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Resumo

O presente estudo tem como objetivo explorar o impacto do consumo continuado da bebida
probiotica conhecida como Kombucha a nivel do funcionamento cognitivo e afetivo. Os efeitos
benéficos para a saude associados ao consumo da Kombucha tem criado um vasto interesse, em
particular no que diz respeito a sauide mental. Este estudo foi desenvolvido com a participagao
de uma populacao universitaria saudavel, englobando 52 participantes, com faixa etaria entre
18 e 25 anos de idade. A amostra foi dividida em dois grupos, um Grupo Experimental que
consumiu Kombucha por 30 dias e um grupo controlo que consumiu um placebo. Os
participantes foram testados em quatro momentos diferentes, incluindo antes do consumo, duas
vezes durante o consumo, e uma avaliagdo de follow-up. Os resultados demonstram que apesar
dos participantes relatarem maior bem-estar fisico e psicologico no grupo experimental do que
no grupo controlo, as medidas neurofisiologicas e comportamentais utilizadas neste estudo ndo
conseguiram capturar diferengas robustas entre os dois grupos. Sendo atualmente a area da
microbiota intestinal e do sistema nervoso entérico (dominios potencialmente modulados pelo
consumo de produtos probidticos) areas de forte investimento cientifico, ¢ fundamental que seja
feita uma aposta em relagdo a estudos futuros em abordagens longitudinais de longa duragao,
com amostras maiores € mais monitorizadas durante o consumo, assim como a utilizagao de
outras métricas que possam mais facilmente detetar potenciais diferengas, o proximo passo a

ser dado.

Palavras-chave: Kombucha; eixo cérebro-intestino; frequéncia  cardiaca;

funcionamento cognitivo; funcionamento afetivo.



Abstract

This study aims to explore the impact of continued consumption of the probiotic drink
known as Kombucha on cognitive and affective functioning. The beneficial health effects
associated with the consumption of Kombucha have created wide interest, particularly with
regard to mental health. This study was developed with the participation of a healthy university
population, comprising 52 participants, aged between 18 and 25 years old. The sample was
divided into two groups, an Experimental Group that consumed Kombucha for 30 days and a
control group that consumed a placebo. Participants were tested at four different times,
including before consumption, twice during consumption, and a follow-up assessment. The
results demonstrate that although participants reported greater physical and psychological well-
being in the experimental group than in the control group, the neurophysiological and
behavioral measures used in this study failed to capture robust differences between the two
groups. As the area of intestinal microbiota and the enteric nervous system (domains potentially
modulated by the consumption of probiotic products) is currently areas of strong scientific
investment, it is essential that a bet be placed on future studies in long-term longitudinal
approaches, with larger samples and more monitored during consumption, as well as the use of
other metrics that can more easily detect potential differences, the next step to be taken.

Keywords: Kombucha; brain-gut axis; heart rate; cognitive functioning; affective

functioning.



Introduciao

Mais recentemente, tem sido matéria de grande discussao o papel que os
microrganismos intestinais tém no funcionamento cerebral e, consequentemente, no
comportamento humano. Uma vasta linha de investiga¢@o na area do sistema nervoso entérico
(i.e., o conjunto de neuronios e ganglios que inervam o trato gastrointestinal), tem demonstrado
que o cérebro ¢ altamente sensivel as alteragdes bioquimicas e fisioldgicas desencadeadas pelos
microrganismos presentes no trato gastrointestinal, conhecido como microbioma intestinal. De
facto, essa tornou-se uma das areas com maior crescimento em termos de publicacdes e intensa
investigacdo considerando as areas da Psicologia e da Medicina (Johnson ef al., 2021), por mais
que ainda sejam necessarias varias respostas antes de haver conclusdes mais robustas nessa
area.

Com o inicio da pandemia COVID-19, uma grande parte da populagdo fez alteragdes
significativas no seu padrao de consumo de alimentos e suplementos dietéticos com o objetivo
de aumentar a imunidade e diminuir a probabilidade de desenvolvimento da infe¢do ou da
gravidade da doenca (Hamulka et al., 2020). Uma das alteragdes foi justamente o aumento
exponencial do consumo de produtos probidticos e de outros dos seus derivados a nivel global,
assumidamente com o objetivo de manter, recuperar ou promover o bem-estar psicoldgico e
fisiologico. Os produtos probiodticos t€ém sido uma recente aposta dos consumidores devido as
evidéncias cientificas publicadas que apontam para a sua eficicia a nivel da restauragao da
saude intestinal, com consequéncias para o funcionamento afetivo, cognitivo e fisico (Cerdo et
al., 2017; Marotta et al., 2019).

