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RESUMO

BONIFACIO, Dandara Baia, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, marco de 2024. Efeito do
consumo de kombucha de cha verde (Camellia sinensis) sobre marcadores de estresse
oxidativo e de risco cardiometabélico em individuos com excesso de peso. Orientadora:
Josefina Bressan. Coorientador: Frederico Augusto Ribeiro de Barros.

A kombucha € uma bebida fermentada por uma cultura simbidtica de bactérias e
leveduras chamada Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast (SCOBY), que tem como substrato
o ché de Camellia sinensis (ché verde, preto, branco ou vermelho) e aguicares. Estudos in vitro
e experimentais com animais indicam que a kombucha promove efeitos benéficos sobre
marcadores do estresse oxidativo, perfil lipidico e glicidico. Tais resultados podem sugerir
potencial beneficio do consumo de kombucha para a saude humana. Por estes motivos, o
presente estudo objetivou investigar o efeito do consumo didrio de kombucha de chd verde
sobre o estresse oxidativo e marcadores de risco cardiometabdlico em individuos com excesso
de peso. Tratou-se de um ensaio clinico, randomizado controlado, com 59 individuos que foram
distribuidos aleatoriamente em dois grupos experimentais paralelos: 1) restri¢ao caldrica (-500
kcal/dia) sem consumo de kombucha (n= 29); 2) restri¢ao calérica (-500 kcal/dia) + kombucha
de chd verde (200mL/dia) (n= 30). O periodo de interven¢do teve duracdo de dez semanas, ao
longo das quais todos participantes seguiram um plano alimentar prescrito. Ao inicio e final da
intervencdo, todos compareceram ao laboratdrio para coleta de sangue, e afericdo da pressdo
arterial e indice tornozelo-braquial (ITB). A partir das amostras bioldgicas foram analisados os
marcadores da funcdo endotelial (ICAM, VCAM, CD36), de estresse oxidativo (SOD, FRAP,
GPx, GR, LDL-ox, ON, MDA e H>0,), de perfil lipidico (CT, LDL-c, HDL-c, VLDL-c, TG,
Apo A e Apo B) e perfil glicidico (glicose, insulina e hemoglobina glicada). Além disso, o dcido
urico sérico foi dosado e os indices de Castelli I e II, TyG, HOMA-IR, HOMA- e Apo A/Apo
B foram calculados. As andlises estatisticas foram realizadas no software SPSS (versao 25.0,
EUA), considerando-se um nivel de significancia de a= 0.05. Ao inicio do estudo, a média de
idade foi de 33,61 + 6,95 anos e de IMC 32,74 + 3,70 kg/mz. Ap0s o periodo de intervengdo, o
grupo kombucha reduziu H>O2 em relagdo ao grupo controle (p=0.006). Ainda, os homens do
grupo kombucha reduziram a hemoglobina glicada, diferente daqueles do grupo controle, que
aumentaram o marcador (p=0.010). Os demais marcadores avaliados nao diferiram entre os
grupos controle e kombucha. Ambos os grupos reduziram significativamente o ON, indice de
Castelli I e HOMA- comparado a linha de base. Por outro lado, o consumo de kombucha

aumentou ITB e reduziu CT, LDL-c, VLDL-c, TG, indice de Castelli II e 4cido turico, enquanto



o grupo controle aumentou hemoglobina glicada e ICAM em relacdo a linha de base. Em
conclusdo, o consumo didrio de 200 mL de kombucha de cha verde, por dez semanas, reduziu
o radical pré-oxidante peréxido de hidrogénio em individuos com excesso de peso, e entre 0s
homens, reduziu a hemoglobina glicada. Por fim, a bebida, quando associada a dieta com
restri¢cdo caldrica, apresentou beneficios a saide cardiometabdlica, como melhora do perfil

lipidico, 4cido urico e ITB.

Palavras-chave: Obesidade; Bebida Fermentada; Peroxido de Hidrogénio; Hemoglobina

Glicada



ABSTRACT

BONIFACIO, Dandara Baia, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, March, 2024. Effect of
consumption of green tea kombucha (Camellia sinensis) on markers of oxidative stress
and cardiometabolic risk in individuals with excess weight. Advisor: Josefina Bressan. Co-
advisor: Frederico Augusto Ribeiro de Barros.

Kombucha is a beverage fermented by a symbiotic culture of bacteria and yeast called Symbiotic
Culture of Bacteria and Yeast (SCOBY), whose substrate is Camellia sinensis tea (green, black,
white or red tea) and sugars. In vitro and experimental animal studies indicate that daily
kombucha consumption promotes beneficial effects on markers of oxidative stress, lipid, and
glucose profiles. Such results may suggest potential benefits of kombucha consumption for
human health. For these reasons, the present study aimed to investigate the effect of daily
consumption of green tea kombucha on oxidative stress and cardiometabolic risk markers in
individuals with excess weight. This is a randomized controlled clinical trial, with 59
individuals who were randomly distributed into two parallel experimental groups: 1) caloric
restriction (-500 kcal/day) without kombucha consumption (n= 29); 2) calorie restriction (-500
kcal/day) + green tea kombucha (200mL/day) (n=30). The intervention period lasted ten weeks,
during which all participants followed a prescribed eating plan. At the beginning and end of the
intervention, participants attended the laboratory for blood collection, blood pressure, and
ankle-brachial index (ABI) measurements. Through biological samples, markers of endothelial
function (ICAM, VCAM, and CD36), oxidative stress (SOD, FRAP, GPx, GR, oxLDL, NO,
MDA, and H>0»), lipid profile (TC, LDL -c¢, HDL-c, VLDL-c, TG, Apo A, and Apo B) and
glucose profile (glucose, insulin, and glycated hemoglobin). Furthermore, serum uric acid was
measured and Castelli I and II, TyG, HOMA-IR, HOMA-B, and Apo A/ Apo B indices were
calculated. Statistical analyses were performed using SPSS software (version 25.0, USA),
considering a significance level of o= 0.05. At the beginning of the study, the average age was
33.61 + 6.95 years, and BMI 32.74 + 3.70 kg/m?. After the intervention period, the kombucha
group reduced H>O2 compared to the control group (p=0.006). Furthermore, men in the
kombucha group reduced glycated hemoglobin, unlike those in the control group, who
increased the marker (p=0.010). The other markers evaluated did not differ between the control
and kombucha groups. Both groups significantly reduced NO, Castelli index I, and HOMA-
compared to baseline. On the other hand, kombucha consumption increased ABI and reduced
TC, LDL-c, VLDL-c, TG, Castelli II index, and uric acid, while the control group increased

glycated hemoglobin and ICAM in relation to baseline. In conclusion, daily consumption of



200 mL of green tea kombucha, for ten weeks, reduced the pro-oxidant radical hydrogen
peroxide in individuals with excess weight, and among men, it promoted the reduction of
glycated hemoglobin. Finally, the beverage, when associated with an energy-restricted diet,
presented benefits to cardiometabolic health, such as improving the lipid profile, uric acid, and

ABL

Keywords: Obesity; Fermented Beverage; Hydrogen Peroxide; Glycated Hemoglobin
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1 INTRODUCAO GERAL

A obesidade é uma doencga cronica e multifatorial, com estimulo a adiposidade, que
resulta no desenvolvimento de morbidades associadas ao excesso de peso, como resisténcia a
insulina e dislipidemias (Tchang et al., 2021). Essas comorbidades contribuem para o desen-
volvimento das doencas cardiovasculares, que sdo as principais causas de morte do mundo
(Koenen et al., 2021). O excesso de peso também pode ocasionar alteracdes estruturais e he-
modinamicas da func¢do cardiaca e endotelial, com aumento do volume total de sangue, volume
sistélico, débito cardiaco, pressao e volume de enchimento. Além disso, a dilatagdo e hipertro-
fia ventricular associada ao excesso de peso pode ocasionar disfun¢do sistdlica e diastélica
(Elagizi et al., 2020). Neste sentido, além da perda de peso, o manejo do peso de individuos
com excesso de peso e obesidade pode proporcionar importantes beneficios cardiometabodlicos

(Tchang et al., 2021).

Ademais, a obesidade estd associada, principalmente, a doenca cardiovascular ateros-
clerdtica (Zhang et al., 2021). O inicio do processo de aterosclerose se da pela instabilidade
endotelial provocada por fatores de risco cardiovasculares e metabdlicos, como o estresse oxi-
dativo e acimulo de lipidios. Essa instabilidade endotelial promove aumento da expressao de
moléculas de adesdo, que iniciam uma cascata de rea¢des para formacgdo da placa aterosclero-
tica (Liang et al., 2020). Neste processo, o estresse oxidativo € induzido pelo desbalango entre
pro-oxidantes e antioxidantes, por meio do excesso de espécies reativas de oxigénio (EROS),
que causam lesdo vascular e expressao insuficiente de antioxidantes que atuariam controlando
as consequéncias indesejaveis das EROS (Kattoor ef al., 2017). Ainda, a formagao da placa de
ateroma também envolve o acimulo de lipideos na parede arterial. Neste sentido, o principal
marcador das dislipidemias associadas ao excesso de peso € o aumento da lipoproteina de muita
baixa densidade (VLDL-c) associado a reducdo do colesterol de alta densidade (HDL-c)
(Zhang et al., 2019). Demais anormalidades metabdlicas também estdo envolvidas na progres-

sdo da aterosclerose, como hiperglicemia, resisténcia a insulina e hipertensao arterial (Kata-

kami, 2018).

Pesquisadores tém se dedicado a avaliar o efeito de alimentos especificos, como os fun-
cionais, sobre a diminui¢do do risco de desenvolvimento de doengas cronicas, como as cardi-
ovasculares, principalmente, por meio da acdo antioxidante, melhora do perfil lipidico, pressdao
arterial e funcdo endotelial (Sikand et al., 2015; Asgary et al., 2018). Neste sentido, destaca-se

a kombucha, uma bebida obtida pela fermentacdo de Camellia sinensis e agicares por meio de
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uma cultura simbidtica de bactérias e leveduras chamada Symbiotic Culture of Bacteria and
Yeast (SCOBY) (Cardoso et al., 2020). Evidéncias in vitro e em estudos experimentais com
animais mostram o efeito do consumo de kombucha sobre o controle glicémico (Bhattacharya
et al., 2013; Zubaidah er al., 2019), melhora do estresse oxidativo (Sai Ram et al., 2000; Chu
e Chen, 2006; Villarreal-Soto et al., 2018; Gaggia et al., 2019; Cardoso et al., 2021), e melhora
do perfil lipidico (Lee et al., 2018).

O processo de fermentacao do chd promove o aumento do potencial bioativo da bebida.
Entre os tipos de cha tradicionalmente utilizados para a fermentagdo da kombucha destaca-se
o cha verde pelo alto potencial antioxidante (Jakubczyk et al., 2020) e antibacteriano (Cardoso
et al., 2020). Além disso, a kombucha € rica em 4cidos organicos como 4cido acético, citrico,
gluconico, carbonico, tartarico e latico. E contém vitaminas do complexo B (B1, B2, B6e B12)
e C; minerais como ferro, cobre, manganés e zinco; e compostos fendlicos como epigalocate-
quinas, epicatequinas, epigalocatequina galato, epicatequinas galato, e dcido gélico (Cardoso
et al., 2020; Junior et al., 2022). Todos estes micronutrientes € compostos bioativos sao res-
ponsdveis pelas promissoras perspectivas sobre o efeito do consumo de kombucha de ché verde

sobre a saude humana.

Porém, até o momento, apenas trés ensaios clinicos avaliaram o efeito do consumo de
kombucha sobre a saide humana. Um deles mostrou que um produto a base de kombucha
enriquecida com inulina foi capaz de reduzir a intensidade das queixas significativas de cons-
tipacdo (Pilipenko et al., 2022). Outro ensaio clinico observou o efeito hipoglicemiante agudo
da kombucha em pessoas saudaveis (Atkinson et al., 2023). Por fim, um estudo piloto constatou
que apods 4 semanas do consumo de 240 mL de kombucha, individuos com diabetes mellitus
tipo 2 reduziram as concentragdes plasmaticas de glicose (Mendelson et al., 2023). Nenhum
estudo avaliou marcadores do estresse oxidativo, saide endotelial, perfil lipidico e 4cido urico

em humanos.

2 JUSTIFICATIVA

Individuos com sobrepeso e obesidade apresentam um risco cardiometabdlico elevado
por conta da associagdo do excesso de adiposidade com o desenvolvimento de comorbidades,

como dislipidemias, hipertensdo arterial, diabetes mellitus tipo 2 e aterosclerose. Ainda,
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fisiologicamente, o excesso de peso pode causar alteragdes funcionais e hemodinamicas na
func¢ao cardiaca e endotelial. Desse modo, interveng¢des com alimentos especificos associados
a uma dieta hipocaldrica, que € a principal evidéncia para perda de peso, vém sendo realizadas

para manejo do sobrepeso e obesidade e reducao do risco cardiometabdlico.

A literatura, a partir de estudos in vitro e experimentais com animais, indica que o con-
sumo de kombucha promove beneficios para saide metabdlica e cardiovascular, com melhora
de marcadores do estresse oxidativo, pressdo arterial, perfil lipidico e glicidico. Tais efeitos
demonstram o potencial beneficio do consumo de kombucha para a saide humana. Contudo,
nenhum estudo dedicou-se a avaliagdo do efeito do consumo regular de kombucha de ché verde
sobre marcadores de estresse oxidativo e de risco cardiometabdlico em individuos com excesso
de peso, aparentemente sauddveis. E importante destacar que a Food and Drug Administration
e 0 Ministério da Agricultura e Pecudria (Brasil) definiram que o consumo de kombucha,

quando preparada de forma adequada, é seguro para a satide humana.

A kombucha é uma bebida que contém bactérias e leveduras que produzem importantes
acidos, como acético, citrico, gluconico, carbOnico, tartarico e latico; além disso, contém mi-
nerais como ferro, cobre, zinco € manganés; vitaminas do complexo B e C; e compostos fend-
licos como catequinas e seus derivados. Por conta desta rica composi¢ao nutricional e da ne-
cessidade de realizagdo de um estudo com humanos, a realizac¢do do presente trabalho é funda-
mental para investigacdo do efeito da kombucha de chd verde sobre os marcadores de risco

cardiometabdlico.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Excesso de peso, obesidade e doencas cardiovasculares

A obesidade € uma doencga cronica caracterizada pelo acimulo de gordura anormal ou
excessivo que pode causar prejuizos a saide (Dononi et al., 2022). Essa condi¢do tem sido
evidenciada como um problema de satde publica global, com importantes impactos sociais e
financeiros (Ruban et al., 2019). Segundo a Organizacdo Mundial da Satide, no ano de 2016,
39% da populagao adulta mundial estava acima do peso e 13% tinham obesidade (WHO, 2021).
Naregiao europeia, o sobrepeso e obesidade alcangam propor¢des endémicas e evidenciam um

dos principais determinantes de incapacidade e morte, atingindo 60% dos adultos (The Lancet
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Public Heal, 2023). No Brasil, de acordo com a Pesquisa Nacional de Saide de 2020, a obesi-
dade atinge 25,9% da populagdo adulta (Donini, 2023). E conforme destaca a Associag¢do Bra-
sileira para o Estudo da Obesidade e Sindrome Metabdlica (ABESO), a incidéncia aumenta de
acordo com o aumento da idade e a maior prevaléncia de obesidade esta entre as mulheres —

uma em cada trés brasileiras (Health, 2020).

Entre as cinco principais causas de morte do mundo, destaca-se a obesidade, sendo as-
sociada a diversas doengas cronicas como diabetes, canceres, sindrome metabdlica e doencas
cardiovasculares (Safaei ef al., 2021). O excesso de calorias provenientes da dieta pode provo-
car um acimulo de gordura corporal que comumente é armazenado no tecido adiposo visceral
(Xu et al., 2021). Por sua vez, o excesso de adiposidade visceral e a obesidade abdominal sao
definidos como importantes marcadores de risco cardiovascular (Powell-Wiley et al., 2021),
devido ao fato de que o desenvolvimento do tecido adiposo visceral estd associado a etiologia
das doengas cardiovasculares (Keeley et al., 2019). Além disso, em individuos com sobrepeso
e obesidade, o comprometimento fisiopatolégico do miocardio pode ser refor¢cado pelo con-
sumo alimentar inadequado, presenca de estresse oxidativo e comprometimento endotelial

(Ren et al., 2021).

O excesso de peso pode causar efeitos diretos sobre a morbimortalidade nas doencas
cardiovasculares, entre os quais se destacam alteracOes estruturais e funcionais relacionadas a
adaptagdes para acomodagdo do excesso de peso corporal e efeitos das adipocinas na homeos-
tase vascular (Koliaki et al., 2019). Ainda, o acimulo de gordura corporal pode mediar fatores
de risco coexistentes e bem definidos as doencas cardiovasculares, como resisténcia a insulina,

hiperglicemia, hipertensdo e dislipidemia (Bovolini et al., 2021).

A patogénese das principais doengas cardiovasculares, como infarto agudo do miocér-
dio e acidente vascular encefélico, é explicada pela presenca da doenga aterosclerdtica, com a
formacdo de placas de ateroma nas artérias que podem obstruir a passagem do fluxo sanguineo
(Libby et al., 2021). Nos ultimos 30 anos, a literatura tem se dedicado a descrever os mecanis-
mos moleculares que envolvem o desenvolvimento da aterosclerose. Esta € uma doenga multi-
fatorial, em que no processo de desencadeamento se destacam os fatores genéticos e ambientais
(Fan e Terou et al., 2022). Acerca do processo aterosclerético, inicialmente, ocorre agressao
do endotélio, seguida pelo acimulo de lipidios, aumento do estresse oxidativo, inflamacao,

formacao de elementos fibrosos e calcificacdo. Todos estes eventos relacionados a progressao
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da aterosclerose envolvem mudancas nos marcadores de risco cardiometabdlico (Jebari-Bens-

laiman et al., 2022).

