E e minerais como célcio e magnésio além de um quadro de
obesidade associada a inflamacgé&o cronica de baixo grau [15]. Entretanto, este
cenario tipicamente observado em paises com maior concentracdo de renda
agora se expande para paises pobres e em desenvolvimento [16]. Neste cenario
a populacdo torna-se ainda mais vulneravel a este duplo fator patolégico, a
obesidade e a desnutricdo, pois a pobreza expde esta populacdo a inseguranca
alimentar e os leva a consumir alimentos de baixa qualidade e altamente
energéticos que supram as calorias diarias. Um cenario complexo que exige a
atencao e responsabilidade de pesquisadores, educadores e profissionais de
saude, especialmente levando em conta a obesidade como um dos principais

fatores de risco de outras DCNTs [17].

Segundo a OMS, os quadros associados as DCNTs sdo 0s maiores
responsaveis pela causa de mortes no mundo, superando todas as outras
causas somadas [18]. Desde o inicio do século XXl os niumeros de mortes
associadas as DCNTs aumentam em todo o mundo, estimando-se em torno de
38 milhdes de mortes em 2012, numero este que subiu para 41 milhdes em 2021
e cuja projecdo é de 52 milhdes até 2030 [19]. As DCNTs compreendem um
conjunto de condi¢Bes que podem se estabelecer por anos no individuo e que

embora possuam tratamento sintomatico, ndo ha uma cura estabelecida para
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elas, acarretando tratamentos dispendiosos e por vezes cronologicamente
extensos [20]. A doenca cardiovascular € a DCNT que mais mata no mundo com
a estimativa de 17 milhées de mortes ao ano, representando 32% de todas as
mortes no mundo, sendo seguida do cancer (8,2 milhdes), doencas respiratorias
(4 milhdes) e Diabetes Mellitus (1,5 milhdes). Entre as principais causas desses
quadros estdo o sedentarismo, o tabagismo, o alcoolismo e a adocédo de dietas
inadequadas [18]. Em concordancia com este cenario, o consumo de alimentos
ultraprocessados, que ja se encontra elevado em paises industrializados e com
alta concentracao de renda, também estd em ascensdo em paises mais pobres
ou em desenvolvimento, na mesma taxa em que alimentos in natura S&o menos

consumidos, promovendo maior incidéncia de DCNT [2, 21].

O Guia Alimentar Brasileiro de 2016 estabelece que os alimentos podem
ser divididos em quatro categorias:

1) Alimentos in natura ou minimamente processados

Sé&o aqueles obtidos diretamente de plantas ou animais os quais podem
ou ndo sofrer um processamento que envolve a limpeza, remocéo de
partes, secagem, moagem, fracionamento ou congelamento.

2) Oleos, Gorduras, Sal e Aclcar

Produtos extraidos de alimentos in natura ou da natureza via
processamento como prensagem, moagem ou trituracao, sao adicionados
em preparacdes com a finalidade de agregar sabor.

3) Alimentos Processados

Séo derivados de alimentos e reconhecidos como versdes de alimentos
originais fabricados pela indastria, com adicdo de sal, acucar e demais
substancias que aumentam a palatabilidade e duracéo destes.

4) Alimentos Ultraprocessados (AUP)

Séao formulagdes industriais baseadas em 0leos, gorduras, carboidratos,
amido e proteinas extraidas diretamente de alimentos, produtos derivados
extraidos de alimentos in natura (gordura hidrogenada, amido modificado)
ou entdo sintetizados em laboratorio com base em substancias organicas
e com a finalidade aditiva aos produtos com propriedades sensoriais. AUP

podem ainda passar por técnicas de extrusdo, cozimento ou fritura.
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Nesse sentido, o0 consumo de AUP se mostra diretamente correlacionado
nao s6 com as DNCTs ja relatadas, mas também com a maior incidéncia de
outras doengas multifatoriais como a Doenca Inflamatéria Intestinal (DII). Em um
estudo de coorte conduzido em vinte e um paises durante nove anos foram
avaliados os padrfes alimentares de 116.037 participantes, nele foi constatado
gue o consumo de AUP esta diretamente relacionado a ocorréncia de DII, dessa
forma, quanto maior a quantidade de AUP consumidos, maior é o risco de
desenvolver a doenca [22]. Ademais, € amplamente referida a influéncia que a
Dieta Ocidental e o consumo de AUP tem sobre a microbiota intestinal como, por
exemplo, a reducdo da presenca de espécies pertencentes ao género das
Bifidobactérias e outras alteracbes importantes como a reducéo da presenca de
bactérias do género Bacterioidetes com simultdneo aumento de espécies do

género Firmicutes [23, 24].