As recomendacgodes relacionadas com um estilo de vida saudavel e com o consumo de
alguns produtos, como ¢ o exemplo dos probidticos, que potenciam o funcionamento
psicologico e fisico, ndo ¢ algo novo. De acordo com o Ministério da Saude (2018), habitos
alimentares inadequados, excesso de peso, sedentarismo, entre outros, sdo alguns dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento de doencas em Portugal. Mesmo em casos onde ndo
existe o estabelecimento de uma condi¢do clinica propriamente dita, desses habitos podem
decorrer défices a nivel cognitivo e afetivo (i.e., alteragdes significativas no humor associadas
ao padrdo alimentar). E algumas dessas condigdes poderiam ser evitadas ou controladas através
da inclusdo de determinados alimentos na rotina alimentar.

Um produto probiotico conhecido como Kombucha, tem demonstrado ser benéfico para
a saude intestinal em humanos, em grande parte devido a sua agdo antibacteriana no sistema

nervoso entérico. Por exemplo, o consumo continuado da Kombucha parece prevenir o aumento



descontrolado do colesterol, que ¢ considerado um fator de risco para o desenvolvimento de
doengas cardiovasculares e cerebrais (Alaei et al., 2020). Também existem evidéncias que
através do eixo cérebro-intestino, essa acao entérica se traduz em protecao e uma agao efetiva
a nivel do funcionamento cognitivo e afetivo do individuo (Chakravorty et al., 2019).

A Kombucha ¢ uma bebida de origem asiatica, preparada a partir da fermentacdo com
infusdo das folhas de “Camellia sinensis”, “Kuntze” (cha verde ou preto) e adi¢do de sacarose.
Chakravorty e colaboradores (2019) revelam alguns efeitos positivos adicionais desta bebida,
entre eles algumas alteracdes bioquimicas associadas com uma maior protegdo do
funcionamento cerebral e dos outros sistemas, nomeadamente com o menor risco de
desenvolvimento de isquemias cerebrais, prevengdo de algumas doengas oncologicas, aumento
do potencial antioxidante, controlo do stress, entre varias outras repercussoes no ambito do
bem-estar fisico e psicoldgico.

Com base na literatura, ainda se observa uma profunda escassez de estudos sobre o
impacto dos probidticos a nivel do Sistema Nervoso Central (SNC) em humanos (Baschali et
al., 2017; Kapp & Sumner, 2019). Por outro lado, a heterogeneidade dos estudos existentes € o
tamanho reduzido das amostras utilizadas ndo permite que conclusdes mais incisivas sejam
tracadas O mesmo se pode dizer quanto aos potenciais efeitos protetores ou terapéuticos da
Kombucha. Apesar de haver varias evidéncias disponiveis sobre o impacto positivo a nivel da
satde fisica do consumo da Kombucha com modelos animais (Aslam et al., 2020).

Ao explorar o efeito do consumo continuado da Kombucha a nivel do desempenho
cognitivo e afetivo e do bem-estar psicoldgico, o presente estudo pretende contribuir para uma
area cientifica em plena expansao no ambito da Psicologia e busca, através de uma abordagem
longitudinal e com medidas de follow-up, identificar correlatos mais objetivos associados aos

potenciais efeitos benéficos da Kombucha em humanos.
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Enquadramento Teorico

Atualmente, o eixo cérebro-intestino, uma complexa rede de comunicacao bidirecional
entre o Sistema Nervoso Central (SNC) e o Sistema Nervoso Entérico (SNE) que se comunica
com vdrias outras vias (e.g., imunoldgica, endocrina e metabdlica), tem sido alvo de muitas
pesquisas (Alkasir et al., 2017). O trato gastrointestinal e o SNC apresentam comunicagdes
bidirecionais, que podem ocorrer tanto de forma patologica, quanto de forma saudavel
(Leblhuber et al., 2018). Evidéncias imunologicas e epidemioldgicas tém demonstrado que o
papel da microbiota entérica (i.e., a composicdo de bactérias entéricas e de outros
microrganismos que habitam o intestino) através de organismos comensais € patogénicos,
influencia de forma continua e profunda a relagdao entre o cérebro e o intestino (Den et al.,
2020). Essa influéncia parece ocorrer ndo s6 a nivel do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA), mas também a nivel da regulagdo emocional e das perturba¢des do humor (e.g.,
ansiedade e depressdo), e do padrao de funcionamento de, pelo menos, alguns dos processos
cognitivos basicos (e.g., memoria e atencdo). Quanto aos mecanismos subjacentes a essa
comunicagdo, esses incluem tanto a sinalizacdo neural, como a imune, a enddcrina ¢ a

metabolica (Bossu et al., 2018).

O termo microbiota pode ser diibio e suscitar muitas duvidas. No ambito deste estudo,
consideramos a microbiota o conjunto de microrganismos (bactérias, fungos e virus), que se
encontra num determinado sistema (Heyck & Ibarra, 2019). No que tange a Microbiota
Intestinal (MI), os microrganismos estao presentes no sistema gastrointestinal de um ser vivo,
existindo grande variabilidade na sua composigao se comparados dois individuos (Leblhuber et
al., 2018).