3.2 Marcadores de risco cardiometabdlico

A disfuncdo endotelial € um processo chave na fisiopatologia do desenvolvimento da
doenca aterosclerodtica. O endotélio esta localizado na camada intima das artérias e é formado
por uma camada unica de células endoteliais, responsaveis pela promocdo do tonus vascular,
troca de fluido e angiogénese (Medina-Leyte et al., 2021). Uma das principais atividades rea-
lizadas no endotélio € a vasodilatagdo, inibi¢do da agregacao plaquetéria, inflamacao e estresse
oxidativo (Poredos et al., 2021). Neste sentido, quando ha instabilidade endotelial, pode ocor-
rer a infiltragdo de leucdcitos e recrutamento de neutréfilos mediada pelas molécula-1 de ade-
sdo celular vascular (VCAM) e pela molécula-1 de adesdo intracelular (ICAM) (Yu et al.,
2022). Outro marcador do processo de formacgao da placa de ateroma e consequente lesdo do
endotélio € o receptor necréfago B2 (CD36), que atua na captacao de dcidos graxos de cadeia

longa, o principal substrato metabdlico do miocardio (Shu et al., 2022).

A formacdo das placas ateroscleroticas envolve o estresse oxidativo, que € caracterizado
pelo aumento de pré-oxidantes e reducdo de antioxidantes (Khosravi et al, 2019). Com a pre-
sengca aumentada de oxidantes, como o 6xido nitrico (ON) e peréxido de hidrogénio (H20>),
ha danificacao de moléculas das membranas celulares, como proteinas, 4cidos nucleicos e lipi-
deos (Forman e Zhang, 2021) e desencadeamento da cascata de alteragdes na camada intima
endotelial (L1 et al., 2022). Para deteccdo do aumento de pro-oxidantes um marcador util e
confidvel é o malonaldeido (MDA), que € o resultado da peroxidacgdo lipidica (Sri Iswari et al.,
2021). Outro marcador importante para avaliar o estresse oxidativo relacionado a aterosclerose
€ a lipoproteinas de baixa densidade oxidada (LDLox), que € um marcador relacionado as cas-
catas de sinalizagdo das vias inflamatdrias (Marchio et al., 2019). E para defesa contra os danos
oxidativos que as ERO promovem, enzimas como a superéxido dismutase (SOD) desempe-
nham o papel de primeira linha de defesa antioxidante (Zhao et al., 2021). Outras enzimas
como a glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx) também pertencem ao grupo
de enzimas antioxidantes que desempenham um importante papel contra o estresse oxidativo

(Galasso et al., 2021). Ainda, com a capacidade antioxidante total (CAT) é possivel mensurar
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a presenca de antioxidantes, e essa pode ser avaliada por meio do poder antioxidante redutor

de ferro (FRAP) (Sasikala et al., 2021).

Associada ao desequilibrio endotelial e estresse oxidativo, a pressao arterial é forte-
mente influenciada pelos fatores fisioldgicos relacionados ao enrijecimento das artérias
(Charry et al., 2022). A pressao arterial ¢ aumentada pela reduciao do didmetro dos vasos san-
guineos, que ¢ comumente causada pelas placas ateroscleréticas, ruptura da camada intima
endotelial ou compressao por outros tecidos (Mcclary e Massey, 2023). Tanto os niveis médios
de pressdo arterial, quanto a varia¢ao de pressao arterial em um curto espago de tempo, promo-
vem danos cardiovasculares como o aumento da espessura da intima-média da artéria carétida
e aumento da velocidade de pulsacdo da artéria carétida-femoral (Tatasciore et al., 2020). Além
disso, o processo de aterosclerose progressiva pode afetar os membros inferiores e causar a
doenca arterial periférica. Para avaliacdo vascular ndo invasiva, o indice tornozelo-braquial
(ITB) € utilizado como uma medida precisa do fluxo sanguineo dos membros inferiores (Casey

et al., 2019).

Entre os marcadores tradicionais de risco cardiovascular estd o perfil lipidico. Evidén-
cias apontam o papel causal central da aterosclerose no acimulo de remanescentes de lipopro-
teinas ricos em colesterol, com destaque para a LDL-c (Borén et al., 2022). Inicialmente os
lipideos da dieta sdo absorvidos como quilomicrons no intestino, e pelo metabolismo transfor-
mam-se no figado em lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL-c), e no tecido muscular
e adiposo sdo metabolizados em lipoproteinas de densidade intermedidria (IDL-c). As IDL-c
podem ser captadas novamente pelo figado e posteriormente transformadas em LDL-c, parti-
culas que, em excesso, acumulam-se nas artérias. Neste sentido, originada também no figado,
a HDL-c pode fazer o transporte reverso do colesterol, evitando o acimulo nas artérias (Fein-
gold, 2022). Assim, indices que relacionam a proporg¢ado das diferentes lipoproteinas aterogé-
nicas com a HDL-c, como o Indice de Castelli I e II, sdo marcadores que evidenciam o risco
cardiovascular (Drwila et al., 2022). Além disso, as Apolipoproteina B (Apo B) s@o responsa-
veis pelo depdsito de colesterol nas artérias (Sniderman et al., 2019), enquanto as Apolipopro-
teina A (Apo A) exercem um papel anti-aterogénico, realizando o efluxo do colesterol das
artérias, aceitando as particulas que efluem dos macréfagos na parede arterial e se caracteri-

zando com fungdes cardioprotetoras bem definidas (Cochran et al., 2021).

Além disso, o descontrole glicEémico estd associado as alteracdes subclinicas presentes

no desenvolvimento da doenga aterosclerdtica. Desse modo, marcadores como glicemia em
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jejum, hemoglobina glicada e insulina sdo fundamentais para compreensao das disfun¢des me-
tabolicas relacionadas a eventos cardiovasculares (Honigberg et al., 2021). Além dos marca-
dores glicémicos tradicionais, evidéncias apontam que o indice triglicerideos-glicose (TyG) é
um biomarcador confidvel para avaliacio da resisténcia a insulina e progndstico para o desen-
volvimento das doencas cardiovasculares (Tao et al., 2022). Ademais, a resisténcia a insulina
também € diagnosticada pela medi¢do do Modelo de Avaliacdo da Homeostase da Resisténcia
a Insulina (HOMA-IR), e a sensibilidade a insulina pelo Modelo de Avaliagdo da Homeostase
da Atividade do Pancreas (HOMA- B), que sdo caracterizados por serem modelos simples e

amplamente utilizados (Cheng et al., 2020; Tahapary et al., 2022).

Tradicionalmente, o acido urico (AU) é um marcador do desenvolvimento da artrite
gotosa (Keller e Mandell ef al., 2021). No entanto, a hiperuricemia também exerce um papel
fundamental no mecanismo fisiopatoldgico do aumento do estresse oxidativo, inflamacdo e
disfuncdo endotelial (Nakanishi et al., 2022). Assim, niveis elevados deste marcador comu-
mente sdo observados em pacientes com sindrome metabdlica e, por este motivo, este € ampla-

mente aceito como fator de risco para as doengas cardiovasculares (Copur et al., 2022).

E necessério destacar que a alimentagio pode atuar como fator de risco ou protegio
para o desenvolvimento das alteragdes metabdlicas e cardiovasculares. E, dado a relevancia
das repercussoes em saude, diversos alimentos vém sendo estudados para avaliar a redu¢do do
risco cardiometabdlico (Baumgartner et al., 2020; Companys et al., 2021; Escalante-Araiza et

al., 2021).

3.3 Kombucha: histérico e caracterizacao

A kombucha € uma bebida originada na China, tradicionalmente preparada por meio da
fermentagdo de folhas de Camellia sinensis (cha preto, verde, branco ou vermelho), com adi¢do
de acgucar. Esta bebida € caracterizada pela inocula¢do de um biofilme de bactérias e leveduras
chamado SCOBY (Junior ef al., 2022). O SCOBY consiste em uma pelicula de celulose poli-
mérica, formado principalmente pela atividade de cepas do género Acetobacter (Acetobacter
xylinum, Acetobacter aceti e Acetobacter pasteurianus). E a simbiose entre 0s microrganismos,
bem como o ambiente 4cido impedem o crescimento de potenciais contaminantes (Villarreal-

Soto et al., 2018). Ademais, a bebida também contém bactérias do género Gluconobacter
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(Gluconobacter oxydans), bactérias laticas (Lactobacillus spp., Lactococcus spp.) e leveduras
(Zygosaccharomyces kombuchaensis, Zygosaccharomyces bailii, Saccharomyces cerevisiae,
Torulopsis sp., Pichia spp., Brettanomyces sp.,) (Greenwalt et al., 2000; Watawana et al., 2015;
Vina et al., 2014).

A literatura aponta que a kombucha € uma bebida que comecou a ser consumida ha 220
a.C na regido nordeste da China e se popularizou no pais durante a dinastia “7Tsin”, por conta
das crengas nas atribui¢des desintoxicantes e energéticas da bebida. Em 414 d.C um médico
coreano chamado Kombu introduziu a bebida no Japao para tratamento da doenca intestinal do
imperador do pais, e devido a este fato, foi nomeada “kombucha” em homenagem ao médico
(Chakravorty et al., 2019a; Chakravorty et al., 2019b). Por meio das rotas maritimas comerci-
ais, a kombucha chegou até a Russia e a comercializagdo expandiu-se para Alemanha e Italia,
principalmente apos a Segunda Guerra Mundial. Em 1950 ganhou popularidade também na
Franca e norte da Africa (Jayabalan et al., 2016). E atualmente, a kombucha € consumida mun-
dialmente por conta das propriedades funcionais alegadas (Junior et al., 2022).

O processo de fermentacdo da kombucha consiste na formacao de compostos dcidos,
microrganismos € uma pequena quantidade de dlcool (Abaci et al., 2022). A literatura aponta
que o tipo de cha utilizado, a quantidade de acucar, o tempo e a temperatura de fermentacao
influenciam na concentracao de dcidos organicos, vitaminas, compostos fendlicos e teor alcod-
lico final da kombucha (Miranda et al., 2022). Devido ao fato de as bactérias serem predomi-
nantemente acéticas, o principal produto final da fermentacdo é o 4cido acético, por meio da
fermentacdo do etanol produzido pelas leveduras (Junior et al., 2022). No entanto, diferentes
tipos de 4cidos sdo encontrados na kombucha, como o citrico, mélico, gluconico, glucurdnico,
carbOnico, tartdrico e latico (Vitas et al., 2018; Chakravorty et al., 2019a; Chakravorty et al.,
2019b: Zubaidah et al., 2019). Entre os agucares encontrados na kombucha, os principais sdo:
glicose, frutose e sacarose. A kombucha também contém aminoécidos, ferro, zinco, manganés
e vitaminas do complexo B e C (Jayabalan et al., 2014; Jayabalan et al., 2016; Villarreal-Soto
et al.,2018; Abuduaibifu e Tamer, 2019; Rahmani et al., 2019). Além disso, a kombucha é rica
em compostos fendlicos, como favondides e acido fendlicos, com grande destaque para as ca-
tequinas e seus derivados, como a epicatequina e epigalocatequina (Leal et al., 2018; Cardoso

et al., 2020)

Em 2001, foi demonstrado o potencial antimicrobiano da kombucha pela inibi¢do do
crescimento de bactérias patogénicas como Shigella sonnei, Escherichia coli, Salmonella en-

teritidis e Salmonella typhimurium (Sreeramulu et al., 2000). Em um estudo com radicais livres
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in vitro, foram observadas altas atividades antioxidantes da kombucha (Chu e Chen, 2006). Em
ratos diabéticos, o consumo de kombucha de ché preto (150 mg de extrato liofilizado/kg de
peso corporal por 14 dias) promoveu efeito hipoglicemiante e antidiabético (Bhattacharya et
al.,2013). Em um trabalho experimental com ratos, o consumo de kombucha de cha verde (5
mL por kg de peso corporal em 16 semanas) atenuou a dislipidemia induzida pela dieta, com
reducdo de colesterol total, triglicerideos (TG), LDL-c, VLDL-c (Bellassoued et al., 2015). De
modo similar, em ratos alimentados com uma dieta rica em gordura e frutose, a kombucha de
cha verde melhorou o metabolismo da glicose, a capacidade antioxidante total do plasma, a
atividade da SOD e reduziu as concentragdes de ON e TG (Cardoso et al., 2021). Ademais, em
modelo aterogénico experimental, a kombucha de chd verde aumentou a defesa antioxidante e

reduziu a peroxidacgdo lipidica (Costa et al., 2021).

Um estudo que comparou kombuchas produzidas a partir de diferentes tipos de chas
(chas branco, verde, preto e vermelho), observou que o cha verde apresentou potencial antio-
xidante mais significativo em relacdo aos demais (Jakubczyk et al., 2020). O cha verde, que é
fermentado pelo SCOBY, € naturalmente rico em epicatequina, epigalocatequina, epicatequina
galato e epigalocatequina galato, e estes compostos sdo capazes de neutralizar as espécies rea-
tivas de oxigénio e nitrogénio (Musial et al., 2020). Neste sentido, evidéncias t€ém destacado
que em estudos in vitro e com animais, 0os compostos fendlicos do cha verde, em especial a
epigalocatequina-3-galato (EGCG) possuem efeitos positivos contra diversas patologias, como

diabetes e doencas cardiovasculares (Khan e Mukhtar et al., 2018).

De acordo com testes microbioldgicos e bioquimicos prévios, sabe-se que a ingestao de
kombucha € segura para seres humanos (Food and Drug Administration, 1995). Ademais, um
estudo experimental com ratos que avaliou o consumo de kombucha (2mL/kg) por 90 dias ndo
observou nenhum tipo de toxicidade da bebida (Vijayaraghavan et al., 2000). De forma similar,
um outro estudo com ratos demonstrou que doses altas das bebidas ndo provocam efeitos ad-
versos, quando preparadas em condi¢des higi€nico-sanitdrias apropriadas (Pauline ez al., 2001).
No Brasil, o Ministério da Agricultura e Pecudria definiu os padrdes de identidade e qualidade
da kombucha pela Instru¢do Normativa 41. Por meio dessa, foram definidos pH, pressao, teor

alcodlico e de acidez que devem ser respeitados e que sdo seguros para a saide (MAPA, 2019).

Apesar dos estudos in vitro e experimentais demonstrarem o efeito da kombucha sobre
o estresse oxidativo e marcadores de risco cardiometabdlico, estudos que avaliam o efeito da

kombucha na saude humana sfo escassos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do consumo diario de kombucha de cha verde, associado a uma dieta com
restri¢do caldrica (-500 kcal), sobre os marcadores de estresse oxidativo e de risco cardiome-

tabdlico em individuos com excesso de peso.

4.2 Objetivos especificos

v’ Caracterizar os participantes quanto as varidveis antropométricas, de composi¢io cor-

poral e risco cardiometabdlico;

Artigo 1:

v" Avaliar o efeito do consumo de kombucha de ch4 verde sobre:

o Marcadores endoteliais (ICAM, VCAM, CD-36, ITB, pressao arterial sistélica
e diastolica);

o Estresse oxidativo (SOD, FRAP, GPx, GR, LDL-ox, MDA, ON e H>0,);

v' Verificar a associagio entre os marcadores do estresse oxidativo e sadde endotelial.

Artigo 2:
v Avaliar o efeito do consumo de kombucha de chd verde sobre:
o Perfil lipidico (CT, LDL-c, HDL-c, VLDL-c, TG, Apo A e Apo B);
o Perfil glicidico (glicose, insulina e hemoglobina glicada);
o Acido trico;
v Calcular e comparar os indices de Castelli I e II, TyG, HOMA-IR, HOMA-B e Indice

ApoA/ApoB entre os grupos controle e kombucha.

5 HIPOTESE
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Baseado na necessidade de comprovar as evidéncias apresentadas in vitro € em animais
acerca dos efeitos fisioldgicos e metabdlicos do consumo de kombucha de chd verde, o presente
trabalho tem como hipéteses que um grupo de individuos com excesso de peso que consumiu
kombucha de cha verde (200mL/dia), associado a uma dieta restrita em calorias (-500 kcal)
durante 10 semanas, tera resultados benéficos adicionais relacionados aos marcadores de es-
tresse oxidativo e risco cardiometabdlico, quando comparado ao grupo de individuos que ape-

nas seguiu uma dieta com restri¢do caldrica.

6 METODOLOGIA

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Metabolismo Energético e de Com-
posicdo Corporal (LAMECC) do Departamento de Nutricdo e Saide em conjunto com o De-
partamento de Tecnologia de Alimentos (DTA), ambos da Universidade Federal de Vicosa

(URV).

6.1 Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
(CAAE: 25880819.3.0000.5153; numero: 3.948.033) e pelo Registro Brasileiro de Ensaios Cli-
nicos (REBEC) (nimero: RBR-9832wsx). Além disso, os procedimentos descritos estdo de
acordo com a Resolu¢ao CNS/466 de 2012 e Declaracdo de Helsinki. Todos participantes que
concordaram com os termos da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Escla-
recido (APENDICE 2), em duas cépias, e foram informados quanto aos beneficios e riscos
inerentes a pesquisa. A identificacdo dos participantes estd mantida em sigilo pelos pesquisa-

dores e os dados serdo arquivados por cinco anos apds o término da pesquisa.