O trato gastrintestinal € o maior portador de microrganismos simbiontes
presente no ser humano. Ele é composto por bactérias, fungos, virus e archae,
gque em conjunto englobam aproximadamente 10 trilhdes de individuos,
populacdo que corresponde a dez vezes mais que o total de células do ser
humano [24]. Estes microrganismos, em sua maioria bactérias [25], convivem
harmoniosamente com o ser humano em uma relagdo simbidtica na qual o
hospedeiro fornece o habitat enquanto os microrganismos fornecem protecao
contra agentes patogénicos. Entre as bactérias que compde a microbiota, 90%
se distribuem entre os filos Firmicutes e Bacterioidetes, as demais espécies
pertencem aos filos de Actinobacteria e Proteobacteria, entre outros. Entre as
Firmicutes, as classes Bacilli, Clostridia e Mollicutes sdo as mais comuns,
enquanto que no filo Bacterioidetes, as Bacterioides, Flavobacterias e
Sphingobacterias sédo as mais encontradas [26].

A composicdo da microbiota na espécie humana apresenta grande
variabilidade interindividual, sendo influenciada pela via de parto (cesariana ou
parto vaginal), amamentacéo, idade, padrées dietéticos e uso de medicamentos
(2018, Senghol). Pessoas obesas, por exemplo, apresentam menor propor¢cao
de Bacterioidetes quando comparado a individuos eutrdficos, e essa diferenca
diminui com a reducdo do peso [27] . E vaélido ressaltar que o filo dos
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Bacterioidetes € composto por cerca de 20 géneros enquanto os Firmicutes
representam mais de 250 géneros [28], indicando que a relacdo simbionte da
microbiota € muito mais complexa do que a simples proporcao entre filos.
Como dito anteriormente, a complexa relacao dos diferentes organismos
entre si e com o hospedeiro € mediado por uma série de fatores, além de ser
uma situacao dinamica do ponto de vista cronoldgico na vida do individuo. Por
diversas razdes a fluidez deste equilibrio pode ser alterada levando a condigéo
conhecida como disbiose. Via de regra, a disbiose compreende uma situacéo de
baixa diversidade de microrganismos como Bifidobacteria e Bacterioidetes, por
exemplo, aliado ao aumento nas taxas de Firmicutes e Proteobacteria [29]. Além
disso, a complexa relacdo se da também entre os microrganismos e o epitélio
intestinal do hospedeiro como por exemplo, a Akkermansia muciniphila e sua
capacidade de regular a producdo de muco, a absorcdo de nutrientes e sua
influéncia direta em parametros metabdélicos como glicemia e lipidemia, além de

contribuir para a integridade do epitélio intestinal [30].

A integridade da barreira epitelial € importante no que diz respeito a
permeabilidade intestinal e selecdo de componentes a serem absorvidos. A
expressdo desregulada de genes das familias das ocludinas e claudinas,
correlacionados com a integridade das juncfes ocludente, interfere diretamente
na permeabilidade intestinal, promovendo o maior influxo de ions para a luz
intestinal, ocasionado quadros de diarreia, bem como aumento da absorgéao de
diversos metabdlitos microbianos incluindo suas membranas celulares [31].
Estes quadros sdo comumente vistos na DIl onde o aumento da absor¢édo de
lipopolissacarideos (LPS) presentes na membrana celular de bactérias Gram-
Negativas, que pode ser reconhecido como antigeno pelo sistema imune do
hospedeiro, gera uma resposta inflamatéria com aumento da expressédo de
citocinas proé-inflamatérias como IL-6 e TNF-a [32]. Ademais, a baixa diversidade
microbiana e o aumento das taxas de bactérias patogénicas associado a
disponibilidade de alguns componentes especificos da dieta fermentaveis por
estes microrganismos leva a producdo de metabdlitos potencialmente danosos
que reforcam este cenario pro-inflamatorio além de estarem associados a