Segundo Bossu e colaboradores (2018), varios fatores influenciam a MI (e.g., a propria
genética, o padrdo de exercicio fisico, o nivel de stress, etc.), mas um dos fatores determinantes
¢ a dieta, que representa um dos fatores fundamentais para manter a MI saudavel, contribuindo
para o desenvolvimento de um padrao de interacdo benéfico no eixo intestino-cérebro. A partir
da alteracdo da MI, sdo identificadas mudangas em diversos genes, além do ajuste de
neurotransmissores € proteinas sinapticas. Este ajuste apresenta repercussdo a nivel do
funcionamento quotidiano cerebral saudavel (Gareau, 2016). Para melhor compreensdo de
como ocorre este processo, a MI e as bactérias probiodticas originam neurotransmissores (e
alguns precursores), diversos metabolitos e neuromoduladores (Jarbrink-Sehgal & Andreasson,
2020). Esses fatores bioativos sao considerados pilares do funcionamento cognitivo, a englobar,

por exemplo, a memoria e o aprendizado. Dessa forma, quando estes fatores bioativos atingem
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o cérebro (via vasos sanguineos), algumas conseguem ultrapassar a barreira hematoencefalica
e atuar diretamente nas células cerebrais, enquanto outras tém acesso ao tecido cerebral através
de outras vias como ¢ o caso do nervo vago (Salami, 2021). Como se pode perceber da descrigao
anterior, os probioticos apresentam uma importante fun¢ao na interacao entre a MI e no SNC,
mas eles também contribuem para a regulacdo do transito intestinal, modulagdo do colesterol e
sistema imune (Gareau, 2016). Um produto probiodtico ¢ um suplemento alimentar microbiano
vivo que apresenta um efeito benéfico para a satide do hospedeiro porque contém
microrganismos vivos capazes de prevenir patologias e de manter o individuo livre de algumas

doengas, especialmente as gastrointestinais (Chao et al., 2020).

Virias linhas de investigacdo revelam que a suplementagdo com produtos probidticos
pode alterar a MI e resultar em beneficios a nivel do humor e da cogni¢do (Noonan et al., 2020;
Salami, 2021). A crescente procura por produtos com propriedades funcionais - reconhecidos
como parte integrante de um estilo de vida saudavel tem sido justificado pela busca por um
melhor funcionamento fisiolégico e psicoldgico, como por exemplo, uma melhor manutencao
da regulacdo emocional e do funcionamento cognitivo sauddvel (Martinez et al., 2018). Por
exemplo, num estudo com medidas de autorrelato, o consumo de alimentos fermentados
contendo bactérias probidticas apresentou resultados inversamente relacionados com o nivel de
ansiedade social (Hilimire, DeVylder & Forestell, 2015). Ou ainda no estudo conduzido por
Akkasheh e colaboradores (2016), que demonstraram que o consumo de produtos probiodticos

durante oito semanas melhorou o score total no Inventario de Depressao de Beck.

Atualmente, com o avango cientifico e tecnoldgico, maior ¢ o entendimento sobre a
importancia da Microbiota Intestinal (MI) e de todo o microbioma corporal para potencializar
a saude e o bem-estar da humanidade (Bested ef al., 2013). O desenvolvimento da fermentagao
na elaboragao de alimentos e de bebidas, com vista a oferecer um maior indice nutricional,
caracteristicas conservantes e propriedades medicinais, ¢ uma conquista dos nossos dias
(Selhub et al., 2014). Os probidticos serdo certamente os produtos fermentados mais
consumidos. O seu consumo esta consolidado em todas as culturas e continentes (O’Toole et
al.,2017).

A Kombucha, enquanto probidtico, tém também se mostrado eficaz na manutencdo da
MI (Marzban F, 2015). Essa bebida apresenta uma combinagdo de probioticos e prebioticos que
resultam em efeitos sinérgicos fundamentais no desenvolvimento e funcionamento saudaveis

do SNC.
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A Kombucha ¢ uma bebida de origem asidtica, preparada a partir da fermentacao da
infusdo das folhas de Camellia sinensis (L.) ¢ Kuntze (cha verde ou preto) com adigdo de
sacarose. Para o preparo, ¢ utilizado o chamado “scoby”, uma colonia simbidtica de bactérias
e leveduras que pode também ser cultivado de forma caseira (de Filippis ef al, 2018). A
composicao e a atividade bioldgica desse probiodtico dependem de alguns fatores relacionados
com o seu fabrico, nomeadamente: a variedade e a quantidade de folhas utilizadas, a
concentracdo ¢ a escolha do agucar, e o tempo de fermentagdo e composi¢do do “scoby”

(Medeiros & Cechinel-Zanchetti, 2019).