Ao final do estudo, todos exames foram entregues aos participantes, e todos aqueles
que demonstraram interesse receberam 200 mL de kombucha de ché verde, 30g de SCOBY e

uma cartilha com a explicacdo de como produzir kombucha.

6.2 Delineamento do estudo
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Trata-se de um estudo clinico, randomizado controlado, envolvendo dois grupos experi-

mentais paralelos — grupo controle (GC) e grupo kombucha (GK):

v

v

Restri¢cao caldrica (-500 kcal/dia) sem consumo de kombucha (GC);

Restrigao caldrica (-500 kcal/dia) + kombucha de chad verde (200mL/dia) (GK).

6.3 Critérios de inclusdo

Os participantes elegiveis para o estudo atenderam aos seguintes critérios:

v

v

v

Homens e mulheres com idade entre 18 e 45 anos;
Indice de massa corporal (IMC) igual ou acima de 27 kg/m?;
Percentual de gordura corporal >25% para homens e >30% para mulheres;

Perimetro da cintura > 94cm para homens e > 80cm para mulheres.

6.4 Critérios de nao inclusao

Nao foram incluidos participantes:

v

v
v
v

<

Gestantes, lactantes ou na menopausa;
Atletas;
Fumantes;

Com instabilidade ponderal (2% do peso usual) nos ultimos 3 meses;
Com pressao arterial elevada (>140 e/ou 90 mmHg);
Com diagndstico de diabetes mellitus;

Com histérico de doenga ou alteragdes digestivas, hepatica, renal, cardiovascular, tire-

oide, cancer, doencgas inflamatdrias, e desordens alimentares;
Com episddio infeccioso nos dltimos 3 meses;

Que fizeram o uso de medicamentos anti-inflamatérios, corticoides, antibiéticos e ou-

tros que possam afetar o apetite e metabolismo energético nos ultimos 3 meses;
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v Com histérico de abuso de drogas e/ou élcool;

v" Com consumo de dlcool > 21 unidades por semana para homens e > 14 unidades por

semana para mulheres;
v" Com aversdo a kombucha;

v Com hébito de consumir kombucha ou outros alimentos fermentados, chds verde,

branco ou preto.

6.5 Calculo amostral

O célculo amostral do presente estudo foi realizado por meio do software G*Power
versao 3.1.9.6, considerando um tamanho de efeito de 0,8 entre os valores de duas médias
independentes de antioxidantes séricos totais, de um estudo clinico randomizado que avaliou o
efeito da suplementagdo do ché verde, durante trés meses, sobre o perfil antioxidante de indi-
viduos com obesidade (Suliburska et al., 2012). Para o cédlculo foi utilizado um poder de 95%
e significancia estatistica de 5%. O nimero amostral minimo foi de 30 individuos por grupo, e

quando considerado 30% de perdas, 40 individuos por grupo.

6.6 Recrutamento e triagem

Os participantes do estudo foram recrutados na comunidade local (Vigosa, Minas Ge-
rais, Brasil) por meio da divulgagdo do estudo nas redes sociais e jornais locais, deixando a
disposi¢dao um telefone para contato e um questiondrio de pré-triagem online no Google for-
muldrios. Os participantes que entraram em contato com a equipe do projeto por telefone, assim
como os demais, foram direcionados para o preenchimento do questiondrio de pré-triagem on-
line. Este questiondrio continha perguntas estabelecidas por meio dos critérios de inclusdo e
ndo inclusdo para uma pré-triagem dos participantes. Aqueles que atenderam aos critérios de
inclusao, foram chamados para uma triagem presencial, em que houve um maior detalhamento
acerca das informacdes clinicas, dietéticas, sociodemograficas, antropométricas, de composi-

¢do corporal e pressio arterial (APENDICE 1).
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Durante a triagem presencial, os participantes elegiveis também foram informados so-
bre todos os procedimentos do estudo, e os que estavam de acordo assinaram o Termo de Con-
sentimento Livre Esclarecido (TCLE) em duas c6pias (APENDICE 2). Ainda, na ocasido da
primeira visita, os participantes selecionados foram orientados quanto aos requisitos necessa-

rios para a coleta de sangue.

6.7 Run-in

Foi realizado um periodo de run-in, ou pré-tratamento, de uma semana para identificar
e excluir participantes com probabilidade de ndo aderir ao protocolo da pesquisa. Nesta fase,
os participantes tinham que manter sua dieta habitual e fazer restricdo de consumo de qualquer
tipo de chds, alimentos e bebidas fermentadas. Ao final do periodo de run-in, os participantes
foram pesados e aqueles que apresentaram varia¢ao no peso corporal superior a 2% em relagao
ao peso da triagem, ou que reportaram o consumo de algum dos alimentos e/ou bebidas res-

tringidos, foram excluidos do estudo.

6.8 Randomizacao

Ap06s o periodo de run-in, os participantes foram alocados na propor¢do de 1:1 em um
dos dois grupos de interven¢do — GC ou GK. Para a randomizacao dos participantes foi reali-
zado o método de minimizagdo, considerando fatores progndsticos definidos pelos pesquisa-
dores: sexo, idade e IMC, conforme descrito por Abramson (2011). Para o processo de rando-
mizacdo foi utilizado o software MinimPy, versao 0.2 (Copyright, Mahmoud Saghaei, 2010-
2011).

6.9 Desenho do estudo

Ao inicio do estudo, aqueles participantes que atenderam aos critérios de inclusdo tive-
ram aferidas as medidas antropométricas, de composi¢ao corporal e preencheram o Three Fac-
tor Eating Questionnaire (TFEQ-21), para rastreamento de possiveis desordens alimentares.
Ap6s passarem pelo periodo de run-in, fizeram a coleta de sangue, afericdo da pressao arterial

e ITB e foram aleatoriamente randomizados. De acordo com o grupo de alocacdo, seguiram
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planos alimentares com restri¢ao caldrica (-500 kcal/dia) e ndo consumiram chds ou alimentos
fermentados (GC) ou seguiram planos alimentares com restri¢do calérica (-500 kcal/dia) e fi-
zeram consumo didrio de kombucha de ché verde (200mL) (GK) pelo periodo de 10 semanas.
Adicionalmente, de 15 em 15 dias os participantes receberam mensagens para confirmacio da
adesdo a dieta e na metade do estudo houve uma consulta de retorno. Além disso, semanal-
mente, os participantes do GK tiveram que comparecer ao laboratdrio para a entrega das em-
balagens da kombucha para controle de consumo. Ao final do estudo, a coleta de sangue,
aferi¢Oes de pressdo arterial e ITB foram realizadas novamente. Durante o periodo de interven-
¢do os participantes foram orientados a manter o nivel de atividade fisica habitual, que foi
avaliado ao inicio e ao final do estudo por meio do questiondrio internacional de atividade fisica

(IPAQ) versao curta (Figura 1).

TFEQ-21

‘ Recrutamento e triagem |—» Antropometria

Composicao corporal

‘ Run-in I
v
I Randomizagao ‘
GC GK
Restri¢ao calorica (-500 kcal/dia) Restricdo calorica (-500 kcal/dia)
+200ml de kombucha de cha verde
| | | | | | | | | | |
ﬂ [ [ [ [ ﬂ» [ [ [ [ ﬂ
Coleta de sangue ‘ Consulta de retorno ‘ Coleta de sangue
Pressdo arterial ; ‘ Pressdo arterial
ITB ITB
QFA QFA
IPAQ IPAQ

Figura 1. Desenho experimental do estudo

GC = grupo controle; GK = grupo kombucha; ITB = indice tornozelo-braquial; IPAQ = International Physical Activity Ques-
tionnaires (short version); QFA = Questiondrio de Frequéncia Alimentar; TFEQ-21 = Three Factor Eating Questionnaire -

versao 21.

6.10 Intervencao
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A intervencao deste estudo consistiu em uma dieta com restri¢ao calérica associada ao
consumo didrio de kombucha de ché verde (GK) ou apenas uma dieta com restricdo caldrica
(GC), conforme o grupo de alocagdo, durante 10 semanas.

Além disso, a kombucha de chd verde foi produzida e caracterizada no Departamento
de Tecnologia de Alimentos — UFV. Para produ¢do da kombucha, foi utilizado o chd verde da
marca Amaya, cultivado na cidade de Registro, Sdo Paulo — Brasil, na concentragdo de 12g/L.
A preparacdo do chd seguiu a recomendacgao do fabricante, com infusdo a 75°C por um periodo
de 1 minuto. A adi¢do do cha de arranque foi realizada até que a bebida no dia 0 de fermentacgdo
tivesse um pH inicial de 4,4. Além disso, o tempo de fermentagao foi de 5 dias a 25°C. A
kombucha foi armazenada em recipientes de plastico (fermentadores) com capacidade para

20L e envasadas em garrafas plasticas com capacidade de 200mL.

6.11 Planos alimentares

De acordo com as recomendacdes atuais para o tratamento nutricional da obesidade,
foram prescritos planos alimentares calculados conforme o Estimated Energy Requirement
(EER) para pessoas adultas com excesso de peso e obesidade (I0M, 2002), com restricdo ca-
l6rica de 500 kcal/dia para todos os participantes.

Cada participante recebeu 5 planos alimentares isocaldricos contendo 5 refei¢des: café
da manha, colacao, almoco, lanche da tarde e jantar. Adicionalmente, foi entregue uma lista de
substituicdo dividida por grupos de alimentos, orientacdes nutricionais gerais sobre alimenta-
¢do saudével e um caderno com receitas de preparacdes que foram incluidas nos planos ali-
mentares.

Para avaliac@o da adesdo aos planos alimentares prescritos, foram aplicados ao inicio e
ao final do estudo questiondrios de frequéncia alimentar (QFA), que foram digitalizados no
software ERICA-REC24h (Estudo de Riscos Cardiovasculares em Adolescentes), e analisados
por meio da comparagdo com a tabela de composi¢ao dos alimentos desenvolvida pela Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE 2008-2009).

6.12 Coletas de amostras biologicas
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Ao inicio do estudo e apds as 10 semanas de intervencdo, foram coletadas amostras de
sangue para as andlises dos marcadores de estresse oxidativo, saide endotelial e cardiometa-
bélica. As coletas foram realizadas no Laboratério de Andlises Clinicas (LACDSA/UFV) por
um técnico (a) em enfermagem habilitado. O sangue foi imediatamente adicionado a tubos de
sorologia e EDTA. Metade do material coletado foi armazenado no LACDSA para andlises
dos marcadores: CT, LDL-c, HDL-c, VLDL-c, TG, 4cido urico, glicose, insulina, hemoglobina
glicada e apolipoproteinas A e B; enquanto outra parte do sangue foi transportada em condi¢des
ideais até o Laboratério de Andlises Clinicas (LAC-DNS/UFV) para andlise de: ON, SOD,
MDA, FRAP, H,0., GPx, GR, LDL-ox, ICAM, VCAM e CD36. Ao chegar no LAC-
DNS/UFV, o sangue foi imediatamente centrifugado a 3.500 rpm por 10 minutos a 4°C para
separacdo do soro e plasma. O material entdo foi aliquotado em eppendorfs de 1,5mL e arma-

zenado em ultrafreezer a -80° C para posteriores andlises.

6.13 Avaliacoes e mensuracoes

6.13.1 Varidveis de caracterizagdo dos participantes

Os participantes foram caracterizados quanto as varidveis antropométricas e de compo-
sicdo corporal. O peso e a composic¢ao corporal foram avaliados por meio da técnica de bioim-
pedancia elétrica tetrapolar (Bioimpedancia tetrapolar, Inbody, modelo Y230), com a estima-
¢do do percentual de gordura corporal total, porcentagem de massa magra e porcentagem de
agua corporal total, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. J4 a altura foi determi-
nada por meio de antropémetro vertical milimetrado, com extensao de 2,2 m e escala de 0,5
cm. Além disso, seguindo protocolos especificos, os perimetros da cintura, quadril e pescogco
foram aferidas em triplicata, utilizando-se fita métrica ineldstica. Por meio dos valores obtidos,

foi calculada a relacao cintura/quadril (Brasil, 2011).

6.13.2 Marcadores da saiide endotelial

As andlises de ICAM, VCAM e CD36 foram realizadas por meio da técnica de ensaio

imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) utilizando os kits “Human ICAM/CD54” e “Human
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VCAM/CD106” da marca Elabscience Biotechnology e “Human Cluster of differentiation 36”

da marca MyBioSource, seguindo os protocolos recomendados pelos fabricantes.

6.13.3 Marcadores do estresse oxidativo

Os marcadores SOD, ON, FRAP, MDA e H>O, foram determinados por meio de amos-
tras do plasma em ensaios colorimétricos realizados em triplicata. A SOD foi determinada de
acordo com o método de Marklund e Marklund (1974), que considera a reducio da razdo de
auto-oxidagao do pirogalol como base na catalisa¢do da reagcdo do superéxido (O2 -) em H2O»,
que também foi estimado por meio da acdo enzimadtica de peroxidases (Aebi, 1984). A dosagem
de ON plasmético foi realizada conforme dispdem Grisham, Johnson e Lancaster (1996), uti-
lizando-se a curva padrdo com concentragdes conhecidas de nitrito de sédio que variam de O-
125uM. Ja a dosagem do MDA estimou a peroxidacao lipidica por meio das espécies reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS), como disposto por Buege e Aust (1978). Enquanto o FRAP
foi realizado com base na redugdo de fons férricos em ferrosos por meio da adicdo de uma
amostra com atividade redutora, como determina Benzie e Strain (1996). A avaliacdo das con-
centracoes plasmadticas de LDL-ox foi realizada por meio da técnica de ELISA, utilizando o kit
comercia denominado “Human OxLDL” da marca Elabscience Biotechnology, e de GPx e GR
por meio dos kits “Human Glutathione Peroxidase 3 e “Human Glutathione Reductase” da

marca MyBioSource, de acordo com o protocolo indicado pelo fabricante.

6.13.4 Marcadores tradicionais da satide cardiometabolica

As andlises de 4cido urico, dos marcadores do perfil lipidico e glicidicos foram reali-
zadas no LACDSA/UFV de acordo com os protocolos do laboratorio, por meio do método
cinético UV com o equipamento analisador bioquimico BS 200 ®.

Os indices de Castelli I e II foram calculados por meio da divisio CT/HDL-c e LDL-
c¢/HDL-c, respectivamente (Castelli, 1988). Ja os valores de HOMA foram obtidos por meio
das seguintes formulas: HOMA-IR = [(insulinemia de jejum (mU/L) x glicemia de jejum (mmol/L)/22,5] €
0 HOMA-B = (20 x insulina jejum (MICRO UI/mL)) / (glicose jejum (mmol/L*) - 3,5) (Matthews et al.,
1985). Enquanto o indice TyG foi calculado de acordo com a férmula: TyG = Ln [(triglicerideos de

jejum (mg/dL)) x (glicemia de jejum (mg/dL))/2] (Simental-Mendia et al., 2008).
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A pressao arterial dos participantes foi aferida por meio de um medidor de pressao au-
tomatico Omron® modelo HEM-7113. Neste momento, o participante estava sentado, com as
pernas descruzadas, pés apoiados no chdo, de bexiga vazia, dorso encostado, livre de roupas
nos bracgos, palma da mao voltada para cima e brago na altura do cora¢do, como recomenda as
Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial - 2020 (Barroso et al., 2021). Ambos os bragos
foram aferidos e em caso de diferencga entre os dois, o braco com maior valor foi aferido nova-

mente, e a média dos valores foi adotada (WHO, 2007).

Para aferi¢iio do ITB foi utilizado Doppler vascular portitil (MEDMEGA®, DV 610B)
associado a um esfigmomandmetro. O ITB foi calculado com base nos valores de aferi¢dao da
PAS dos lados direito e esquerdo das artérias braquial, pediosa e tibial posterior. O cdlculo
consistiu na razdo entre a maior PAS do membro inferior (artéria pediosa ou tibial posterior) e
a PAS braquial do lado correspondente. Como recomenda Kim, Wattanakit e Gornik (2012),

foi adotado o valor de ITB que apresentou menor valor entre os lados direito e esquerdo.

6.14 Monitoramento da adesao ao protocolo do estudo

Para verificar a adesdo dos participantes ao protocolo do estudo, de 15 em 15 dias foi
enviada uma mensagem via WhatsApp ou Email para perguntar aos participantes sobre o se-
guimento do plano alimentar. Na metade do estudo aconteceu uma visita de retorno para ava-
liagdo do peso, medidas antropométricas e de composic¢ao corporal, além da aplicagdo de um
questiondrio de adesdo ao protocolo do estudo (APENDICE 4). Ainda, os participantes do
grupo kombucha receberam fichas de registro do consumo da kombucha (APENDICE 5).

6.15 Critérios de descontinuidade do estudo

Ao longo das 10 semanas, os participantes do grupo kombucha que ndo consumiram a
bebida por trés ou mais dias seguidos ou que apresentaram reacdes adversas ao consumo da
kombucha foram excluidos do estudo. Além disso, aqueles participantes que ndo adeririam ao
protocolo do estudo ou fizeram uso de medicamentos do tipo corticoides ou anti-inflamatdrios

também foram excluidos.