diversas doencas cronicas [33].
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Um dos exemplos de como compostos provenientes da dieta podem servir
de substrato para substancias deletérias esta na trimetilaminia (TMA), um
composto derivado da fermentacdo de aminodcidos provenientes da dieta
baseada em carne vermelha, ovos, peixes e produtos lacteos. Em geral, a
formacdo da TMA ocorre em pequenas quantidades e apenas se da em altas
taxas quando os aminoacidos precursores sao ingeridos em grande quantidade
ou nao absorvidos corretamente (28). Uma vez absorvido a TMA é oxidada no
figado gerando N-6xido de trimetilamina (TMAO). A TMAO é considerada um
importante mediador entre a microbiota intestinal e o desenvolvimento diversas
doencas cardiovasculares como infarto, aterosclerose, hipertensédo e diabetes
(29, 30). De certa forma, o aumento dos niveis séricos de TMAO é diretamente
influenciado por uma microbiota desbalanceada associado ao aumento da
permeabilidade intestinal. Uma das evidéncias que suporta essa hipotese é o
aumento da proliferacéo de espécies patogénicas como Candida e bactérias dos
géneros Salmonella, Shigella e Campylobacter, além do aumento da adeséo de
bactérias na mucosa intestinal em pacientes com insuficiéncia cardiaca crénica
[34, 35].

Um outro exemplo, o triptofano, composto também proveniente da dieta e
encontrado em diversos cereais, ovos e produtos lacteos, quando alcanca o
cllon pode ser absorvido e seguir a via das quinureninas em células do epitélio
intestinal, mas pode também ser convertido em 5-hidroxitriptamina (5-
HTP/Serotonina) em células enterocromafins ou ainda ser fermentado pela
microbiota intestinal e convertido em diversos compostos ligantes dos receptores
aril-hidrocarbonetos (AhR). Neste grupo de compostos se encontram os inddis
como o indol-3-aldeido, acido 3-indolacético, acido 3-indolpropibnico, indol-
3acetaldeido e acido indolacrilico [36]. Os AhR’s sao receptores nucleares
intimamente envolvidos na carcinogénese e podem apresentam papel ambiguo,
anti ou pré-tumoral, tipo de resposta que depende particularmente do tipo celular
em questdo. Por exemplo, em macréfagos AhR’s sdo fundamentais para a
execucdo da atividade fagocitaria, bem como na producdo de o6xido nitrico,
supressdao da producao de arginase, e diminui¢cdo da expressao de citocinas pro-

inflamatorias em detrimento de interleucina-10 (IL-10), uma interleucina anti-
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inflamatoria. Por outro lado, AhR favorecem a disfuncédo de linfocitos T CD8*
[37].

Outra classe de metabolitos bacterianos de interesse sdo os acidos
graxos de cadeia curta (AGCCs), produzidos a partir da fermentacao de fibras
soluveis provenientes da dieta por bactérias anaerobicas. A producéo de AGCCs
pela microbiota humana constitui uma importante fonte energética, além de
serem eficazes imunomoduladores, controlarem a expressao génica e atuarem
como agente antioxidante [38]. AGCCs sao o0s principais produtos do
metabolismo de bactérias anaerdbicas, dentre os quais se destacam o acetato,
propionato e butirato, produzidos no TGl humano a uma taxa molar de 60:25:15,
respectivamente [39]. A sintese a partir da fermentacéo de fibras gera AGCCs
em grandes concentracfes principalmente no cdélon proximal (70-140 mM)
seguido do cdlon distal (20-70 mM) [40]. A presenca ou deficiéncia de AGCCs
esta fortemente correlacionada a diversas doencas. Dentre as doencas que
podem ser citadas se destacam a asma, alergia, doencas metabdlicas, cancer e

doencas autoimunes [41].