A composicdo quimica da Kombucha ¢é marcada por conter acidos organicos
(principalmente o 4cido acético, o gliconico e o gliconico) e polifendis, os quais t€m sido
associados a diversos beneficios a saide (Medeiros & Cechinel-Zanchetti, 2019). Também sdo
encontradas outras espécies de acidos como o citrico, o lactico, o malico, o tartarico, o
malonico, o oxalico, o sucinico, o piravico e o Unico (Nguyen et al., 2015). O composto deste
probidtico também ¢ formado por agiicares (como a sacarose, a glucose e a frutose), vitaminas
(B1, B2, B6, B12 e C), glicerol, aminoacidos, aminas biogénicas, purinas, pigmentos, lipidos,
proteinas, algumas enzimas hidroliticas, etanol, compostos com propriedades antibidticas,
dioxido de carbono, compostos fendlicos, minerais, DSL (D-saccharic acid-1,4-lactone) e

outros tipos de metabolitos microbianos (Medeiros & Cechinel-Zanchetti, 2019).

Na composicdo da Kombucha, estdo presentes alguns elementos, como bactérias,
leveduras e fungos, que sdo considerados importantes para o funcionamento saudavel da
microbiota intestinal humana (Watawana et al., 2015). Por apresentar esta combinagdo de
elementos, a Kombucha exerce fun¢do regulatéria, atuando como simbidtico - combinacdo de
prebioticos e probidticos (Medeiros & Cechinel-Zanchetti, 2019). Os probidticos promovem a
supressao da proliferagdo de patdgenos e estimulam a proliferacdo e diferenciacao de células
epiteliais. Dessa forma, a barreira intestinal ¢ fortalecida e modula o sistema imunologico,
produzindo um ambiente no qual os micrdbios benéficos podem proliferar mais facilmente
(Reid, 2016). Quanto aos prebidticos, sao materiais alimentares (nao-digeriveis), fermentados

pela microbiota intestinal, potencializando o crescimento e a atividade desses microrganismos.

J& existe alguma evidéncia de que com o consumo continuado da Kombucha se pode
prevenir diversas condigdes clinicas, tanto do foro neuroldgico como psicoldgico (Leblhuber et
al., 2018). A Kombucha tem sido, por exemplo, associada a longevidade e ao melhor

desempenho cognitivo (Frank, 1997, cit in. Hartmann, 2000). Chakravorty e colaboradores
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(2019) também relatam beneficios da Kombucha associados a prote¢do contra isquemias
cerebrais, prevencao do cancer, doengas neurodegenerativas, além do potencial antioxidante,
cardioprotetor, imunomodulador, antimicrodiano, anti-inflamatorio e antiestresse.

Desde 1944 que a Kombucha ja ¢ alvo de investigacdo cientifica, tendo em vista
caracterizar as suas propriedades e explorar os beneficios psicoldgicos e neurofisiologicos
relatados pelos consumidores. Nesse ano, o tratamento envolvendo a Kombucha foi incluido
no Curso de Treinamento para Faculdades Técnicas Farmacéuticas de Hans Irion, sendo
recomendado para praticantes de atividades intelectuais extenuantes (Frank, 1997, cit in.
Hartmann, 2000). Com modelos animais, estudos com camundongos que consumiram
Kombucha, sdo apresentados resultados que demonstram um melhor desempenho na
modalidade de ‘comportamentos de campo aberto’, o que foi comparado a melhor desempenho
cognitivo nos humanos (Hunt & Ellis, 1999; Leahey & Harris, 1993). Esses achados fortalecem
as evidéncias discutidas previamente sobre a importancia da comunica¢do harmoniosa entre o
eixo da microbiota cérebro-intestino e o papel da Kombucha nesse processo (Frank, 1997, cit
in. Hartmann, 2000).

No que diz respeito ao efeito antioxidante da Kombucha, um dos principais estudos
avalia o efeito da acdo antioxidante da Kombucha na Esclerose Multipla (EM), uma doenca
neurodegenerativa que apresenta um processo inflamatorio no tecido cerebral, nomeadamente
na camada de mielina dos axonios (Olsson et al., 2017). Nesse estudo, os autores demonstraram
que o consumo continuado da Kombucha durante 21 dias contribuiu para melhorias
significativas na progressao da EM. Apesar de se tratar de um estudo com modelos animais, foi
possivel confirmar que a atividade oxidante da Kombucha permitiu reduzir a agdo de moléculas
inflamatorias, diminuir a nefrotoxicidade e a hepatotoxicidade induzida pelo stress oxidativo
(Marzban et al., 2015).