6.16 Analises estatisticas
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As andlises estatisticas foram realizadas no software SPSS (versdo 25.0, EUA). Os
testes Shapiro-Wilk e Levene foram utilizados para avaliar a normalidade das varidveis e a
homocedasticidade das variancias, respectivamente. O efeito do tempo nos tratamentos foi ava-
liado pelo teste t pareado ou pelo teste de Wilcoxon. O teste t de amostras independentes ou o
teste U de Mann-Whitney foi utilizado para determinar as diferencas entre os grupos. Também
foi realizada ANOVA multifatorial, seguida de post-hoc de Bonferroni, para avaliar o efeito
do sexo nos desfechos observados. Para avaliar a correlacio entre as varidveis foi utilizado o
teste de correlagdao de Pearson ou Spearman, com base na normalidade das varidveis. Todos os
dados estdo apresentados como média e desvio padrao ou mediana e valores minimos e maxi-

mos. A significincia estatistica considerada foi de a=0.05.
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7 RESULTADOS

7.1 Article 1

Effect of regular green tea kombucha (Camellia sinensis) consumption on oxidative stress
and endothelial health in individuals with excess weight: a randomized, controlled clinical

trial

* It will be submitted to the British Journal of Nutrition (Impact factor: 4.1)

Abstract

Kombucha is a fermented beverage rich in bioactive compounds. In the in vitro and
experimental animal studies, this beverage has demonstrated high antioxidant capacity. In this
sense, the objective of this study was to evaluate the effect of daily consumption of green tea
kombucha on oxidative stress and endothelial health in individuals with excess weight. This is
a randomized controlled clinical trial, lasting 10 weeks, during which the control group
followed a healthy -500 kcal/day energy-restricted diet, while the kombucha group, in addition
to the energy-restricted diet, consumed 200 mL of kombucha green tea daily. At the beginning
and end of the study, markers of oxidative stress and endothelial health were evaluated. The
significance level adopted in the statistical analyses was set at 5%. The kombucha consumption
reduced hydrogen peroxide (H202) compared to the control group (p=0.006). Furthermore, the
kombucha group increased the ankle-brachial index (ABI) compared to the baseline (p=0.014);
without differences between the groups (p=0.988). The other markers evaluated unchanged
after the kombucha consumption. In conclusion, daily consumption of 200 mL of green tea
kombucha for 10 weeks reduced the pro-oxidant radical hydrogen peroxide, without altering
other markers of oxidative stress and endothelial health in individuals with excess weight

compared to the control group.

Keywords: Fermented Beverages; Hydrogen Peroxide; Ankle Brachial Index; Atherosclerosis
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Introduction

Excess visceral adiposity and abdominal obesity are related to increased cardiovascular
risk ). The World Health Organization estimates that 17.9 million deaths each year are caused
by cardiovascular diseases globally ®. In this sense, the literature has been dedicated to
studying the mechanisms involved in developing cardiovascular diseases, mainly those caused
by modifiable risk factors ). The pathogenesis of atherosclerosis, one of the main causes of
acute myocardial infarction, is mainly explained by the process of aggression to the vascular
endothelium, which begins with the accumulation of oxidized lipids in the wall of the
endothelial intimal layer, forming an atheroma plaque that obstructs the passage of blood flow
“5).

Endothelial dysfunction promotes impairments related to vascular tone, fluid exchange,
and angiogenesis, and is characterized as one of the key processes in the pathophysiology of
atherosclerosis . The vascular endothelium is formed by a single layer of endothelial cells
that are in the endothelial intimal layer and performs activities such as vasodilation, inhibition
of platelet aggregation, inflammation, and oxidative stress ”). In cases of endothelial instability,
caused by aggression to the endothelium, the beginning of the cascade of events of atheroma
plaque formation may occur, which involves the infiltration of leukocytes and recruitment of
neutrophils mediated by vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM) and by intracellular
adhesion molecule-1 (ICAM) ® and uptake of long-chain fatty acids, mediated by the
scavenger receptor B2 (CD36) ©.

Oxidative stress, a result of increases in free radicals in relation to the content of

antioxidants (!?

, promotes aggression to the vascular endothelium 4V, With increased oxidative
stress, damage to molecules in cell membranes, such as proteins, nucleic acids, and lipids, can
occur 2. Furthermore, the hardening of arteries caused by endothelial dysfunction, or the
reduction in the diameter of blood vessels caused by atheroma plaques, can result in increased
blood pressure 3. Both upper and lower limb blood pressure, such as that assessed by the

ankle-brachial index (ABI) ¥, are related to cardiovascular events, resulting in increased

intima-media thickness of the artery carotid artery and carotid-femoral artery pulsation velocity
s)

To improve risk factors related to endothelial dysfunction, several studies have been
dedicated to evaluating the effect of foods rich in antioxidant compounds on cardiovascular

health, mainly in people with increased cardiometabolic risk, such as in individuals with excess
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weight 619 1In this sense, kombucha stands out, a fermented, lightly carbonated beverage,
rich in phenolic compounds such as epicatechin, epigallocatechin, epicatechin gallate, and
epigallocatechin gallate, which are capable of neutralizing reactive oxygen and nitrogen
species @9, This beverage is produced with teas from Camellia sinensis leaves (black, green,
white, or red tea), among which green tea stands out due to its high antioxidant potential V.
However, to date, no clinical study has been dedicated to evaluating the effect of daily
consumption of green tea kombucha on oxidative stress and endothelial health. Therefore, the
present study aimed to investigate the effect of this beverage on health in individuals with
excess weight. The energy-restricted diet was adopted in both groups as it is a standard
intervention to reduce cardiovascular risk in overweight individuals without apparent

comorbidities.

Methods

Ethical aspects

The National Research Ethics Commission (CONEP) approved the conduct of this
study (CAAE: 25880819.3.0000.5153; number: 3.948.033). Furthermore, this study was
registered in the Brazilian Clinical Trials Registry (REBEC) (number: RBR-9832wsx). All
procedures carried out are in accordance with Resolution CNS/466 of 2012 and the Declaration

of Helsinki.

Study design

This is a randomized, controlled clinical trial, conducted with two parallel experimental
groups. The control group followed an energy-restricted diet of 500 kcal/day, and the
kombucha group, in addition to the diet, consumed 200 mL of green tea kombucha daily for 10
weeks.

At the beginning of the study, all participants filled out the Three-Factor Eating
Questionnaire (TQFE) and measured anthropometry and body composition markers. After this
moment, all participants participated in a one-week run-in period, to assess possible adherence
to the study protocol. During this period, participants had to maintain stability in their usual
weight, with less than <2% variations, and could not consume teas and fermented foods. Those
who met the initial requirements participated in the initial blood collection, and brachial, and

peripheral blood pressure measurements to measure the ankle-brachial index (ABI). After 5
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weeks of study, participants responded to a return questionnaire to assess adherence to the
protocol. At the end of the study, a new blood collection and blood pressure measurement were

performed (Figure 1).

Anthropometry and body composition Blood pressure and Ankle-brachial index

i t“ Blood collection

Run-in (1 week) 5 weeks 5 weeks

- Three Factor Eating
Questionnaire
+

- Food Frequency - Food Frequency
Questionnaire Questionnaire
- International Physical - International Physical
@ Activity Questionnaire Activity Questionnaire

$ - @ . @

- Return inquiry

Figure 1. Experimental design of the study

Participants

The study included men and women aged 18 and 45 years, with excess weight, assessed
by body mass index (BMI) > 27 kg/m2, body fat percentage >25% for men and >30% for
women, and waist circumference > 94cm for men and > 80cm for women. Participants were
recruited from the local community of Vigosa (Minas Gerais, Brazil) and underwent online and
in-person screening to assess inclusion criteria. Individuals with chronic diseases such as
diabetes, high blood pressure, and cardiovascular diseases did not participate in the study.
Those who had acute infectious or inflammatory conditions in the last three months were also
not included. As well as those, who had eating disorders, pregnancy, menopause, were
smokers, athletes, vegans, or who were in the lactation period. Individuals who already

regularly consumed teas, supplements, or fermented foods were also not included.

Sample calculation and randomization
The sample calculation was performed using the values of two independent means of

total serum antioxidants 2 in the G¥Power software version 3.1.9.6, considering an effect size
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of 0.8, a power of 95 %, and a statistical significance of 5%. Therefore, the minimum sample
number was 30 individuals per group.

The randomization of participants who were included in the study was carried out using
the minimization method, in a 1:1 ratio, in MinimPy software, version 0.2 (Copyright,

Mahmoud Saghaei, 2010-2011), considering sex, age, and BMI as prognostic factors @3,

Interventions

Both groups followed healthy diets individually planned by a nutritionist, considering
the distribution of macronutrients and micronutrients necessary for health, and applying a
caloric prescription of (-500 kcal/day) in the values calculated by the Estimated Energy
Requirement (EER) for individuals with excess weight ®¥. In addition, all participants received
nutritional guidance, five menus with a list of substitutions, and a recipe book with the
preparations presented on the menus. Furthermore, everyone was advised to maintain their
usual level of physical activity.

In addition, participants in the kombucha group received seven 200 mL bottles of
kombucha weekly and were instructed to keep them refrigerated and ingest them with a main
meal (lunch or dinner) due to the acidity of the beverage. Kombucha was also produced weekly,
with green tea from the Amaya brand, grown in the city of Registro (Sdo Paulo, Brazil). The
tea was prepared by infusion, as recommended by the manufacturer's instructions. The 30 g/L
of a biofilm of bacteria and yeast and a previously produced kombucha were added until the
pH reached 4.4. Incubation for kombucha fermentation occurred for 5 days at 25 °C.

At the end of preparation, through Ultra-high performance liquid chromatography-MSE
(UPLC - MSE) analysis, it was possible to determine that kombucha presented 92 phenolic
compounds, mostly from the flavonoid class (70.7%), phenolic acids (25%), lignans (2.2%)
and other polyphenols (1.1%). Among the most abundant phenolic compounds in the drink are
gallocatechin, catechin 5-O-gallate, epicatechin, epigallocatechin, 5-O-galloylquinic acid,
catechin, 5-p-coumaroylquinic acid, quercetin 3-O-rutinoside and niricetin 3-O - glycoside.
Furthermore, it exhibited a total phenolic content of 0.32 + 0.003 mg GAE/mL (in gallic acid
equivalents), antioxidant capacity of 3.24 £+ 0.43 pmol TE/mL, pH of 3.41 £+ 0.09 and total
acidity 0.20 = 0.02 (w/v acetic acid).

Assessments and measurements
At the beginning of the study, weight, and body composition were assessed using the

tetrapolar electrical bioimpedance technique (Tetrapolar Bioimpedance, Inbody, model Y230).
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The participants' food consumption was assessed using a food frequency questionnaire (FFQ),
which was digitized in ERICA-REC24h, which uses the food composition table developed by
the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE) *>. All food consumption data were
adjusted for thousand kilocalories. Physical activity was assessed using the International
Physical Activity Questionnaire (IPAQ) short version, validated for the Brazilian population
(26)and was presented in the metabolic equivalent task (MET).

On the initial and final experimental days, participants came to the laboratory, fasting
for 10 hours, to collect blood and measure brachial and peripheral blood pressure. The day
before the experimental day, all participants were instructed to eat a standard dinner, as
determined by the study. The blood was collected by a trained professional and centrifuged to
separate the plasma fractions for analysis of the markers in the focus of this study. To this end,
the samples were stored in an ultrafreezer at -80°C until analysis. To characterize the
participants in relation to the variables that can interfere with oxidative stress and endothelial
health, at the beginning of the study, an analysis of the inflammatory profile and liver enzymes
was carried out using the UV kinetic method with BS 200 ® biochemical analyzing equipment.

The markers ICAM, VCAM, oxidized low-density lipoprotein (ox-LDL), CD-36,
glutathione peroxidase (GPx), and glutathione reductase (GR) were analyzed using the
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) technique using the kits “Human
ICAM/CD54”, “Human VCAM/CDI106”, “Human OxLDL” from the Elabscience
Biotechnology brand and “Human Cluster of differentiation 36”, “Human Glutathione
Peroxidase 3” and “Human Glutathione Reductase” from the MyBioSource brand, following
the protocols recommended by the manufacturers.

The activity of superoxide dismutase (SOD), hydrogen peroxide (H20.), iron-reducing
antioxidant power (FRAP), malondialdehyde (MDA), and nitric oxide (NO) was determined
using plasma samples in colorimetric assays. SOD was determined considering the capacity to
catalyze the reaction of superoxide (O2) into H>O», which was also evaluated through the
oxidation of substrate by a peroxidase *’-*®, While FRAP analysis considered the reduction of
ferric ions to ferrous ions through the addition of a sample with reducing activity ®®. MDA
dosage measured lipid peroxidation through thiobarbituric acid reactive species (TBARS) ©©.
The ON considered a standard curve with known sodium nitrite concentrations, which ranged
from 0-125uM GV,

Brachial blood pressure was measured in participants in both arms and in case of
differences, the arm with the highest value was measured again, and the average between the

values were considered ®?. To do this, the participants were seated, with their legs uncrossed,
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feet flat on the floor, with an empty bladder, free of clothing on their arms, palms facing
upwards, and arms at heart level G3),

To assess the ABI, a portable vascular Doppler MEDMEGA®, DV 610B) was used
associated with a sphygmomanometer, measuring systolic blood pressure (SBP) on the right
and left sides of the brachial, dorsal foot, and posterior tibial arteries. The ratio between the
highest SBP of the lower limb (dorsal foot or posterior tibial artery) and the brachial SBP of
the corresponding side was calculated, and the ABI value that presented the lowest value

between the right and left sides was adopted ®¥.

Statistical analyses

Statistical analyses and graph construction were performed using SPSS (version 25.0)
and GraphPad Prism (version 10.0) software, respectively. The Shapiro-Wilk and Levene tests
were used to assess the normality of variables and the homoscedasticity of variances,
respectively. The effect of time on treatments was assessed using the paired t-test or the
Wilcoxon test. The independent samples t-test or Mann-Whitney U test was used to determine
differences between groups. The correlation between variables was estimated based on the
Pearson or Spearman correlation tests. The results were presented as mean and standard

deviation or median and minimum and maximum values, with a statistical significance of 5%.

Results

A total of 500 individuals were recruited and 75 met the inclusion criteria and began
the study. Throughout the study, 21.33% of participants were lost to follow-up, who were
discontinued for personal reasons or non-adherence to the study protocol (Supplementary
material). After 10 weeks, 59 people completed the study, 29 from the control group (17
women and 12 men) and 30 from the kombucha group (18 women and 12 men). When
comparing baseline markers, there was no significant difference between those who were
initially randomized (n=75) and those who completed the study (n=59).

Furthermore, during the study, there was a similarity between the control and kombucha
groups regarding consumption of calories (p=0.736), grams of carbohydrates (p=0.458),
proteins (p=0.891), lipids (p=0.585), and fibers (p=0.275), as well as in relation to the level of
physical activity practiced (p=0.649). Similarly, the consumption of micronutrients with

antioxidant potential also did not differ between groups, as shown in Table 1.
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Table 1. Micronutrient consumption according to the self-reported final food frequency

questionnaire adjusted per thousand kilocalories

Micronutrients Control group Kombucha group )/

Vitamin A (mcg) 218.2 (68.1) 179.7 (81.4) 0.057
Vitamin C (mg) 134.8 (11-263) 112.6 (16-298) 0.586
Vitamin E (mcg) 467.3 (151) 448.2 (183) 0.415
Selenium (mcg) 74.4 (21.3) 62.7 (23.5) 0.052
Zinc (mg) 8.03 (2.24) 6.97 (2.46) 0.092
Copper (mg) 0.77 (0.2) 0.73 (0.21) 0.435
Manganese (mg) 1.84 (0.62) 1.69 (0.45) 0.290

Values are presented as mean (standard deviation) or median (minimum - maximum value). The p values represent the results

obtained by the independent samples t-test or Mann-Whitney U test. mcg: microgram; mg: milligram.

At baseline, age, BMI, inflammatory profile and liver enzymes did not differ between

groups (Table 2). After 10 weeks of intervention, the H>O> marker showed a significantly

greater reduction in the kombucha group, compared to the control group (p=0.006). The other

markers of oxidative stress and endothelial health did not differ between the groups (Figure

2). In the temporal analysis (initial vs final), only the control group had a significant increase

in ICAM, while only the kombucha group showed a significant increase in ABI. Furthermore,

both groups significantly reduced NO and H>O: (Table 3).



Table 2. Characteristics of participants at baseline, according to allocation group

Variables Control group Kombucha group )/

Age (years) 32.51(6.9) 34.66 (6.9) 0.239
BMI (kg/m?) 32.05 (27.3 - 46.5) 32.90 (27.3 - 40.8) 0.259
PCR (mg/L) 0.26 (0.04 - 11.07) 0.40 (0.07-5.04) 0.214
Complement C3 (mg/dL) 140.18 (22.13) 148.76 (18.99) 0.216
AST (U/L) 25.64 (8.29) 24 (9.22) 0.477
ALT (U/L) 17 (23.09) 23.14 (5.68) 0.693
GGT (U/L) 37.1(23.09) 37.1(29.32) 0.856

50

Values are presented as mean (standard deviation) or median (minimum - maximum value). The p values represent the results

obtained by the independent samples t-test or Mann-Whitney U test. ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate

aminotransferase; BMI: body mass index; GGT: gamma-glutamyl transferase; kg: kilograms; kg/m?2: kilograms per square

meter; mg/L: milligrams per liter; mg/dL: milligrams per deciliter; U/L: units per liter.
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and endothelial health in the comparison between the
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(A.) refers to markers of oxidative stress and (B.) refers to markers of endothelial function. The p values represent those
obtained by the independent samples t-test or Mann-Whitney U test in the comparison between the deltas (final - initial) of the
groups. ABI = ankle-brachial index; BPS = systolic blood pressure; BPD = diastolic blood pressure; CD36 = scavenger receptor
B2; FRAP = iron-reducing antioxidant power; GPx = glutathione peroxidase; GR = glutathione reductase; H>O2 = hydrogen
peroxide; ICAM= intracellular adhesion molecule; MDA = malondialdehyde; NO = nitric oxide; oxLDL = oxidized low-

density lipoprotein; SOD = superoxide dismutase; VCAM = vascular cell adhesion molecule.