Os trés principais AGCCs se distribuem de maneira muito heterogénea
pelo organismo. O butirato € majoritariamente utilizado por colonécitos, enquanto
0 propionato e acetato sao absorvidos e seguem para hepatécitos. Uma vez nos
hepatdcitos, o propionato é metabolizado para servir de substrato na via do acido
tricarboxilico e o acetato se mantém no figado onde pode também ser
metabolizado ou distribuido para circulacao periférica [42]. A sintese dinamica
permite que butirato e propionato possam ser quebrados em duas cadeias
menores de acetato, e este processo pode ser revertido em situacdes de grande
consumo/producdo de butirato por bactérias que deste necessitem como a
Faecalibacterium praunsnitzii e Roseburia [43].

Os AGCCs atuam no organismo principalmente inibindo histonas
deacetilases e por ligacdo em receptores acoplados a proteina G. A inibigdo das
histonas deacetilases promove uma maior acetilacdo das histonas e, portanto
uma maior transcricdo génica [44]. A ligacdo do acetato com receptores
acoplados a proteina G em células imunes reduz consideravelmente a

expressdo das citocinas inflamatorias como IL-6, IL-8 e TNF-a [45].
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Adicionalmente, no trato gastrintestinal, 0 acetato promove aumento da perfuséo

sanguinea célica e da motilidade ileal.

Os receptores GPR41 e GPR43 séo receptores acoplados a proteina G
de ligacédo especifica com AGCCs [46] e a ativagdo promovida nos receptores
GPRA41 pelo propionato promove aumento da saciedade em humanos e murinos
em consequéncia de maior liberacdo de leptina [47]. Ademais, em murinos o
efeito anorexigeno se da também através da inducado de liberacdo do peptideo
intestinal YY associado a um estimulo da liberacao de insulina [48]. Os AGCCs
sdo metabolizados em CO2 e corpos cetonicos, posteriormente utilizados no
metabolismo energético, principalmente dos colondcitos, além de serem
precursores na sintese de lipidios de membrana. Com relacdo ao metabolismo
energético, o butirato representa o principal AGCC de atuagéo nessa via, além
de também gerar respostas anti-inflamatoérias [49]. A alta taxa de ingestdo de
gordura é capaz de induzir uma maior expressdo de GPR-43, entretanto, a
suplementacdo com frutooligossacarideos a base de inulina e outros tipos de
fibras controla a hiper-expressdo de GPR43 e bloqueia o ganho de peso [50].
Adicionalmente AGCCs, especialmente acetato, atuam como bactericida
liberando espécies reativas de oxigénio (EROS), entre outros efeitos protetores
[51].

Neste sentido as fibras alimentares representam um potencial
componente para uso em estratégias de salde associada as respostas
atribuidas aos AGCCs, principalmente correlacionada a prevencéo de doencas
cronicas e menor taxa de mortalidade, indicando que o consumo insuficiente de
fibra alimentar € mais um integrante do quadro multifatorial que tem levado a
grande incidéncia e prevaléncia de DCNTs [52]. A dieta tem sido considerada
como o principal fator capaz de modular a microbiota intestinal ao longo da vida
do individuo e o consumo de fibras alimentares ou de produtos que as
contenham como uma importante estratégia na prevengcdo e controle de
doencas cronicas [53], podendo assim serem classificadas como alimentos
funcionai. Por definicdo “um alimento pode ser considerado funcional se for
demonstrado que pode afetar beneficamente uma ou mais funcbes do
organismo, além de possuir os efeitos nutricionais, de modo que seja tanto