J& com humanos, Martinowich e Lu (2008) apresentaram resultado demonstrando que
os probidticos eram fundamentais para o controle do equilibrio inibi¢ao-excitacdo no ambito
neural, do funcionamento cognitivo, da regulacdo emocional, dos processos de aprendizagem
e da memoria. Benton e colaboradores (2007) encontraram que os valores associados com o
humor melhoravam, via suplementagdo probidtica, em amostragem humana saudéavel. Mais
tarde, Steenbergen e colaboradores (2015) identificaram resultados positivos a nivel da
cognic¢do geral, apos a suplementagdo com probidtico, também com populagdo adulta saudavel.
Ainda a memoria visuoespacial (Allen et al., 2016) e o funcionamento cognitivo geral
(Messaoudi et al., 2011) foram algumas das dimensdes do funcionamento humano associadas

aos beneficios da Kombucha.
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A partir destas consideracdes, o presente estudo busca investigar se existem diferencas
significativas entre dois grupos, nomeadamente um grupo experimental que consome
Kombucha e um grupo controlo sem o consumo da Kombucha, nos diferentes momentos de
avaliacdo, em relagcdo ao desempenho em tarefas cognitivas e afetivas, com participantes entre
os 18 e os 25 anos. Com o foco apenas no grupo experimental, este estudo também tem como
objetivo avaliar se existem diferencas intra-sujeito apds o consumo continuado da Kombucha
durante 30 dias. Os participantes foram avaliados em diferentes momentos: antes, durante e
apo6s o inicio do consumo e foram também recolhidas medidas neurofisiologicas periféricas
(nomeadamente, a atividade eletrodérmica e a frequéncia cardiaca) para o registo de uma

medida de funcionamento emocional mais objetiva.
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Método

Este estudo tem como objetivo geral explorar o impacto do consumo continuado da
Kombucha por um periodo de 30 dias, a nivel cognitivo e afetivo.

Mais especificamente, pretende-se:

(1) Comparar o grupo experimental (com o consumo da Kombucha) com o grupo
controlo (sem o consumo da Kombucha) em relagdo as fungdes cognitivas e afetivas, através
de medidas de autorrelato, medidas comportamentais ¢ medidas neurofisiologicas periféricas,
nos diferentes momentos de avaliacao;

(i1) Através de uma analise intra-sujeito, comparar os individuos do grupo experimental
ao longo dos quatro momentos de avaliagdo (M1, M2, M3 e M4) nas mesmas dimensdes
cognitivas e afetivas;

(ii1) Avaliar a percecdo subjetiva dos participantes sobre o efeito do consumo da bebida
(Kombucha vs. Placebo) a nivel da aceitacdo do sabor, da inten¢do de continuar com o seu

consumo e do bem-estar psicolédgico e fisico.

Amostra

Neste estudo participaram 52 individuos, sendo 16 homens (30,8%) e 36 mulheres
(69,2%) pertencentes a uma faixa etdria entre 18 e 25 anos de idade, apenas 26,3% dos
participantes relataram conhecer a bebida Kombucha, e desses, apenas 18,7% relataram ja ter
consumido (exclusivamente mulheres). A média de idade para os homens foi de 21 anos (DP =
2,68) e para as mulheres foi de 20,8 anos (DP = 1,94). Os participantes foram distribuidos
aleatoriamente por dois grupos: um experimental com 27 participantes (51,9%) e o grupo
controlo com 25 participantes (48,1% da amostra, sendo que 2 individuos desistiram do estudo).

No ambito dos critérios de exclusdo desta investigacao, os individuos que manifestaram
interesse em participar no estudo foram incluidos se ndo apresentassem historico de problemas

ao consumir probioticos, prebioticos ou Kombucha e historico de infegdo por COVID-19.

Grupo Experimental (GE)

No grupo experimental estiveram 27 participantes: 10 (37,0%) do sexo masculino e 17
(63,0%) do sexo feminino. As idades dos participantes encontravam-se entre 18 e 25 anos,
tendo como média de idade o valor de 21,22 (DP = 2,22). Quanto a filhos, apenas dois (7,4%)
participantes relataram possuir filhos. Ao nivel do estado civil, todos os participantes relataram

ser solteiros. No que diz respeito ao histérico de infegdes por Coronavirus (COVID-19),
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nenhum participante relatou alguma infecdo COVID-19 e nenhum apresentou historicos de
outras doencas. Adicionalmente, nenhum participante relatou uma alteragao significativa na

dieta alimentar ou toma de antibiotico, durante o estudo.

Grupo Controlo (GC)

O grupo controlo foi constituido por 25 participantes: seis (24,0%) do sexo masculino e
19 (76,0%) do sexo feminino. As idades dos participantes eram compreendidas entre 18 e 25
anos, sendo o valor da média de idade 20,52 (DP = 2,1). Apenas um participante relatou ter
filhos. Todos os participantes descreveram o estado civil como solteiros. E quanto aos demais
dados sociodemograficos, nenhum participante afirmou ter histérico de doencas, de infegdes

por COVID-19, ou de alteragdes na dieta alimentar durante a participacao no estudo.