Table 3. Effect of control and kombucha interventions on oxidative stress and endothelial

health
Variable Control group Control group P Kombucha group Kombucha group P
initial final initial final
Oxidative stress
GPx (ng/mL) 130.23 (22.4-460) 184.7 (20-633) 0.113 138.43 (19-521) 149.54 (16.88-571) 0.179
SOD (umol/mL) 347.71 (37.52) 354.34 (40.45) 0.509 343.75 (41.15) 345.47 (38.33) 0.864
GR (ng/mL) 3.71 (2.96-10.52) 3.71 (2.6-11) 0.799 3.51 (2.96-8.4) 3.47 (2.75-16) 0.168
FRAP (umol/mL) 44.93 (0.01) 44.93 (0.02) 0.437 44.93 (44.9-44.97) 44.92 (44.9-44.97) 0.083
LDLox (pg/mL) 467.1 (47.8-908.1) 324.9 (81.7-830) 0.750 480.2 (25.7-807) 460.4 (65.6-846) 0.629
MDA (umol/mL) 3.32(0.3-7.0) 2.34 (0.22-7.76) 0.277 1.89 (0.03-3.75) 0.84 (0.18-2.90) 0.056
ON (umol/dL) 12.31 (0.56-23.52) 4.84 (0.8-17.51) 0.016* 14.58 (2.32-24.70) 7.0 (1.37-20.13) 0.012%*
H202 (umol/mL) 16.5 (1.49) 15.09 (1.53) 0.001°* 18.4 (11.1-23.04) 13.58 (12.33-19.65) <0.001*
Endothelial health
ICAM (ng/mL) 157.22 (41.48) 181.15 (28.79) 0.019* 171.41 (37.23) 176.35 (29.04) 0.681
VCAM (ng/mL) 302.72 (108-556) 347.55 (120-1227) 0.328 378.82 (196.9) 371.72 (136.14) 0.857
CD36 (ng/L) 163.5 (34.4-524.9) 154.2 (15.8-507) 0.112 62.27 (35.15-427.31) 56.54 (30—514.9) 0.570
DBP (mmHg) 75.62 (7.21) 74.95 (8.67) 0.565 73.02 (6.95) 7491 (7.02) 0.145
SBP (mmHg) 114.92 (9.49) 114.22 (9.33) 0.565 115.19 9.17) 116.53 (9.33) 0.308
ABI 1.04 (0.87 — 1.40) 1.10 (0.90 — 1.28) 0.322 1.00 (0.11) 1.05 (0.10) 0.014*

Values are presented as mean (standard deviation) or median (minimum - maximum value). The p values represent the results

obtained by the Paired t-test or Wilcoxon, through initial vs final analysis. pmol/mL = micromole per milliliter; pmol/dL =
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micromole per deciliter; ABI = ankle-brachial index; CD36 = scavenger receptor B2; DBP = diastolic blood pressure; FRAP
= iron-reducing antioxidant power; GPx = glutathione peroxidase; GR = glutathione reductase; H20> = hydrogen peroxide;
ICAM= intracellular adhesion molecule; MDA = malondialdehyde; mmHg = millimeters of mercury; ng/mL = nanograms per
milliliter; ng/L = nanogram per liter; NO = nitric oxide; oxXLDL = oxidized low-density lipoprotein; pg/mL = picogram per

milliliter; SBP = systolic blood pressure; SOD = superoxide dismutase; VCAM = vascular cell adhesion molecule.

Through correlation analyses, it was possible to observe direct, moderate, and
significant correlations between ICAM and CD36, SOD and ABI, and GPx and FRAP, while
inverse, moderate, and significant correlations were presented between FRAP and DBP, and
H>0> and ABI. A direct, strong, and significant correlation was also observed between SBP

and DBP (Figure 3).

ICAM
VCAM
CD36
SBP
DBP
ABI
GPx
SOoD
oxLDL
NO
MDA
H,0,

1.0
ICAM

VCAM

CD36

SBP

DBP

ABI

GR

FRAP

GPx

SOD

oxLDL

NO

MDA

H;0;

-1.0

Figure 3. Correlation matrix between markers of oxidative stress and endothelial health

The values presented are the Pearson or Spearman correlation coefficients. * Indicate statistical significance. ABI = ankle-
brachial index; CD36 = scavenger receptor B2; DBP = diastolic blood pressure; FRAP = iron-reducing antioxidant power;
GPx = glutathione peroxidase; GR = glutathione reductase; H20. = hydrogen peroxide; ICAM= intracellular adhesion
molecule; MDA = malondialdehyde; NO = nitric oxide; oxXLDL = oxidized low-density lipoprotein; SBP = systolic blood

pressure; SOD = superoxide dismutase; VCAM = vascular cell adhesion molecule.

Discussion
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This is the first clinical study dedicated to evaluating the effect of green tea kombucha
consumption on markers of oxidative stress and endothelial health. After 10 weeks of
intervention, participants in the kombucha group reduced H»0: significantly compared to the
control group. Other markers of oxidative stress, such as antioxidant enzymes and other pro-
oxidant radicals, were not altered by kombucha consumption. Furthermore, the consumption
of kombucha associated with an energy-restricted diet showed a potential protective effect on
endothelial health, through protection against the increase in ICAM, which was observed in the
control group, and also through the increase in ABI presented by the kombucha group.
However, in relation to endothelial health, significant differences between the groups were not
observed.

The green tea used to produce kombucha has complex polyphenols that are degraded
by bacterial and yeast enzymes during the fermentation process, increasing the content of
phenolic compounds and increasing the bioavailability and antioxidant capacity of the beverage
(33-3) The kombucha used in this study had a total phenolic content of 0.32 mg GAE/mL (in
gallic acid equivalents) and an antioxidant capacity of 3.24 umol TE/mL. Evidence also points
out that kombucha is a beverage that contains vitamin C and antioxidant minerals such as
copper, manganese, and zinc, which are capable of neutralizing free radicals ¢7*®. This rich
composition of the beverage possibly contributed to the reduction of the pro-oxidant radical
H>0o.

Previous in vitro and experimental animal studies have shown the potential of
kombucha for reducing oxidative stress ©% 342 a fact that is justified by the presence of
phenolic compounds, such as verbascoside “?. In the present study, both groups were able to
reduce H>O», however the kombucha group showed a significantly greater reduction in this
marker. H>O2 occurs in normal metabolism and is responsible for the detection, signaling, and
regulation of detox in humans. Increased concentrations of this marker cause tissue and cellular
damage, promoting changes in cell shape, proliferation, and recruitment of immune cells ¥,
For these reasons, H>O> has stood out as a marker with a dual causal role in atherosclerosis
induced by oxidative stress, causing damage to the vascular wall and activating the signaling
of the cascade of thrombogenic events “¥.

Although no antioxidant enzyme studied was altered by kombucha consumption, the
literature indicates that the beverage's action against oxidative stress may occur through the
inhibition of reactive oxygen and nitrogen species and also through the activation of antioxidant
enzymes Y. The kombucha used in this study presented the main phenolic compounds

gallocatechin, catechin 5-O-gallate, epicatechin, epigallocatechin, and catechin. These
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compounds are capable of activating cysteine thiol oxidation of human Kelch-like ECH-
associated protein 1 (KEAP-1), which causes nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2)
to be released, causing the transcription of antioxidant enzymes to be activated ©%.

The reduction of oxidative stress through H2O> may be related to potential beneficial
effects on endothelial health. In the present study, it was demonstrated that H,O> presents an
inverse, moderate, and significant correlation with ABI, a marker that, after 10 weeks of
intervention, increased only in the kombucha group. Low ABI values may indicate the presence
of peripheral arterial disease ¢, and the marker has stood out for being a non-invasive method
that provides useful and reliable information for diagnoses and prognoses of arterial diseases
@7) Furthermore, anomalous ABI stands out as a risk factor for the incidence of all-cause
mortality, myocardial infarction, and hemorrhagic events “®. However, it is important to
highlight that although the consumption of kombucha associated with the diet promotes
potential beneficial effects on ABI, in the comparison between the control and kombucha
groups there was no significant difference.

Moreover, it was possible to notice a positive effect of the energy-restricted diet on the
reduction of oxidative stress markers such as NO and H>O: in both groups. The literature is
clear about the effectiveness of a healthy, properly planned, energy-restricted diet in reducing
concentrations of free radicals in the human body and increasing longevity “°%. For these
reasons, it was expected that the diet would also promote benefits to the vascular endothelium.
However, unexpectedly, ICAM increased in the control group. This molecule plays a
fundamental role in mediating inflammation in the vascular endothelium and is increased in
pathological cases of inflammation, such as obesity ©V. Possibly, the participants in this study
already showed a tendency to increase this marker due to the low-grade inflammation caused
by the accumulation of abdominal fat and visceral adiposity, and therefore the energy-restricted
diet for 10 weeks was insufficient to minimize this impact related to excess of weight.

The correlations presented between the baseline markers of the participants in this study
are in line with information previously established in the literature. The ICAM and CD36
molecules showed a direct, moderate, and significant correlation, and evidence indicates that
both favor the formation of atheroma plaque ©. 3D Furthermore, the direct, moderate, and
significant association between SOD and ABI, as well as the inverse, moderate and significant
association between FRAP and BPD, happens due to the already-established role of
antioxidants on blood pressure ©>>¥. Similarly, the direct and significant associations of GPx
and FRAP (moderate), BPS and BPD (strong) depict congruence between markers with similar

functions ©439,
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The strengths of this study include the similarity between the control and kombucha
groups in relation to baseline characteristics, such as age, BMI, inflammatory profile, and also
characteristics during the study, such as consumption of macronutrients and fiber, antioxidant
micronutrients and practice of physical activity. Furthermore, the control for this study was a
energy-restricted diet, which is considered the gold standard intervention related to improving
cardiovascular risk factors in apparently healthy individuals with excess weight. However, this
study had as a limitation the intervention time, which was apparently insufficient for greater
health benefits.

In conclusion, daily consumption of 200 mL green tea kombucha for 10 weeks proved
to be effective in reducing the pro-oxidant H>O> radical. The other markers of oxidative stress
and endothelial health were similar between the control and kombucha groups. As this beverage
is still little studied, new clinical studies are needed to elucidate other possible beneficial effects

on health.
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7.2 Article 2

Green tea kombucha (Camellia sinensis), in the context of a healthy energy-restricted diet,
improves cardiometabolic risk markers in individuals with excess weight: a randomized,

controlled clinical trial

* It will be submitted to the European Journal of Nutrition (Impact factor: 5.0)

ABSTRACT

Objective: This study aimed to evaluate the effect of green tea kombucha consumption on
traditional cardiometabolic risk markers in individuals with excess weight.

Methods: This is a randomized controlled clinical trial with 10 weeks of duration, in which 59
individuals with excess weight (BMI>27kg/m?) were distributed into two parallel experimental
groups: control group, which followed an energy-restricted diet (-500 kcal/day), and kombucha
group, which followed the same energy-restricted diet + daily consumption of green tea
kombucha (200 mlL/day), for 10 weeks. At the beginning and end of the intervention,
cardiometabolic health markers were evaluated, such as total cholesterol (TC), low-density
lipoprotein (LDL-c), very low-density lipoprotein (VLDL-c), high-density lipoprotein (HDL-
¢), triglycerides (TG), Castelli index I and II, apolipoprotein A, apolipoprotein B, Apo A/Apo
B ratio, blood glucose, insulin, glycated hemoglobin, HOMA-IR, HOMA-B, TyG index, and
uric acid. Statistical analyses were performed considering a significance level of a= 0.05.
Results: At the end of the study, participants in the kombucha group showed a significant
reduction in TC, LDL-c, VLDL-c, TG, Castelli index II, and uric acid compared to baseline.
Both groups significantly reduced Castelli index I and HOMA-f after intervention and only
the control group showed a significant increase in glycated hemoglobin (within values
considered normal) compared to pre-intervention. Furthermore, men in the kombucha group
showed a significant reduction in glycated hemoglobin compared to men in the control group.
The other markers were similar between the groups.

Conclusion: The consumption of green tea kombucha, associated with an energy-restricted
diet, reduced cardiometabolic risk markers in individuals with excess weight.

Brazilian Clinical Trials Registry (REBEC) number: RBR-9832wsx.

Keywords: Lipids; Glycated Hemoglobin; Uric Acid; Cardiovascular Diseases.
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Introduction

Excess weight is defined as a chronic and multifactorial condition, which is associated
to the development of morbidities associated with the accumulation of body fat [1]. It reaches
endemic proportions in many parts of the world. In the European region, 60% of adults have
excess weight, which has been one of the main determinants of disability and death [2]. The
accumulation of body fat is characterized as a risk factor for the development of cardiovascular
diseases through the possibility of the coexistence of insulin resistance, hyperglycemia,
hypertension, and dyslipidemia [3]. Furthermore, excess weight can cause structural and
functional changes to accommodate body weight that impair vascular homeostasis [4]. For
these reasons, people with excess weight have a higher risk of death from cardiovascular
diseases, independent of other metabolic factors [5].

In this sense, the treatment of excess weight is necessary to reduce the risk of
developing cardiovascular diseases, among which atherosclerosis stands out [6]. The
accumulation of cholesterol-rich lipoprotein remnants, especially low-density lipoprotein
(LDL-c), plays a central causal role in developing atheroma plaque [7]. Metabolic
abnormalities, such as hyperglycemia and insulin resistance, are also involved in the
progression of atherosclerosis [8]. Lack of glycemic control is associated with subclinical
changes responsible for cardiometabolic dysfunctions [9]. Furthermore, hyperuricemia has
recently been shown to play a fundamental role in the pathophysiological mechanism of
atherosclerosis [10-11].

To minimize the impacts caused by excess weight, studies have been dedicated to
evaluating the effect of specific foods on cardiometabolic risk markers, mainly through the
improvement of the lipid and glucose profile [6, 12]. In this sense, kombucha stands out, a
beverage obtained by fermentation of Camellia sinensis tea (mainly green and black tea) and
sugars through a symbiotic culture of bacteria and yeast called Symbiotic Culture of Bacteria
and Yeast (SCOBY) [13]. In its composition, organic acids such as acetic, citric, gluconic,
carbonic, tartaric, and lactic acids may play a key role in the beverage’s therapeutic action stand
out. In addition, vitamins from complex B (B1, B2, B6, and B12) and C are present; minerals
such as iron, copper, manganese, and zinc; and phenolic acids such as epigallocatechin,
epicatechins, epigallocatechin gallate, and epicatechin gallate [14]. Thus, the rich composition
of kombucha may be responsible for the promising perspectives on its effect on human health.

Two recent clinical studies highlighted the hypoglycemic potential of kombucha [15-
16]. However, there are still few studies that evaluated the effect of kombucha consumption on

cardiometabolic human health. Thus, the objective of the present study was to evaluate the
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potential additional effect of daily consumption of 200 mL of green tea kombucha in the
context of an isocaloric energy-restricted diet, for 10 weeks, on cardiometabolic markers in
individuals with excess weight. The strategy of adopting an energy-restricted diet in both
groups is due to the fact that it is a consolidated strategy for reducing cardiometabolic risk

markers in overweight individuals, without apparent comorbidities.

Materials and methods

This is a randomized controlled clinical trial, with two parallel experimental groups,
carried out with adults with excess weight for 10 weeks. This work was carried out at the
Federal University of Vicosa, (Minas Gerais, Brazil), through partnerships between the
Department of Nutrition and Health and the Department of Food Technology. This study was
approved by the National Research Ethics Commission (CONEP) (CAAE:
25880819.3.0000.5153; number: 3.948.033), by the Brazilian Clinical Trials Registry
(REBEC) (number: RBR-9832wsx) and is in accordance with the Resolution CNS/466 of 2012
and Declaration of Helsinki. All participants who agreed to participate in the study were

informed about the risks and benefits and signed an informed consent form.

Participants

This study was conducted with adult individuals, aged between 18 and 45 years, who
had a body mass index (BMI) > 27 kg/m?, body fat percentage >25% for men and >30% for
women, waist circumference > 94cm for men and > 80cm for women and no chronic or acute
illness in the last three months. Pregnant, lactating, or menopausal women, smokers, those
using medications such as antibiotics, anti-inflammatories and corticosteroids, nutritional
supplements teas, kombucha, drugs, and alcohol abuse were not included. Furthermore, people

with eating disorders, vegans, and athletes were not included.

Randomization

Participants were randomized in a 1:1 ratio, using the minimization method in the
MinimPy software, version 0.2 (Copyright, Mahmoud Saghaei, 2010-2011), considering sex,
age, and BMI as prognostic factors [17]. Then, according to randomization, participants were
allocated into two parallel groups - the control group, which followed an energy-restricted diet
(-500kcal/day), or the kombucha group, which in addition to calorie restriction (-500kcal/day),

received 200 mL of green tea kombucha daily, for 10 weeks.
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Sample calculation

This is an article with secondary outcomes and the sample size calculation was carried
out based on the primary outcomes related to oxidative stress. The sample size calculation was
carried out using the G*Power software version 3.1.9.6, considering an effect size of 0.8
between the values of two independent means of total serum antioxidants [18], power of 95%,

and statistical significance of 5%. The minimum sample number resulted in 30 individuals per

group.