relevante para o bem-estar e a salude quanto para a reducdo do risco de uma
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doenca” [54]. As fibras podem ser classificadas quanto a sua solubilidade na
agua e em relacdo ao seu peso molecular [55]. As insoluveis, de maior peso
molecular, retém agua em sua matriz estrutural formando uma mistura de baixa
viscosidade que contribui para o aumento da massa fecal beneficiando a
motilidade intestinal [56]. As fibras dietéticas solaveis, de menor peso molecular,
tendem a se diluir na agua e por ndo serem hidrolisadas pelas enzimas
digestivas servem de substrato para a microbiota intestinal que ira fermenta-las
em diferentes segmentos do célon produzindo varios metabdlitos, dentre os
quais os AGCCs. Além da formacdo destes metabdlitos, as fibras solGveis
também formam uma camada superficial ao longo da mucosa do intestino
delgado retardando a absorcéao de lipidios e de mono e dissacarideos, reduzindo
0s niveis de lipoproteina de baixa densidade (LDL), colesterol sérico e glicemia

pos-prandial [57].

Por definicdo, os prebidticos sdo compostos incapazes de serem
digeridos pelo organismo do hospedeiro, mas que podem ser utilizados pela
microbiota favorecendo-a em seu crescimento e processos metabodlicos [58].
Este conjunto de caracteristicas conferem as fibras dietéticas atividade

prebidtica.

De modo geral, fibras dietéticas estdo presentes quase que
exclusivamente em alimentos de origem vegetal e em maior concentracdo em
graos e cereais integrais e frutas, além de ocorrerem em outras partes nao
comumente utilizadas como cascas, sementes, carocos e bagacos [59].
Contraditoriamente, cerca de um terco de toda producdo agricola global é
desperdicada seja no processamento ou no consumo, gerando um total de 1,3
bilhdes de toneladas de residuos ao ano, especialmente contendo cascas,
carocos bagacos e outros residuos [60]. Em sua maioria essas perdas se déo
durante o processamento agricola, que envolve o plantio e a colheita, durante o
transporte e armazenamento, distribuicdo, processamento e no consumo. Em
especial as perdas por processamento industrial envolvem o descarte de
produtos fora de padrdes estéticos e partes como cascas, sementes, bagacos e
folnas que nédo possuem destino comercial especifico [61]. Estas partes
geralmente descartadas podem, na verdade, serem aproveitadas enquanto

subprodutos em uma segunda etapa de processamento onde lipidios, proteinas,
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minerais, carboidratos, incluindo fibras dietéticas e demais compostos
fitoquimicos poderiam ser recuperados, gerando um produto valido na producéo
de um composto funcional de grande valor agregado [62]. A diversidade de
compostos presentes nos subprodutos da cadeia agricola brasileira € grande. A
partir da cultura de cereais e frutos (incluindo bagaco, e cascas) pode-se extrair
hemicelulose, R-glucanas, pectinas e demais oligossacarideos. De plantas
oleaginosas extraem-se fitoesterodis e polifenéis, assim como é possivel ainda
obter dleos essenciais, acidos organicos, carotenoides, compostos antioxidantes

entre outros produtos com potencial utilizacdo [63, 64].

E importante ressaltar que além do custo econdmico envolvido na
producdo de alimentos, h4 de se considerar as terras ocupadas para esta
finalidade, o uso de recursos hidricos e a demanda quimica e energética
envolvida nos processos produtivos, assim como o0s danos associados ao
desmatamento de florestas nativas para tal finalidade. Estima-se que 24% dos
recursos de agua, terras cultivadas e fertilizacdo sdo gastos no processamento
destes produtos, mas que posteriormente se tornara um residuo [60]. No cenario
internacional, a Comissdo Europeia destaca que o0s residuos possuem uma
aplicacdo além da atualmente estabelecida, tornando-os por processo de
reciclagem ou reutilizacdo uma opcao economicamente viavel [65]. Existe assim
uma tendéncia global para integrar o ciclo de producdo, processamento e
distribuicdo de recursos, colocando o Brasil como um expoente, devido sua alta

producédo agricola [66].

Simultaneamente se observa um aumento da demanda da populacéo por
uma dieta equilibrada e que forneca além dos nutrientes essenciais, compostos
gue favorecam e auxiliem na manutencao da saude [45]. Partindo-se deste fato,
a busca pelo melhor aproveitamento agricola se mostra um caminho importante
tanto ambiental como economicamente, onde subprodutos sdo uma promissora

fonte de compostos com diversas atividades funcionais.