Instrumentos

Os instrumentos administrados neste estudo, para além do consentimento informado que
foi preenchido antes de qualquer procedimento, e do questiondrio sociodemografico (idade,
sexo, toma de antibioticos, historial de infecdo por COVID-19, percecdo subjetiva sobre o efeito
do consumo da Kombucha) foi o ‘Questionario de Regulagdo Emocional — QRE’, para a
populagdo adulta e um paradigma computadorizado para avaliar as dimensdes cognitiva e
afetiva a partir de uma tarefa comportamental, com a monitoriza¢do simultanea da atividade
fisiologica.

O QRE (Emotion Regulation Questionaire; Gross & John, 2003) ¢ um instrumento que
avalia a experiéncia e a expressao emocionais. Esse questionario possui sete itens, dos quais
seis se referem a estratégia de regulagdo emocional conhecida como reavaliagdo cognitiva e os
outros quatro a supressdo das emogoes, cuja resposta a cada item ¢ dada através de uma escala
do tipo Likert, que varia de 1, discordo totalmente, a 7, concordo plenamente (Vaz, 2009).

Quanto a tarefa computadorizada para avaliar o funcionamento cognitivo, foi aplicado
uma tarefa de Stroop adaptada (correspondéncia de palavra-cor), adaptado para a populagao
portuguesa por Golden e colegas (2013), que avalia a fluéncia verbal e o controlo inibitério. A
tarefa completa inclui cinco tentativas. O tempo de resposta e a resposta foram registados em
um computador para analise posterior.

Quanto a tarefa necessaria para a avaliagdo do funcionamento emocional, foram
utilizadas imagens do International Affective Picture System (IAPS), uma base de dados de
imagens largamente utilizadas para induzir diferentes estados emocionais em procedimentos

experimentais (Lang et al., 1997). O IAPS inclui cerca de 900 imagens (fotografias) que
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apresentam valores tridimensionais (nomeadamente, arousal/excitagdo, dominancia e valéncia)
das respostas emocionais (Bradley & Lang, 1994). Para este estudo foram escolhidas 10
imagens com elevado nivel de arousal, valéncia negativa e elevada dominancia. Os numeros
identificadores das imagens sao: 9040; 6821; 9300; 9800; 9921; 6212; 6360; 9252; 9570; 6350).
Este paradigma foi usado unicamente para elicitar uma resposta emocional e avaliar a
responsividade emocional do individuo através do registo da atividade cardiaca.

Durante a realizacdo da tarefa anterior, foi recolhida a frequéncia cardiaca dos
participantes através do sistema de aquisicdo de dados MP150 da BIOPAC (BIOPAC Systems
Inc., Santa Barbara, CA - USA). Para tal, foi usado o amplificador ECG100C com aplicacao
dos parametros de aquisi¢do sugeridos pelo fabricante. O BIOPAC MP150 estava conectado a
um computador com o software AcqKnowledge 4.4 que permite que os dados sejam
visualizados, armazenados e analisados posteriormente. Para o registo da atividade cardiaca,
foram utilizados trés elétrodos através de uma configuragdo ajustada de trés elétrodos,
conhecida como Lead-1I, ligados diretamente ao amplificador ECG100C. Dois dos elétrodos
foram posicionados no meio de cada uma das claviculas e um terceiro no topo do ombro
esquerdo. Antes do posicionamento dos elétrodos, foi usado algodao com élcool para limpar a
pele e diminuir a impedancia na passagem do sinal elétrico para o elétrodo (Cacioppo, Tassinary

& Berntson, 2017; Louzada, 2013).

Procedimento de Recolha e Analise dos Dados

O convite para este estudo foi disseminado através das redes sociais do Human
Neurobehavioral Laboratory (HNL) e através de divulgacao no campus. Os participantes que
nos contactaram a demonstrar interesse em participar no estudo foram contactados e foi
marcado uma primeira visita ao laboratdrio. Todos os participantes foram informados a respeito
dos objetivos e do funcionamento deste estudo, através do consentimento informado. A
autorizagdo para envolvimento no estudo foi consentida por todos os participantes. Os
participantes foram salvaguardados quanto a confidencialidade e ao anonimato dos dados
recolhidos. Apds a assinatura do consentimento informado, os participantes foram
aleatoriamente distribuidos entre o GE e o GC. Aqueles que foram alocados ao grupo