Study design

Participant recruitment took place in the local community and those who showed
interest completed an online pre-screening questionnaire. Those who met the initial inclusion
criteria attended the laboratory to confirm the information provided through body composition
and anthropometric measurements and also filled out the Three-Factor Eating Questionnaire
(TQFE). Only those who obtained TQFE scores that did not reveal possible eating disorders
participated in the study. Eligible candidates who agreed to participate in the study went
through the run-in period to investigate and exclude those who presented the possibility of non-
adherence to the study protocol. During this period, participants had to maintain their usual diet
and body weight without significant changes (<2%) for one week.

Before the intervention started, participants answered the food frequency questionnaire
(FFQ) and the international physical activity questionnaire short version (IPAQ) in addition to
blood collection. Over the course of 10 weeks, participants followed the interventions
determined by the study and were recommended to maintain their usual level of physical
activity. Moreover, every 15 days participants received messages to confirm adherence to the
diet, and in the 5" week, there was a return consultation to check compliance with the study
protocol. After 10 weeks, all the data and blood collection were similarly applied to baseline.
Throughout the study, participants who were unable to adhere to the protocol, had any illness,

or had any adverse reaction to kombucha consumption were discontinued from the study.

Kombucha production

The kombucha was prepared with Amaya brand green tea, grown in the city of Registro
(Sao Paulo, Brazil). To prepare the tea infusion, initially, the water was boiled to 75 °C, then
12g of green tea and 50g of sugar were added per liter of water. The tea was filtered and
immediately cooled to 25 °C in an ice bath. Then, 30g/L. of SCOBY was added as well as a

previously produced kombucha until it reached a pH 4.4. Finally, the kombucha was fermented
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for 5 days at 25 °C, portioned into 200 ml sterile plastic packaging, and distributed weekly to
participants in the kombucha group, who were instructed to keep the beverage refrigerated

(Fig. 1). Furthermore, participants were advised to consume the beverage during the main meal.

© ®

Heat the ity
_—> . + =
water to 75 °C an =

Addition of 12g/L of green
tea and 50g/L of sugar
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Addition of 30g/L )
SCOBY and starter , o daysinihe
. incubator at 25 °C
kombucha tea until
reaches a pH of 4.4

Fig. 1 Procedures for producing green tea kombucha

°C: degrees Celsius; %: percentage; g/L: grams per liter; v/v: volume per volume

At the end of preparation, the green tea kombucha had a pH of 3.41 + 0.09 and a total
acidity of 0.20 + 0.02 (w/v acetic acid). Furthermore, the beverage had an antioxidant capacity
of 3.24 + 0,43 pmol TE/mL and a total phenolic content of 0.32 + 0,003 mg/mL in gallic acid
equivalents (GAE). Through microbiological characterization, populations of lactic acid
bacteria (1.98 x 10’ CFU/mL), acetic bacteria (1.07 x 10’ CFU/mL), and yeast (1.57 x 10’
CFU/mL) were evaluated. Furthermore, 92 phenolic compounds were identified in the
beverage, through Ultra-high performance liquid chromatography-MS/MS (UPLC - MS/MS)
analyzes, and among the main ones were gallocatechin, catechin 5-O-gallate, epicatechin,
epigallocatechin, 5-O-galloylquinic acid, catechin, 5-p-coumaroylquinic acid, quercetin 3-O-
rutinoside and niricetin 3-O-glycoside. In total, 70.7% of these belonged to the flavonoid class,
followed by phenolic acids (25%), lignans (2.2%), and other polyphenols (1.1%). The sugars,

and ethanol concentrations are shown in Frame 1.

Frame 1 — Concentration of sugars, and ethanol in green tea kombucha
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Components Concentration (g/L)
Sucrose 22.24 (1,9)
Fructose 12.57 (2,16)
Glucose 11.49 (0,86)
Ethanol 4.70 (0,11)

g/L: Gram per liter. Values are presented as average (standard deviation).

Diet plan

The eating plans were prepared for each participant individually, considering the caloric
needs determined by the Estimated Energy Requirement (EER) for adults with excess weight,
and the distribution guidelines for macronutrients and micronutrients necessary for maintaining
health [19]. For each participant, a calorie restriction of 500 kcal/day was applied. During the
study, participants were instructed not to consume potentially functional foods. In addition,
participants received five menu options, with a daily calculated replacement list, and a recipe
book with the preparations of food described in the meal plan. All material offered, as well as

menu calculations, were carried out by nutritionists.

Variables and measurement instruments

To evaluate the participants' characterization variables, during the baseline and run-in
period, weight and body composition were measured using the tetrapolar electrical
bioimpedance technique (Tetrapolar Bioimpedance, Inbody, model Y230). Furthermore, with
an inelastic measuring tape, the circumference of the waist, hips, and neck were measured with
three repetitions. From the values obtained, the waist/hip ratio was calculated [20].

The last meal of the day before collection was a standardized dinner for all participants.
Blood was collected by a qualified professional after a 10-hour overnight fast. After collection,
the samples were analyzed at the Clinical Analysis Laboratory (LACDSA/UFV), following the
laboratory's internal recommendations, and the results of tests for total cholesterol (TC), LDL-
¢, high-density lipoprotein (HDL-c), very low-density lipoprotein (VLDL-c), triglycerides
(TG), Apolipoprotein A (Apo A), Apolipoprotein B (Apo B), fasting blood glucose, estimated

blood glucose, insulin, glycated hemoglobin and uric acid (UA) were sent to researchers. All



71

markers mentioned were analyzed using the UV kinetic method with the BS 200 ® biochemical
analyzing equipment. With the results of the aforementioned exames, it was possible to calculate
the Castelli I and II indices, using the divisions of TC/HDL-c and LDL-c/HDL-c respectively
[21]. It was also calculated the HOMA [22] indices using the following formulas: HOMA-IR =
[(fasting insulin (mU/L) x fasting blood glucose (mmol/L)/22.5] and HOMA-p = (20 x fasting insulin (MICRO
IU/mL)) / (fasting glucose (mmol/L*) - 3.5). Additionally, the TyG index [23] was also calculated

according to the formula: TyG = Ln [(fasting triglycerides (mg/dL)) x (fasting blood glucose (mg/dL))/2].

Statistical analyses

The statistical analyses of this study were carried out using SPSS software (version
25.0, USA), considering a statistical significance of 5%. Initially, data normality was assessed
using the Shapiro-Wilk test, and homoscedasticity using Levene's test. Paired t-test and
Wilcoxon test were used to evaluate the effect of time on treatments, while independent
samples t-test and Mann-Whitney U test were performed for comparisons between groups.
Multifactorial ANOVA was performed to evaluate the interaction between treatment and
participants' sex, and in cases of significant interaction, differences were evaluated by
Bonferroni post-hoc. The data from this study are presented as mean and standard deviation or

median and minimum and maximum values.

Results

In total, 500 individuals completed the pre-selection questionnaire, and only 75 met the
inclusion criteria. Were randomized 37 to the control group and 38 to the kombucha group. In
the end, 59 completed participants in this study, 29 in the control group and 30 in the kombucha
group. Among the main causes of loss to follow-up are personal reasons (31.25%), not
responding to researchers' contact (12.5%), use of antibiotics (12.5%), not liking the
kombucha’s taste (12.5%) and stop drinking kombucha for more than three days (12.5%) (Fig.
2). Baseline values of all markers studied did not differ between those who started the study

and those who completed the study (data not shown).
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[ Enroliment ] Assessed for eligibility (n=500)

Excluded (n=425)
+ Not meeting inclusion criteria (n=414)
+ Declined to participate (n=11)

\ 4

Randomized (n=75)

!

v { Allocation } y
Allocated to Control Group (n=37) Allocated to Kombucha Group (n=38)

v |' Follow-Up ] v
Lost to follow-up (n=7) Lost to follow-up (give reasons) (n=2)
Personal reasons (4), did not respond to Personal reasons (1), did not like the
contact (2), anxiety crisis (1) kombucha (2)
Discontinued intervention (n=1) Discontinued intervention (give reasons) (n=6)
Did not adhere to dietary intervention (1) Used antibiotics (2), did not drink kombucha

(2), covid-19 (1), pregnancy (1)
v [ Analysis ] v
Analysed (n=29) Analysed (n=30)

Fig.2 Study participant selection flowchart

At the end of the study, the control group was composed of 17 women and 12 men,
while the kombucha group presented 18 women and 12 men. At baseline, 79.31% of the control
group had obesity, while 80% of the kombucha group had the same condition. Age,
anthropometric, and body composition variables did not differ between participants at the

beginning of the study (Table 1).
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Table 1. Anthropometric and body composition characteristics of the control and kombucha

groups at baseline

Variables Control group Kombucha group )/

Age (years) 32.51(6.9) 34.66 (6.9) 0.239
BMI (kg/m?) 32.05 (27.3 - 46.5) 32.90 (27.3 - 40.8) 0.259
Muscle mass (kg) 3095 (21.2-444) 29.60 (22.3 -52.7) 0.666
Body fat (%) 38.14 (8.2) 39.93 (6.7) 0.267
Neck circumference (cm) 36 (26.5 -43.4) 36.5 (32.5-44) 0.804
Waist circumference (cm) 92.52 (8.5) 97.05 (10.7) 0.078
Hip circumference (cm) 114.75 (8.3) 115.47 (7.96) 0.816
Waist/hip ratio 0.89 (0.06) 0.92 (0.07) 0.451

Values are presented as mean (standard deviation) or median (minimum - maximum value). The p values represent the results
obtained by the independent samples t-test or Mann-Whitney U test. % - percentage; cm: centimeters; BMI: body mass index;

kg: kilograms; kg/m?: kilograms per square meter

Using the IPAQ, it was possible to verify that there was no difference between the initial
and final level of physical activity, both in the control (p=0.352) and in the kombucha group
(»=0.107). Furthermore, throughout the study, the groups did not differ in terms of food
consumption and level of physical activity, measured by the FFQ and IPAQ, respectively
(Table 2).
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Table 2. Food consumption and physical activity level of participants (self-reported) during

the study according to allocation group

Variavel Control group Kombucha group )/

Calories (kcal) 1359.52 (399.4) 1432.63 (453.7) 0.736
Carbohydrate (g) 117.9 (47.5-319) 120.3 (56.4-310) 0.458
Protein (g) 44 (12.9-95.5) 38.4 (26.2-120) 0.891
Lipids (g) 36.57 (13.6-75.3) 32 (15.8-94.4) 0.585
Fibers (g) 12,29 (4.6-34.5) 13.09 (5.2-35.1) 0.275
PA - Walk (MET) 387 (655) 336 (545) 0.525
PA - Moderate (MET) 1360 (2620) 798 (901) 0.981
PA - Vigorous (MET) 4481 (8681) 4635 (8981) 0.524
PA - Total (MET) 6230 (9337) 5770 (9287) 0.649

Values are presented as mean (standard deviation) or median (minimum - maximum value). The p values represent the results
obtained by the independent samples t-test or Mann-Whitney U test. Food consumption results according to the food frequency
questionnaire (FFQ), adjusted per thousand kilocalories. Physical activity results according to metabolic equivalent task (MET)
scores obtained from the International Physical Activity Questionnaire (IPAQ). g: grams; Kcal: kilocalories; PA: physical

activity.

After 10 weeks of intervention, it was possible to observe that the kombucha group
reduced several markers of the lipid profile, such as TC, LDL-c, VLDL-c, TG, and Castelli
index I and II compared to baseline, while the control group reduced only the Castelli index 1.
Additionally, only the kombucha group reduced uric acid after intervention. Regarding the
glucose profile, both groups reduced HOMA-f, and only the control group increased glycated
hemoglobin (within normal values) post-intervention. The other markers unchanged after the
intervention. When comparing the differences in the two moments (A = final - initial), there
were no differences between the control and kombucha groups for all evaluated variables

(Table 3).



Table 3. Effect of 10 weeks of intervention on cardiometabolic risk markers, according to allocation group

75

Variable Control group initial Control group final y Kombucha group initial Kombucha group final p A Control A Kombucha Ap

TC (mg/dL) 180.60 (28.46) 177.57 (24.89) 0.352 182.92 (32.70) 173.53 (27.18) 0.024* -3.03 (16.94) -9.39 (20.74) 0.215
LDL-c (mg/dL) 113.39 (28.42) 110.32 (25.49) 0.290 114.48 (22.71) 108.36 (17.91) 0.035* -3.07 (15.05) -6.12 (13.67) 0.446
HDL-c (mg/dL) 39.56 (7.81) 41.24 (7.41) 0.093 40.79 (8.32) 42.31(9.32) 0.250 1.68 (4.80) 1.51 (6.95) 0.922
VLDL-c (mg/dL) 18.50 (10 —43) 17.00 (10 — 54) 0.866 24.07 (10.39) 20.81 (7.69) 0.011* -0.12 (5.28) -3.25 (6.16) 0.059
TG (mg/dL) 91.50 (52 -216) 84.00 (49 —269) 0.954 120.29 (52.02) 104.37 (38.40) 0.012* -0.91 (26.04) -15.92 (30.82) 0.068
Castelli index I 4.62 (1.04) 4.38 (0.88) 0.015* 4.66 (1.11) 4.29 (1.04) 0.007* -0.23 (0.44) -0.36 (0.64) 0.423
Castelli index II 2.84 (0.72) 2.75(0.73) 0.097 3.02 (0.75) 2.73 (0.73) 0.002* -0.09 (0.26) -0.29 (0.38) 0.066
Apo A (mg/dL) 121 (108 —208) 122 (101 —239) 0.966 130.13 (20.22) 129.37 (18.97) 0.554 0.97 (12.27) -0.77 (14.66) 0.728
Apo B (mg/dL) 97.96 (19.54) 100.48 (17.71) 0.332 100.48 (20.85) 99.92 (14.79) 0.838 0.00 (-20 - 33) 3.00 (-33-16) 0.869
Apo A/Apo B index 1.26 (0.82 — 1.81) 1.18 (0.88 — 1.86) 0.159 1.27 (0.30) 1.26 (0.21) 0.653 -0.06 (0.22) -0.01 (0.16) 0.433
Fasting blood glucose (mg/dL) 80.8 (5.63) 86.6 (10.93) 0.052 86 (5.96) 91.81 (6.69) 0.057 5.8(2.59) 5.8(2.66) 1.000
Insulin (pUI/mL) 9.40 (3.39) 8.50 (3.03) 0.187 12.40 (6.10 - 19.20) 10.70 (4.50 — 24.80) 0.424 -0.90 3.37) -0.47 (4.07) 0.851
Glycated hemoglobin (%) 5.07 (0.29) 5.16 (0.29) 0.004* 5.05(0.32) 5.08 (0.33) 0.478 0.10 (-0.30 — 0.40) 0.05(-0.30-0.30)  0.126
HOMA- IR 1.89 (0.70) 1.89 (0.73) 0.987 2.69 (1.14 - 4.50) 2.27(1.33-5.93) 0.572 0.00 (0.71) 0.11 (1.02) 0.650
HOMA-B 138.25 (56.04 — 293.05) 99.09 (45.77 — 267.20) 0.019* 19290 (95.84 -357.75)  117.15(59.59 -263.34) <0.001* -39.96 (66.59) -66.43 (50.39) 0.134
Tyg 4.45(4.21-491) 4.48 (4.17-4.99) 0.189 4.57 (0.23) 4.57 (0.20) 0.896 0.02 (0.09) -0.00 (0.13) 0.063
Uric Acid (mg/dL) 4.30 (2.50 - 6.20) 3.85(2.70 - 6.80) 0.673 4.18 (1.01) 3.95(0.87) 0.027* -0.06 (0.75) -0.23 (0.52) 0.321

Values are presented as mean (standard deviation) or median (minimum - maximum value). The p values represent the results obtained by the Paired t-test or Wilcoxon, and Ap (final - initial)

represents those obtained by the independent samples t-test or Mann-Whitney U test. pUI/mL: international micro unit per milliliter; Apo A: apolipoprotein A; Apo B: Apolipoprotein B; TC: Total

cholesterol; HDL-c: high-density lipoprotein; HOMA-IR: Homeostasis Model Assessment - Insulin Resistance; HOMA-B: Homeostasis Model Assessment - Beta Cells; LDL-c: low-density

lipoprotein; mg/dL: milligram per deciliter; TG: triglycerides; TyG; Triglycerides/glucose index; VLDL-c: very low-density lipoprotein.
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Furthermore, the results of the factorial ANOVA showed that sex influenced only the
variable glycated hemoglobin (p=0.049). Post-hoc comparison tests between groups showed
that men in the kombucha group reduced glycated hemoglobin, while men in the control group

increased this marker (Fig. 3).

Glycated hemoglobin
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Fig 3. Effect of interventions on glycated hemoglobin in male participants of both groups

The p value represents the differences between the A (final - initial) of the kombucha and control group in the independent

samples t-test.