A atribuicdo de funcionalidade a um determinado produto ou subproduto
considerado inerte do ponto de vista de atividade biolégica, assim como sua
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caracterizacdo como agente prebidtico pode ser realizada de diferentes formas,
incluindo a analise da atividade farmacolégica desses produtos em modelos
experimentais in vivo que mimetizem diferentes doencgas, nas quais a microbiota
intestinal exerce papel em sua etiologia, assim como pela avaliagdo da formacéao
dos metabdlitos decorrentes da fermentac&do microbiana. Outra possibilidade de
atribuicdo de funcionalidade envolve a andlise desses produtos em estudos in
vitro, principalmente para se avaliar propriedades antioxidantes ou moduladoras
da resposta imune. No entanto, considerando-se que os AGCCs tém sido
apontados como 0s principais metabdlitos da fermentacdo pela microbiota
intestinal responsaveis pelos beneficios decorrentes do consumo de prebibticos,
a analise da habilidade de diferentes produtos dietéticos em promover a
formacao destes AGCCs em modelos de fermentacao in vitro mostra-se como
uma estratégia inovadora e original para a identificacdo de produtos prebiéticos,
especialmente considerando-se subprodutos da cadeia agricola. Em adicéo,
estudos de fermentacgé&o in vitro permitem a quantificagcdo da producao desses
AGCCs e consequente selecédo dos produtos mais eficazes, servindo de ponto
de partida para a realizacdo de estudos futuros em modelos experimentais in
vivo pré-clinicos e, posteriormente clinicos, em especial na DIlI, mas também
para outras Doencas Crdnicas Nao-Transmissiveis onde a microbiota intestinal
possui papel fundamental. Da mesma forma, € importante salientar que métodos
de fermentacdo in vitro permitem a andlise da potencialidade dos produtos a
partir de amostras de fezes humanas, diferente dos estudos realizados em
experimentagcdo animal, o que permite simular in vitro uma situagdo direta e
especifica que pode ocorrer com o consumo desses produtos por humanos.
Finalmente, é necesséario ainda apontar que a qualidade do processo
fermentativo pelas bactérias da microbiota intestinal humana depende
diretamente do tipo de dieta do individuo doador da amostra, sendo, portanto,
importante que se estabelecam critérios adequados para a selecédo da fonte
destas amostras, assim como é possivel avaliar a qualidade do produto e sua
habilidade de promover a producdo de AGCCs em amostras de individuos com

diferentes dietas.
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Considerando-se a vasta producdo agricola brasileira, assim como a
grande quantidade de residuos da cadeia agricola, muitos dos quais sao ricas
fontes de produtos com potencial aplicagdo na melhora da qualidade de vida,
principalmente por agirem como agentes prebi6ticos, o presente trabalho teve
como objetivo o desenvolvimento e a padronizacdo de uma técnica de
fermentacao in vitro utilizando amostras da microbiota intestinal humana, como
método de determinacdo de atividade prebidtica via a producdo de AGCCs e
modulacdo da microbiota intestinal, usando subprodutos da cadeia agricola
brasileira.

Neste sentido, a presente tese foi elaborada e escrita contendo trés
capitulos, sendo que no primeiro serd apresentada e discutida a padronizagao
inicial da técnica de fermentacéo in vitro. No segundo a utilizacao desta técnica
na avaliacdo da atividade prebidtica de produtos agricolas e no terceiro a
avaliacao da atividade prebidtica da farinha de banana nanica verde por meio da
técnica de fermentacédo in vitro e do seu potencial anti-inflamatério por meio de

outras técnicas exclusivamente in vitro.
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1. Consideracdes Finais

O presente estudo demonstrou a viabilidade da aplicacdo da técnica de
fermentacdo in vitro na prospeccdo de compostos com atividade prebidtica.
Apesar das limitacbes técnicas do estudo, a metodologia padronizada se
configura como uma técnica relativamente simples e eficaz na triagem de
produtos que apresentam grandes potencialidades de aplicacdes. Além disso, a
padronizacdo da fermentacdo in vitro demonstrou pequena variabilidade nas
fermentacdes em diferentes dias com amostras de um mesmo individuo, além
de indicios do mesmo perfil com amostras de quatro doadores diferentes,
indicando ser uma metodologia robusta e reprodutivel para a analise de potencial

prebidtico.