experimental, receberam 30 garrafas de Kombucha da marca Living Food

(https://www.kombuchacomtodos.com/oque¢kombucha) de 250ml, para que fossem
consumidas uma por dia (em toma unica ou tomas divididas) durante 30 dias, sem interrupg¢ao.
Os participantes que foram alocados ao GC, receberam 30 garrafas de infusdo de cha verde de

agricultura bioldgica da marca BIO do Celeiro, cujo consumo deveria ser também de 250ml
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por dia, realizado com a mesma regularidade. Todos os participantes receberam lembretes
diarios nos seus telemoveis (através de mensagens de texto e de WhatsApp) a relembrar a
importancia de ndo haver interrup¢des no consumo e sobre as datas de visita ao laboratério para
os momentos de avaliagdo (que ocorreram com um maximo desvio de dois dias em relagao a
data pré-agendada). Dois participantes do GC informaram aos investigadores o desejo de sair
do estudo porque estavam com dificuldades em manter o consumo regular e foram eliminados
da analise.

Todos os participantes dos dois grupos experimentais passaram por quatro momentos
de avaliacdo, que ocorreu antes do inicio do consumo (M1), durante (aproximadamente no 15°
e 30° dia de consumo da Kombucha ou do placebo, M2 ¢ M3, consequentemente) e apos o
consumo da Kombucha (15 dias ap6s finalizar o consumo, ou M4). Apenas no caso do registo
da atividade cardiaca, os dados foram recolhidos apenas antes do inicio do consumo (M1) e
apos (M4) devido as restrigdes associadas as medidas de satde publica durante a pandemia
COVID-19 para minimizar as oportunidades de contacto. No follow-up, alguns participantes
preferiram ndo se submeter a recolha dos dados fisioldgicos, diante do que assumimos que
apenas as medidas de autorrelato seriam consideradas nos demais momentos de avaliacdo.

Para a andlise dos dados cardiacos, inicialmente os dados foram inspecionados
visualmente para eliminar qualquer fonte de artefacto que comprometesse o calculo da métrica
cardiaca que serd utilizada, ou seja, a Frequéncia cardiaca. Considerando todos os participantes,
nenhum segmento do sinal foi eliminado. Posteriormente, durante o pré-processamento do sinal
psicofisioldgico, foram aplicados filtros digitais ao sinal bruto do tragado eletrocardiografico
para eliminar a influéncia de outros sinais elétricos (nomeadamente, filtro passa-baixo fixado a
1 Hz e filtro passa-alto fixado a 35 Hz). De seguida, foi calculado a frequéncia cardiaca (em
batimentos por minuto, bpm) a partir do tracado eletrocardiografico através do algoritmo
interno do programa Acknowledge. Apos esse pré-processamento, foi feito o ajuste a linha de
base do proprio sujeito (registada antes do procedimento com o sujeito em repouso durante 3
minutos) e foi calculado uma média para cada momento de avaliagdo do individuo, i.e., para
M1, M2, M3 e M4. Finalmente, todos os dados foram exportados para um ficheiro de calculo

para as demais analises descritivas e inferenciais.
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Resultados

Diferencas entre o Grupo Experimental e o Grupo Controlo

Quanto ao primeiro objetivo que foi comparar o grupo experimental (com o consumo
da Kombucha) com o grupo controlo (sem o consumo da Kombucha) em relagdo as fungdes
cognitivas e afetivas, através de medidas de autorrelato, medidas comportamentais ¢ medidas
neurofisiologicas periféricas nos diferentes momentos de avaliagdo, ver resultados abaixo dos
testes ¢ para amostras independentes, por momento de avaliagao.

Quanto ao QRE, em M1 (antes do inicio do consumo), ndo ha diferengas significativas
entre os dois grupos (#(50) =.527, p = .56; GC: M =38,2; DP = 16; GE: M =35,8; DP = 15,2),
e 0 mesmo ocorre para M2 (#50) =2.178, p = .88; GC: M =45,6; DP = 13.,4; GE: M = 35,5;
DP=11,8) e M3 (#(50) =-.485, p=.12; GC: M=40,2; DP=19,8; GE: M=42,7; DP = 15,3).
No entanto, ha diferencas estatisticamente significativas se comparados os dois grupos em
relacdo as respostas ao QRE no M4 ou follow-up (t(50) = -.755, p = .005; GC: M = 40,32; DP
=13,2; GE: M=45,7, DP =11,8).

Quanto aos resultados do teste de Stroop, comparando os dois grupos por momento de
avaliacdo, nao ha resultados estatisticamente significativos a nivel desses resultados: M1 (#50)
=.527, p =.560); M2 (£(50) =.671, p = .326); M3 (#(50) = .910, p = .198); e M4 (#(50) = .667,
p = .467).