Discussion

In the context of a healthy diet with calorie restriction, lasting 10 weeks, the daily
consumption of 200 mL of green tea kombucha contributed to the significant reduction of lipid
profile markers, such as TC, LDL-c, VLDL-c, TG, Castelli index II, and uric acid in individuals
with excess weight, compared to baseline. A significant improvement in these parameters was
not observed in the control group, and the same did not present any additional beneficial effect
in relation to the kombucha group. Both groups were also able to reduce the Catelli I index and
HOMA-B, in a similar way (p<0.05), a fact that can be attributed to the calorie-restricted diet.
At the end of the study, only the control group increased glycated hemoglobin; however, within
the range considered normal. Furthermore, in male participants, the kombucha intervention

proved more effective in reducing glycated hemoglobin than the control intervention, with a
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significant difference between the groups. However, in the other markers, no significant
differences were observed when comparing the groups.

The beneficial effect of green tea kombucha on the lipid profile can be attributed to the
rich composition of the beverage, which presented 92 types of phenolic compounds, mostly
from the flavonoid class (70.7%). Infused green tea, naturally, is a beverage rich in complex
polyphenols [24], and during the kombucha fermentation process, these compounds are
degraded by enzymes released by bacteria and yeast, forming simpler molecules and increasing
the content of total phenolic compounds of the beverage [25], among which, gallocatechin,
catechin 5-O-gallate, epicatechin, epigallocatechin, 5-O-galloylquinic acid, catechin, 5-p-
coumaroylquinic acid, quercetin 3-O-rutinoside and niricetin 3-O-glycoside stood out.
Furthermore, the acetic bacteria present in kombucha (1.07 x 10’ CFU/mL) are capable of
transforming glucose into gluconic acid [26], which in turn conjugates with phenolic
compounds, promoting an increase in their bioavailability [27].

A literature review on kombucha showed that phenolic compounds are capable of
stimulating sirtuin-1 (SIRT-1), activating adenosine monophosphate-activated protein kinase
(AMPK), and promoting inhibition of sterol regulatory element binding protein 2 (SREBP)
transcription. In general, this mechanism contributes to metabolic homeostasis and causes a
reduction in lipogenesis and cholesterol synthesis in the liver. Kombucha, through phenolic
compounds and probiotic microorganisms, also can provide benefits to the intestinal microbiota
that involve systemic effects, such as improving the lipid profile [28]. Furthermore, catechins,
present abundantly in green tea kombucha, can interrupt the absorption and emulsification of
lipids [29].

In accordance with the present study, consumption of green tea kombucha for 16 weeks
promoted the reduction of TC, TG, LDL-c, and VLDL-c in rats with hypercholesterolemia [30].
Similarly, a study with rats fed a high-fat, high-fructose diet to induce metabolic changes, found
that consumption of green tea kombucha for 10 weeks reduced TG concentrations and reversed
diet-induced hepatic steatosis from grade 2 to grade 1. In this same study, it was elucidated that
kombucha stimulated the activation pathways of Carnitine palmitoyltransferase I (CPT-1),
which promotes the reduction of triacylglycerols [29]. Another study with mice induced to non-
alcoholic fatty liver disease also observed that consumption of kombucha for 4 weeks caused
the animals to protect the hepatocytes from toxicity lipids [31].

Furthermore, it is known that increased consumption of fructose and salt is associated
with obesity and metabolic syndrome, and can activate purine nucleotide degradation pathways,

which also increase uric acid levels [32]. For this reason, the effect of green tea kombucha,
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associated with a healthy diet with calorie restriction, on serum uric acid concentrations stands
out as an important cardiometabolic benefit. An in vitro study, with model cells from the
proximal tubular cell line (HK-2), which evaluated the effect of black tea kombucha and cascara
coffee on oxidative stress, also identified that the beverage was able to reduce uric acid levels
[33].

Evidence indicates that the polyphenols present in green tea are capable of reducing uric
acid by inhibiting the activity of xanthine oxidase, which is an enzyme that catalyzes purine
reactions, transforming them into uric acid, and also by reducing the expression of renal urate
transporters, increasing the excretion of uric acid [34]. Moreover, the literature shows that the
main bioactive compound in green tea with the potential to reduce uric acid is gallic acid, and
the degree of tea fermentation may be inversely proportional to the ability to provide effects on
xanthine oxidase [35]. The kombucha offered to participants had a total phenolic content of
0.32 mg/mL in gallic acid equivalents, which represents 64 mg/day, considering the volume
offered to participants (200 mL). For reasons associated with palatability, the fermentation time
of kombucha (5 days) was relatively shorter compared to beverages previously studied in
animal models, which generally vary between 10 and 14 days [13, 36-37], which may have
contributed to the effects of kombucha tea to reduce uric acid levels.

It is known that abdominal obesity predisposes individuals to a greater risk of
cardiovascular diseases and insulin resistance [38] and that glycated hemoglobin is considered
the gold standard for measuring glucose levels, due to the high reliability and stability of the
marker, representing average glucose values over two to three months [39]. Therefore, it is
important to highlight the observed effect of green tea kombucha consumption on the reduction
of glycated hemoglobin in men with excess weight. The men in this study were more responsive
to kombucha treatment, and this may be explained by biological differences in glucose
metabolism between men and women. Women have been proven to have lower glucose
tolerance [40], insulin extraction in the liver [41], and hepatic fasting glucose uptake [42],
which possibly hindered the significant action of kombucha.

Kombucha, through phenolic compounds, is capable of inhibiting glucose transporter 1
(GLUTT) and other enzymes of glucose metabolism, such as glycosity, in addition to inhibiting
glucose absorption in the small intestine [28]. Previous clinical studies have also identified the
great hypoglycemic potential of kombucha. A randomized, double-blind, crossover pilot
clinical trial in a hospital system aimed to evaluate the effect of consuming 240 mL of

kombucha on hyperglycemia in patients with type 2 diabetes mellitus for 4 weeks and identified
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that the beverage was able to reduce levels of blood glucose [16]. Another clinical study also
observed the postprandial hypoglycemic potential of kombucha in healthy people [15].

A healthy diet with calorie restriction is considered the main intervention to be adopted
to reduce cardiometabolic risk markers in individuals with excess weight who do not have
comorbidities [43], such as the participants in the present study. These effects were
demonstrated by the reduction of the Catelli I index and HOMA-f in both groups. However,
participants in the control group, at the end of the study, showed an increase in glycated
hemoglobin. This increase was less than 0.1% and did not result in exceeding normal limits,
which are values below < 5.7% [44]. This small increase is probably because to adapt to the
caloric deficit, at the beginning of the diet period there is an increase in glycogenolysis [45]
and, consequently, the levels of free glucose for hemoglobin glycation. Possibly, the
hypoglycemic power of kombucha mitigated this effect caused by the diet of the group that
consumed the beverage.

We highlight the limitation of this study regarding the dosage of kombucha offered to
participants, as to date, there is a scarcity of studies and clinical guidelines that cite ideal doses
for therapeutic effects. In this sense, the researchers chose to maintain a safe dose for
supplementation for patients, with an approximate amount already reported in a previous study
[16]. Among the strengths of this study, the similarity between the groups in terms of the
characteristics of the participants at baseline, as well as the control of eating during the study,
stands out. Finally, it is important to highlight that this was the first time that a study was
dedicated to evaluating the consumption of green tea kombucha on cardiometabolic risk

markers in individuals with excess weight.

Conclusions

Daily consumption of 200 mL of green tea kombucha for 10 weeks, associated with a
healthy diet with a restriction of 500 kcal/day, reduced TC, LDL-c, VLDL-c, TG, Castelli index
I1, and uric acid in individuals with excess weight (without apparent comorbidities), compared
to baseline. Among men, green tea kombucha also reduced glycated hemoglobin compared to
the control group. For these reasons, green tea kombucha should be included, in addition to the
caloric deficit, in nutritional strategies to reduce cardiometabolic risk in individuals with excess
weight. Due to the rich composition of phenolic compounds, organic acids, and potentially

beneficial microorganisms, new therapeutic targets of green tea kombucha need to be studied.
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8 CONCLUSAO GERAL

Em individuos com excesso de peso, o consumo de 200 mL kombucha de ch4 verde por
dez semanas reduziu o peréxido de hidrogénio, um importante radical pré-oxidante, que
promove danos teciduais e celulares a parede vascular. Além disso, a kombucha de cha verde
foi capaz de reduzir a hemoglobina glicada em participantes do sexo masculino, demonstrando
o grande potencial hipoglicemiante da bebida. Os demais marcadores avaliados ndo diferiram
entre os grupos controle e kombucha.

Ao final do estudo, o grupo que consumiu a kombucha obteve beneficios adicionais ao
grupo controle na comparacdo com os valores da linha de base. Somente os participantes do
grupo kombucha aumentaram o I'TB e reduziram o CT, LDL-c, VLDL-c, TG, indice de Castelli
IT e acido trico. Estes resultados elucidam que a bebida potencializa os efeitos que comumente
J4 sdo observados com a dieta sauddvel de restricao caldrica.

Portanto, o consumo de kombucha de cha verde pode ser incentivado, no contexto de
uma dieta sauddvel e com restri¢ao caldrica, para melhora do estresse oxidativo e marcadores

de risco cardiometabdlico em individuos com excesso de peso.
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APENDICE 1 - QUESTIONARIO DE SELECAO

Vocé foi diagnosticado (a) com COVID-19? ( )Sim ( )Nao
Quando:

Atualmente, vocé faz uso de algum medicamento?

Posologia (dose e

Medicamentos o
frequencia)

Tempo de uso Motivo

Ja passou por alguma cirurgia? ( )Sim ( ) Nao
Qual:

Pretende realizar alguma cirurgia nos proximos 3 meses? () Sim ( )Nao
Qual:

Tabagismo:

() nao fumante

() fumante Cigarros/dia: Fuma desde: (ano)
() ex-fumante Cigarros/dia (antes): Parou: (ano)

Em caso de mulheres:

Gestante ou lactante? () Sim () Nao

Pretende engravidar nos proximos 3 meses? () Sim () Nao
Ja entrou na menopausa? () Sim () Nao

Seu ciclo menstrual é regular? () Sim () Nao

Observagoes




APENDICE 1 - QUESTIONARIO DE SELECAO

Existe algum alimento (s) que vocé nio gosta ou nio ingere por motivo
religiosos/filosoficos? () Sim () N&ao Se sim, qual (is)?

Quais alimentos vocé ingere diariamente ou que nio podem faltar na sua rotina?

Indique as horas do dia em que vocé consome refeigdes e lanches. Coloque a letra R
para refeigdes e L para lanches sob cada hora do dia.

Manha e inicio da tarde
1h 2h 3h 4h Sh 6h 7h 8h 9h 10h 11h 12h

Tarde e noite
130 14h 15h 16h 17h 18h 19h 20h 21h 22h 23h 24h

Vocé perdeu ou ganhou peso nos tltimos 3 meses? ( )Sim ( ) Nao
() Perdeu Kg () Ganhou Kg
Observagoes:

Atualmente vocé esta seguindo alguma dieta ou esta em acompanhamento nutricional?

() Sim ( )Nao Especifique:

Nos ultimos 3 meses, houve alguma mudanga no seu habito alimentar?
() Sim ( )Nao Especifique:

Vocé pratica atividade fisica?
() Sim ( )Nao Especifique:

Nos ultimos 3 meses, houve alguma mudanga no seu padrio de atividade fisica?
() Sim ( )Nao Especifique:

Nos ultimos 3 meses, vocé apresentou algum episodio alérgico ou infeccioso?
() Sim ( )Nao Especifique:

Vocé fez uso de algum antibiotico nos ultimos 3 meses? (ex.: Amoxicilina,
Azitromicina, Cefalexina, Ciprofloxacino, Ampicilina, Tetraciclina etc.)
( ) Sim ( )Nao Especifique:

Como ¢ seu habito intestinal? Qual frequéncia? Possui algum desconforto ao
evacuar?
Qual a consisténcia (escala de Bristol)

Quantas horas por dia vocé dorme? Seu sono é restaurador? () Sim () Nao
Horas:
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Composicio corporal

Antropometria

Estatura (m):

Peso habitual (kg): Variagao de 5% do peso (3m)

Peso atual (kg): ( )SIM - exclui participante ( )NAO

IMC (kg/m?): >27kg/m* ( )SIM ( )NAO - exclui participante

Menor circunf:

Perimetro da Cintura (cm):

> 80cm (mulher); > 94cm (homem)
( )SIM ( ) NAO - exclui participante

Umbilical:

Perimetro do Quadril(cm):

BIA - InBody

Gordura (%): >30% (mulher);>25%(homem) ( )SIM ( ) NAO -
exclui participante

Gordura (kg):

MM (kg):

TMB (kcal/dia):

Agua (% peso):

Pressao Arterial

PAS (mmHg): >130 e/ou 85 mmHg
( )SIM - repetir no mesmo braco; se ainda der
elevada pedir para o participante relaxar, respirar

PAD (mmHg) fundo e aferir 2x no outro braco. Se ainda der

elevada, excluir participante ( ) NAO

Qual sua disponibilidade de vir ao laboratorio na parte da manha? Quais dias conseguiria
vir? (Obs: Perguntar também sobre a possibilidade de vir 1x/sem pegar kombuchas caso fique neste

grupo)
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Nome: Data: / /

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Vocé esta sendo convidado (a) a participar como voluntario do estudo “Efeito do
consumo de kombuchas de chds verde e preto na microbiota intestinal e nas alteragées
metabdlicas de individuos eutrdficos e com excesso de peso”. Todas as informagoes
necessdrias sobre a pesquisa encontram-se descritas abaixo e em caso de divida, favor
esclarecé-las antes da assinatura do presente termo.

A kombucha € uma bebida fermentada a base de cha verde ou cha preto, consumida ha
milhares de anos. Estudos recentes tém relatado diversos efeitos benéficos associados a ingestao
de kombucha para a saude. Dessa forma, o objetivo dessa pesquisa é investigar se a ingestao de
kombucha de cha verde por 10 semanas consecutivas esta associada a mudangas favoraveis no
organismo de individuos adultos que se encontram dentro ou acima do peso.

O estudo sera conduzido no Laboratorio de Metabolismo Energético e de Composigao
Corporal (LAMECC) do Departamento de Nutri¢ao e Satide em conjunto com o Departamento
de Tecnologia de Alimentos, ambos na UFV. Caso aceite participar do estudo, vocé devera
comparecer a0 LAMECC em duas ocasides diferentes (no inicio e ao final do estudo) para
avaliagdo do peso, altura e medidas corporais. Na primeira visita, sera solicitado a vocé o
preenchimento de questionarios com perguntas relacionadas a sua saude, alimentagao e estilo
de vida. A avaliagdo nutricional e a entrevista tém duragdo média de 1 hora. Sera realizada
ainda coleta de sangue, urina, saliva e fezes de todos os participantes. O sangue sera utilizado
em analises bioquimicas, como glicemia, colesterol e triglicerideos, e em analises de
marcadores do estresse oxidativo (situagao em que ha excesso de radicais livres no organismo).
A urina também sera utilizada em analises de marcadores do estresse oxidativo e para analise
da permeabilidade intestinal (integridade da parede intestinal). As fezes serao utilizadas para
analise de acidos graxos de cadeia curta (gorduras presentes nas fezes) e a saliva e fezes para
avaliagao da microbiota oral e intestinal (bactérias que habitam a boca e o intestino). As analises
citadas tém por objetivo avaliar sua satide antes e apds o consumo da kombucha.

Os procedimentos invasivos serdao realizados por pessoas treinadas, minimizando ao
maximo eventuais desconfortos. A coleta de sangue sera realizada ao inicio e ao final do estudo

na Divisao de Saude da UFV (DSA-UFV) por um técnico em enfermagem, utilizando apenas
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materiais descartaveis, sendo possivel uma sensagao incomoda ou dolorida na hora de inserir a
agulha e formagdo de hematomas no local da entrada da agulha que desaparecerao
espontaneamente. Sera solicitado ao técnico ser o mais preciso possivel para minimizar
qualquer incomodo. No caso de eventuais complicagdes no momento da pungao venosa, serao
prestados os primeiros socorros pelo técnico em enfermagem. Em caso de quaisquer outras
complicagdes decorrentes do procedimento, vocé recebera assisténcia médica imediata e
integral cujos custos serdo de responsabilidade dos pesquisadores.

Os demais procedimentos do estudo nao envolvem riscos a saude.

A coleta da urina sera realizada em duas ocasides distintas, no comego e ao fim do
estudo. Nos dias agendados, vocé devera comparecer ao LAMECC apds jejum noturno de 8
horas e devera permanecer no laboratorio durante 4 horas e 30 minutos. Durante esse periodo,
toda a urina sera coletada em recipientes fornecidos pela nossa equipe.

A avaliagao do peso, altura e medidas corporais serdo realizadas por profissional
treinada, em uma sala fechada e silenciosa, com o intuito de preservar sua privacidade e
minimizar qualquer constrangimento no momento das aferigdes. A composi¢ao corporal
também serd avaliada na Divisdao de Saude da UFV (DSA-UFV) por Densitometria Ossea
(DEXA), o procedimento € feito com o individuo em decubito dorsal, nao é invasivo, nao
apresenta riscos e ndo necessita de preparo para sua execugdo. Durante a resposta dos
questionarios, vocé podera deixar de responder a uma ou a um conjunto de perguntas caso sinta-
se constrangido (a) sem que isso traga qualquer alteragdo de tratamento por parte dos
pesquisadores.

As kombuchas fornecidas durante o estudo terdo boa procedéncia e qualidade e serdo
devidamente acondicionadas visando a manutengao da qualidade nutricional e microbiologica.
Ressalta-se que sera uma bebida ndo-alcoolica.