Em se tratando dos produtos estudados é valido ressaltar que a combinacédo das
analises de AGCCs com a modulagdo da microbiota se torna Gtil no que tange a
demonstrar diferentes aplicabilidades, a citar, a modulacdo da composicéo e
diversidade da microbiota pelo acai mesmo na auséncia de aumento da
producdo de AGCCs. Além disso, foi demonstrado que além dos produtos
estudados, com excecédo do acai, foram eficientes no aumento da producéo de
AGCCs e na modulacdo de diferentes espécies de acordo com cada produto.
Verificou-se ainda que o processamento do subproduto pode aumentar a
eficiéncia do mesmo ou até alterar as caracteristicas da modulag¢éo da microbiota
como observado nas comparacdes entre o bagaco de laranja e sua fracdo
soluvel. Por fim, deve-se considerar outras respostas bioldgicas que estes
produtos possam propor para além de serem prebibticas, como demonstrado
nos estudos de cultivo celular, sendo uma ferramenta Util na prospeccéo e

valorizacdo de matérias-primas vegetais ricas em compostos bioativos.
2. Pos-facio

Este foi um trabalho que se propos ao desenvolvimento tecnolégico de
ferramentas no estudo de alimentos funcionais e prebiéticos em matérias-primas
vegetais, de modo que o mapeamento das potencialidades de produtos com

técnicas in vitro € atil como metodologia de triagem de compostos para a

realizacdo de experimentos subsequentes in vivo, permitindo a reducdo de uso
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de animais na experimentacao biologica. Adicionalmente, o uso da metodologia
padronizada também se mostrou util para a identificacdo de compostos e/ou
metabolitos com finalidades terapéuticas, com potencial aplicacdo em DCNTSs..
A diversidade dos produtos vegetais testados também demonstrou a rica e
potencial capacidade dos subprodutos agricolas representarem matérias-primas
rentaveis e como rica fonte de compostos bioativos e componentes passiveis de
fermentacdo microbiana. Adicionalmente, € importante ressaltar a importancia
do uso destes subprodutos., muitas vezes inadequadamente descartados sendo
potencial poluente ambiental, como uma forma de reducdo de impactos

ambientais.

Dado o exposto, ha de se considerar que este trabalho, embora baseado no
desenvolvimento tecnoldgico de estudos in vitro, permeia areas do

conhecimento para além da bancada do laboratério, a citar:

1- Uso de animais na pesquisa
2- Desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas
3

4- Uso racional de tecnologias

Aplicacdo de matérias-primas vegetais

Este posfacio visa destacar, mesmo que superficialmente alguns destes pontos.

Em 1978 foi publicado o primeiro estimulo a reducédo do uso de animais em
estudos cientificos [1], propondo o principio dos 3 R’s: Reposicdo, Refinamento
e Reducéo. Desde entdo o avancgo das tecnologias in vitro e in silico permitiu que
inovacBes nesta agenda fossem de fato propostas e algumas alcancadas. E
neste sentido que este estudo também contribuiu, fornecendo uma plataforma
de testes simples, reprodutivel e de capacidade de teste em uma ampla gama
de produtos que visem a aplicacdo humana e veterinaria. O seu desenvolvimento
tem potencial para tornar-se uma ferramenta auxiliar na selecdo de produtos
para estudos que envolvam microbiota intestinal e condicbes do trato
gastrintestinal, assim como de outras doengas cronicas onde a microbiota
desempenha papel fundamental em sua etiologia, tais como obesidade,
diabetes, doenca de Alzheimer e outra doencas neurodegenerativas, doencas

cardiovasculares e outras. Deste modo, refinando a escolha de produtos e
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poupando custos ha manutencédo e utilizacdo de uma grande quantidade de

vidas animais.

Em outro aspecto, as doencas cronicas nao-transmissiveis compreendem uma
grande gama de doencas, suas incidéncias encontram-se em ascensao em
diversos paises do mundo e as causas sdo multifatoriais. Como exposto
anteriormente, as DCNTSs exigem terapéuticas medicamentosas de longo prazo,
muitas delas com efeitos colaterais que diminuem consideravelmente a
qualidade de vida. Além disso ha de se considerar o custo para 0os sistemas
publicos de saude. Cerca de 25% dos portadores de DCNTSs utilizam o sistema
de salde a cada duas semanas [2]. As atuais propostas terapéuticas baseadas
em mudancas do estilo de vida e farmacoldgicas, por vezes, denotam baixa
aderéncia com o passar do tempo e, especialmente as farmacologicas, as quais
podem acarretar ao surgimento de efeitos colaterais, além de muitos pacientes
serem refratarios a determinados tipos de drogas. Nesse sentido, o
desenvolvimento de opc¢des terapéuticas se torna importante [3] e a utilizacdo de
alimentos funcionais como estratégia terapéutica de longo prazo, embora seja
um tema ainda pouco discutido em nosso pais, pode fornecer opc¢des seguras
do ponto de vista farmacolégico e de facil adesdo, especialmente se tais
alimentos se apresentarem em formas facilitadas de consumo e dosagens
adequadas para cada situacdo. Ainda existe a vantagem da grande variedade
de produtos disponiveis considerando a gama de alimentos consumidos pela

espécie humana.

Ainda com relagcédo ao desenvolvimento de produtos terapéuticos com base em
matérias-primas vegetais, outro ponto importante a se considerar € o fato do
Brasil ser um expoente na producdo agricola mundial, além da agricultura
familiar e diversos produtos frutos do extrativismo. E bem estabelecida essa
gama de produtos como rica fonte de bioativos com diversos beneficios na saude
humana, entretanto a aplicacdo de agrotoxicos, que acarreta danos ambientais
e a saude humana, ainda se interp6e como uma barreira nesta area [4]. O
presente estudo partiu também da perspectiva de valorizac&o de partes sub/ndo
utilizadas desses produtos, como uma forma de aumentar a rentabilidade e
estimular ndo so6 a utilizagéo racional destes produtos, mas também como uma

forma estender os beneficios do desenvolvimento tecnolégico nas diversas
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camadas, sejam elas as produtoras agricolas, o setor de pesquisa e

desenvolvimento ou os beneficiarios finais.

Por fim, é importante destacar a importancia do uso racional e responsavel de
tecnologias, especialmente envolvendo salde humana. Em 2016 uma
publicacdo no Journal of American Medicine Association demonstrou
progressivos investimentos do setor industrial agucareiro norte-americano entre
as décadas de 50 e 70 em estudos correlacionado a doenca arterial coronariana
e consumo de gorduras [5]. Tais investimentos reduziram o foco em estudos
envolvendo consumo de acUcares refinados por décadas tendo como
consequéncia a modulacéo de politicas publicas e rumos cientificos. O cenario
cientifico atual classifica o0 consumo excessivo de gorduras e acucares refinados
como fatores de risco para o desenvolvimento de DCNTSs. Entretanto, consoante
ao aumento progressivo do consumo de alimentos ultraprocessados, ricos em
gorduras, acucares refinados e demais ingredientes como corantes e
conservantes, ha também uma forte influéncia da propaganda destes produtos
com baixissima regulamentacéo, especialmente sobre o publico infantil, com
médias que chegam a 6,17 propagandas/canal a cada hora, sendo 90,8% delas
de alimentos ultraprocessados [6]. O presente exposto visa chamar a atencéo
para o0 uso racional dos produtos tecnolégicos e o bem-estar humano como
premissa em suas aplicacdes para, assim, obter o melhor de seus resultados.
Embora, tais comentérios ndo sdo baseados na andlise direta dos nossos
resultados, os mesmos permitem tais consideracdes, que considerei pertinentes

para sua inclusao.
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