Todos os individuos incluidos ou nao no estudo receberao gratuitamente avaliagao
nutricional, antropométrica e de composi¢ao corporal. Os participantes incluidos no estudo
receberdo ainda uma copia dos exames realizados e acompanhamento nutricional durante todo
o estudo. Acreditamos ainda, com base em estudos preliminares, que a ingestdo de kombucha
aliada ao acompanhamento nutricional por dez semanas consecutivas proporcionara beneficios
a saude dos participantes.

O material biologico coletado (sangue, urina, saliva e fezes) sera armazenado em ultra
freezers do Departamento de Nutrigdo e Saiide da UFV até o momento das analises. Dessa
forma, ao assinar o presente termo, vocé autoriza a coleta, depdsito, armazenamento e utilizagao

do material biologico coletado (sangue, urina, saliva e fezes) em posteriores analises.
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Ressaltamos que, a qualquer momento, vocé pode retirar seu consentimento para a guarda,
utilizagao e/ou armazenamento do material biologico e essa atitude ndo lhe trara qualquer
prejuizo. A solicitagao deve ser feita por escrito e assinada, com validade a partir da data da
comunicacao de sua decisao ao pesquisador.

Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador
responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos apds o encerramento do estudo e depois desse
tempo, serao destruidos. Nos trataremos sua identidade com sigilo e confidencialidade,
atendendo a legislagdo brasileira, em especial, a Resolugao 466/2012 do Conselho Nacional de
Saude e utilizaremos as informagdes somente para fins académicos e cientificos. Seus dados
ficarao guardados em local seguro, onde apenas os pesquisadores terdo acesso. Além disso,
voceé sera identificado pelas iniciais de seu nome e/ou nimero de registro a fim de garantir a
confidencialidade dos dados.

Em caso de danos decorrentes da pesquisa, vocé recebera assisténcia integral e imediata
pelo tempo que for necessario, cujos custos serao de responsabilidade dos pesquisadores.
Destacamos que vocé tera direito a indeniza¢ao caso ocorram eventuais danos, previstos ou
nao, decorrentes da pesquisa.

A equipe de trabalho nao se responsabiliza por informagdes nao prestadas por vocé, que
possam interferir na sua satde.

A decisao de participar desse estudo é completamente voluntaria. Esse estudo nao trara
nenhum custo ou prejuizo financeiro e todos os materiais serao fornecidos pela equipe da
pesquisa. Todos os gastos decorrentes a sua participagdo na pesquisa, incluindo gastos com
transporte e alimentagdo para vocé e seu (s) acompanhante (s), quando for o caso, serdo
ressarcidos.

Vocé pode se recusar a participar ou podera sair do estudo a qualquer momento, mesmo
depois de dar o seu consentimento, e essa atitude nao lhe trara prejuizos futuros. Em caso de
interrupgdo do estudo, vocé recebera assisténcia de forma adequada, pelo tempo que for
necessario, cujos custos serdo de responsabilidade dos pesquisadores.

A qualquer momento vocé podera fazer perguntas sobre o estudo ou esclarecer davidas.
Para isso, podera entrar em contato pelo telefone (41) 99619-7612.

Esse termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que
uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel e a outra sera fornecida a vocé. Todas as
paginas deverdo ser rubricadas por vocé e pelo pesquisador responsavel ou pela doutoranda da

pesquisa.
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Eu, , contato 5

fui informado (a) dos objetivos da pesquisa “Efeito do consumo de kombuchas de chds verde
e preto na microbiota intestinal e nas alteracées metabélicas de individuos eutrdficos e com
excesso de peso” de maneira clara e detalhada, e esclareci minhas dividas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informagoes e modificar minha decisao de participar se assim
o desejar. Declaro que concordo em participar. Recebi uma via original deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer minhas
duavidas.

Pesquisador Responsavel: Professor Frederico Augusto Ribeiro de Barros

Endereco: Universidade Federal de Vigosa. Edificio Beck Andersen, 2° andar. Avenida PH
Rolfs, s/n — Campus Universitario. CEP: 36570-000 Vigosa - MG

Telefone: (31) 3612-6803

E-mail: fredbarros@ufv.br

Em caso de discordancia ou irregularidades sobre o aspecto ético dessa pesquisa, vocé
podera consultar:

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — CEP/UFV

Universidade Federal de Vigosa - Edificio Arthur Bernardes, piso inferior. Avenida PH Rolfs,
s/n — Campus Universitario. CEP: 36570-000 Vigosa - MG

Telefone: (31) 3612-2316

E-mail: cep@ufv.br

Website: www.cep.ufv.br

Vigosa, de de

Gabriela Macedo Fraiz Voluntario (a)
Doutoranda PPGCN/UFV
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CARTILHA DO
PARTICIPANTE

Equipe:

Professora Dra. Josefina Bressan (Coordenadora)
Professor Dr.Frederico Barros (Coordenador)
Gabriela Macedo Fraiz (Doutoranda)

Dandara Bonifacio (Mestranda)

Udielle Lacerda (Mestranda)

Maria Fernanda Pereira (Estudante de graduacgéo)
Carolina Vargas (Estudante de graduagao)
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AGORA VOCE £ UM PARTICPANTE DO
PROJETO KOMBUCHA

Durante o periodo do estudo, € preciso que vocé siga algumas
orientacgdes:

* Siga as recomendacgdes nutricionais prescritas pela nutricionista;
Mantenha o mesmo padréao de atividade fisica durante o estudo;
Ndo faga uso de suplementos (vitaminas, minerais, émega 3,
probidticos, prebidticos ou simbidticos);

e Caso consuma bebida alcéolica, nao ultrapasse o limite de alcool
permitido (MULHERES: 1 lata pequena de cerveja — 350 ml OU 1
tagca pequena de vinho — 150 ml OU 1 dose de destilados como
gin, cachaga e vodca — 25 ml; HOMENS: 2 latas pequenas de
cerveja — 700 ml OU 2 tagas pequenas de vinho — 300 ml OU 1
dose de destilados como gin, cachaca e vodca — 50 ml). Atengao:
o limite se refere a dose méaxima/dia e ndo € cumulativa para a
semana;.

Ainda, NAO consuma os seguintes alimentos:

e Bebidas e alimentos fermentados (chucrute, tofu, kefir e
kombucha caso esteja no grupo apenas da dieta e outras
kombuchas além da fornecida caso esteja no grupo da kombucha
com dieta)

* Cha verde, branco, preto, oolong, de hibisco ou mistura de chas
que conteham algum destes chas.

S

Por favor, comunique a nossa equipe se ficar doente, incluindo
COVID-19, ou se precisar tomar algum medicamento durante o
estudo, especialmente se fizer uso de antibiético. Também nos
comunique em caso de alteragcao na sua alimentacao, atividade fisica
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DIAS 4 E 5: Ao final do estudo, seréo repetidos os dias 1e 2, para /"omuc\'\o
realizagdo de um novo teste de permeabilidade intestinal, nova
coleta de sangue e novo exame DEXA.

Lembre-se de levar roupas leves em todas as ocasides para realizar a
afericdo do seu peso.

ORIENTAGOES PARA O DIA DA COLETA DE
SANGUE € DEXA

Vocé primeiramente ird coletar o sangue no Laboratério de Anélises
Clinicas, localizado na Divisao de Satde (DSA/UFV) a partir das 7:00h.
Apés a coleta, vocé serd encaminhado no mesmo local para exame
de Densitometria Ossea (DEXA) para avaliar sua composigao
corporal. Este exame inicia as 8:00h (ordem de chegada).

* Vocé devera comparecer ao laboratério com jejum de 10 horas.
Nesse periodo sera permitido consumir apenas &gua e/ou
remédios.

* Sugerimos duas opgoes de refeigbes para serem consumidas na
véspera do exame. Desse modo, sua Ultima refeicdo pode ser um
sanduiche natural com suco, ou um jantar completo de arroz,
feijao, vegetais com carne ou ovo;

* Sua Ultima refeicdo devera ser consumida até 20:00 horas;

e NAO ULTRAPASSE MAIS DE 14 HORAS DE JEJUM,;

e Evitar a ingestao de alcool 72h antes do exame;

¢ Evitar atividade fisica excessiva 24h antes da coleta.

QUE VESTIMENTA DEVO USAR?

* No dia da coleta de sangue utilize roupas leves e confortaveis.

* Evite usar acessérios de metal, sutiad ou calga com aro ou botéao
de metal, pois precisardo ser retirados para realizagdo do DEXA
(exame que é feito no mesmo dia da coleta).
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DIAS 4 E 5: Ao final do estudo, seréo repetidos os dias 1e 2, para /"omuc\'\o
realizagdo de um novo teste de permeabilidade intestinal, nova
coleta de sangue e novo exame DEXA.

Lembre-se de levar roupas leves em todas as ocasides para realizar a
afericdo do seu peso.

ORIENTAGOES PARA O DIA DA COLETA DE
SANGUE € DEXA

Vocé primeiramente ird coletar o sangue no Laboratério de Anélises
Clinicas, localizado na Divisao de Satde (DSA/UFV) a partir das 7:00h.
Apés a coleta, vocé serd encaminhado no mesmo local para exame
de Densitometria Ossea (DEXA) para avaliar sua composigao
corporal. Este exame inicia as 8:00h (ordem de chegada).

* Vocé devera comparecer ao laboratério com jejum de 10 horas.
Nesse periodo sera permitido consumir apenas &gua e/ou
remédios.

* Sugerimos duas opgoes de refeigbes para serem consumidas na
véspera do exame. Desse modo, sua Ultima refeicdo pode ser um
sanduiche natural com suco, ou um jantar completo de arroz,
feijao, vegetais com carne ou ovo;

* Sua Ultima refeicdo devera ser consumida até 20:00 horas;

e NAO ULTRAPASSE MAIS DE 14 HORAS DE JEJUM,;

e Evitar a ingestao de alcool 72h antes do exame;

¢ Evitar atividade fisica excessiva 24h antes da coleta.

QUE VESTIMENTA DEVO USAR?

* No dia da coleta de sangue utilize roupas leves e confortaveis.

* Evite usar acessérios de metal, sutiad ou calga com aro ou botéao
de metal, pois precisardo ser retirados para realizagdo do DEXA
(exame que é feito no mesmo dia da coleta).
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ORIENTACOES PARA 0 DIA DA PERMEARILIDADE
INTESTINAL

COLETA DE URINA

Para a coleta de urina siga os seguintes passos:

1. Esvazie a bexiga, mesmo que nao esteja com vontade,
imediatamente apds o consumo da Ultima refeigao do dia anterior
ao teste de permeabilidade intestinal. Essa urina devera ser
desprezada (nao seré coletada).

2. A partir dai, toda vez que for ao banheiro, coletar a urina em copo
descartavel e armazenar na garrafa fornecida pela equipe. Colete
até mesmo a urina que for eliminada durante o periodo da noite.

3. No dia seguinte, continuar a coleta de urina, incluindo a primeira
urina do dia e as subsequentes até a chegada ao laboratério.

4. Armazene a urina na geladeira e leve ao laboratério no dia do
teste de permeabilidade.

COLETA DE FEZES

* Para evitar contaminagdo do material, urine no vaso sanitéario
antes de fazer a coleta das fezes, se for necessério.

e Nao retire as fezes da &agua do vaso sanitédrio para evitar
contaminagéo.

e Faca a coleta da amostra no recipiente fornecido pela equipe do
Projeto Kombucha.

e Até o momento de entrega da amostra no laboratério, as fezes
devem ser congeladas e transportadas em uma caixa de isopor
com gelo (fornecida pela equipe).

* A entrega da amostra deve ser realizada em até 24 horas. Caso
nao seja possivel coletar as fezes na véspera do exame, entre em
contato com alguém da equipe Kombucha para que seja possivel
agendar outro horério para entrega do material.
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COLETA DE SALIVA

O dia que vocé ira coletar a saliva no laboratério serd o mesmo dia do
teste de permeabilidade intestinal. Siga os seguintes passos:

1. Escove os dentes apds a sua Ultima refeigdo no dia anterior que
estd agendado seu teste de permeabilidade intestinal.

2. Nao ingerir nenhum alimento apés escovar os dentes.

3. No dia do exame, comparecer ao laboratério sem escovar os
dentes e sem ingerir qualquer alimento, também néao é permitido
mascar chicletes ou chupar balas (mesmo sem agcar). E
permitido o consumo de &gua (sem gas).

4. Vocé podera escovar os dentes apds nossa equipe coletar sua
saliva no laboratério, entdo se preferir pode levar sua escova e
pasta de dente para higienizagéo bucal.

CHECKLIST DE PREPARD PARA 0 DIA DA
PERMEARILIDADE INTESTINAL

Jejum de 8 horas. Realizar refeigao equilibrada no jantar.

Levar galao com urina coletada conforme orientagoes

Levar fezes coletadas e congeladas dentro do isopor
Levar ou ir vestido(a) com roupas leves e confortéveis

Ir para o laboratério sem escovar os dentes

Levar os 3 registros alimentares preenchidos

100



101

APENDICE 3 - CARTILHA DO PARTICIPANTE

U;iversidade
Federal de Vicosa

0.
& LAM ECC
02...
.. s HE\ EI &LUH))J\ lv LJY oral
£ % "

S
L

{%3 Axﬁ PPGCTA

CI E N CIA DA N U TR I CAO Ciéncia & Tecnologia de Alimentos

Pds-Graduagdo - UFV

Y
R+



102

APENDICE 4 — QUESTIONARIO DE ADESAO AO PROTOCOLO DO ESTUDO

ANTROPOMETRIA

1- Peso:

2 - Altura:
3-IMC:

4 - Perimetro da cintura (umbilical/ menor circunferéncia):
5 - Perimetro do quadril:
6 - Perimetro do pescogo:
7- Gordura corporal (InBody):

Observagoes:
CONTROLE DO CONSUMO ALIMENTAR

Durante o periodo consumiu: Quantidade:
( ) Chaverde

() Cha preto

( ) Ché branco

( ) Chade hibisco

( ) Bebidas/ alimentos fermentadas

( ) Bebidas alcéolicas

ADESAO A DIETA

Vocé beliscou entre as refeigoes?
Nos finais de semana a sua alimenta¢do mudou?
Adicionou sal ou agucar aos alimentos apds o preparo? Em quais?

Utilizou qual tipo de gordura no preparo dos alimentos?
Ingestdo de agua (quantidade/frequéncia):
Gostaria de algum ajuste?
Observagoes:
SINTOMAS GASTROINTESTINAIS (na ultima semana)

( ) Nauseas/Vomitos ( ) Constipagdo

() Flatuléncia () Pirose (azia)

( ) Diarreia () Estase gastrica pds-prandial
( ) Disfagia ( ) Dor ou sangramento retal

Quantidade de evacuagdes por dia/semana:
Escala de Bristol:

Observagoes:




APENDICE 5 — FICHAS DE REGISTRO DO CONSUMO DA KOMBUCHA

ot0jeto
=5
B
REGISTRO DO CONSUMO DE KOMBUCHA ’i’om buch®
Nome: Inicio do estudo: / /
Semana 1 Semana 2
Dia Consumo Horario Dia Consumo Horario

Terga-feira |( )S( )N Ter¢a-fera |( )S( )N

Quarta-feira |[( )S( )N Quarta-feira [( )S( )N

Quinta-feira |( )S( )N Quinta-feira [( )S( )N

Sexta-feira |( )S( )N Sexta-feira |( )S( )N

Sabado ()S()N Sabado ()S()N

Domingo ()S()N Domingo ()S()N

Segunda-feira |( )S ()N Segunda-feira [( )S( )N
Semana 3 Semana 4

Dia Consumo Horério Dia Consumo Horério

Terga-feira |()S( )N Terga-fera |( )S( )N
Quarta-feira |[( )S( )N Quarta-feira [( )S( )N
Quinta-feira |( )S( )N Quinta-feira [( )S( )N
Sexta-feira |( )S( )N Sexta-fera |( )S( )N
Sabado ()S()N Sabado ()S()N
Domingo ()S()N Domingo ()S()N
Segunda-feira |( )S( )N Segunda-feira [( )S( )N
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Semana 5 Semana 6
Dia Consumo Horario Dia Consumo Horario
Terga-feira |( )S( )N Ter¢a-feira |( )S( )N
Quarta-feira |( )S( )N Quarta-feira [( )S( )N
Quinta-feira |[( )S ()N Quinta-feira |( )S( )N
Sexta-feira |[( )S( )N Sexta-feira |[( )S( )N
Séabado ()S()N Séabado ()S()N
Domingo ()S()N Domingo ()S()N
Segunda-feira |( )S ()N Segunda-feira |( ) S( )N
Semana 7 Semana 8
Dia Consumo Horério Dia Consumo Horario
Terga-feira |( )S( )N Terca-feira |( )S( )N
Quarta-feira |[( )S( )N Quarta-feira |( )S( )N
Quinta-feira |( )S( )N Quinta-feira [( )S( )N
Sexta-feira |( )S( )N Sexta-fera |( )S( )N
Sabado ()S()N Sabado ()S()N
Domingo ()S()N Domingo ()S()N
Segunda-feira |( )S ()N Segunda-feira |( ) S( )N
Semana 9 Semana 10
Dia Consumo Horério Dia Consumo Horério
Terga-feira |( )S( )N Ter¢a-fera |( )S( )N
Quarta-feira |[( )S( )N Quarta-feira [( )S( )N
Quinta-feira |( )S( )N Quinta-feira [( )S( )N
Sexta-feira |( )S( )N Sexta-fera |( )S( )N
Sabado ()S()N Sabado ()S()N
Domingo ()S()N Domingo ()S()N
Segunda-feira |( )S ()N Segunda-feira [( )S( )N
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