Quanto a atividade cardiaca, e considerando os dois momentos de avaliacdo nos quais
esses dados foram recolhidos, também nao foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas comparando os dois grupos, tanto em M1 (#(50) = .676, p =.19; M = 71,76 bpm;
DP = 6,43) como em M4 (#50) =4.908, p = .62; M = 69,55 bpm; DP = 7,22).

Diferencas entre os Diferentes Momentos de Avaliagao

Relativamente a analise inferencial apenas para o GE, com base no design intra-sujeito,
foi possivel identificar diferencas estatisticamente significativas em relagdo a frequéncia
cardiaca quando comparado o M1 com M3, #51) = 1,721, p < .05. Os participantes
apresentaram uma frequéncia cardiaca mais elevada em M1 (antes do inicio do consumo da
Kombucha), em relagdo ao M3 (passados 30 dias de consumo). As demais comparagdes,
considerando os diferentes momentos de avaliacdo, ndo foram estatisticamente significativas.

Quanto ao GC, ndo se observou diferencgas significativas a nivel da frequéncia cardiaca

em nenhuma das analises considerando os diferentes momentos de avaliagao.
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Percecio Subjetiva sobre o Efeito da Kombucha vs. Placebo

Para avaliar a percecao subjetiva sobre o efeito da Kombucha comparada a percecao do
efeito da bebida placebo, foi pedido que os participantes de ambos os grupos respondessem
sobre o nivel de concordancia para cinco afirmagdes com base numa escala de Likert de 5
pontos (1= discordo totalmente, 3 = nem discordo nem concordo e 5 = concordo totalmente)
em M2, M3 e M4: (A1) O sabor da bebida me agrada; (A2) Sinto-me melhor fisicamente apds
iniciar o consumo da bebida; (A3) Sinto-me melhor fisicamente (e.g., a nivel motor ou
gastrointestinal) ap6s iniciar o consumo da bebida; (A4) Sinto-me melhor mentalmente (e.g., a
nivel cognitivo ou emocional) apos iniciar o consumo da bebida; e por tltimo, (A5) Gostaria
de continuar com o consumo da bebida (ver Tabela 1 abaixo).
Tabela 1

Percecao Subjetiva sobre o Efeito da Kombucha

3 —Nem
Questoes/ 1 - Discordo 2- discordo 4- 5 _ Concordo
Respostas completamente Discordo nem Concordo completamente

concordo

Al - O sabor da

bebida me 0% 7,7% 26,9% 30,8% 34,6%
agrada

A2 - Sinto-me
melhor
fisicamente apos 0% 0% 36,5%  34,6% 28,8%
iniciar o
consumo da
bebida

A3 - Sinto-me
melhor
fisicamente (e.g.,
a nivel motor ou 0% 5,8% 40,4% 21,2% 32,7%
gastrointestinal)
apos iniciar o
consumo da
bebida

A4 - Sinto-me
melhor
mentalmente
(e.g., a nivel 0% 0% 34,6%  30,8% 34,6%
cognitivo ou
emocional) apos
iniciar o
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consumo da
bebida

AS — Gostaria de
manter o 0% 5,8% 15,4% 32,7% 46,2%
consumo da
bebida apds o
estudo

Os resultados demonstram que, para todas as cinco afirmacgdes, mais de 50% dos
participantes optaram pelas opgdes de maior concordancia, i.e., ‘concordo’ ou ‘concordo
completamente’, sendo que as duas afirmagdes que apresentam indices mais elevados de
concordancia estao relacionadas com a continuidade quanto ao consumo da Kombucha e quanto
ao impacto a nivel cognitivo/afetivo e quanto ao sabor (Al = 65,4%; A2 = 63,4%; A3 =53,9%;
A4 =65,4%; A5 =78,9%).

Os dados do GC demonstram uma dispersao muito maior do que o padrdo encontrado
no GE. Visualmente, as pontuacdes foram diferentes em relagdo ao grupo, sendo que as
respostas foram mais positivas para o GE. Por exemplo, no GC aparece pela primeira vez

algumas respostas ‘discordo completamente’ e ‘discordo’ (ver Tabela 2 abaixo).

Tabela 2

Percegdo Subjetiva sobre o Efeito do Placebo

3 —Nem
Questoes/ 1 - Discordo 2- discordo 4- 5 _ Concordo
Respostas completamente Discordo nem Concordo completamente

concordo

Al - O sabor da

bebida me 3.8% 25.0% 40.4% 19.2% 11.5%
agrada

A2 - Sinto-me
melhor

fisicamente apés 0% 192%  38.5% 25.0% 17.3%
miciar o
consumo da
bebida

A3 - Sinto-me
melhor
fisicamente (e.g.,

a nivel. motqr ou 77% 21.2% 19.2% 25.0% 26.9%
gastrointestinal)
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apos iniciar o
consumo da
bebida

A4 - Sinto-me
melhor
mentalmente
(e.g., a nivel 7.7% 13.5%
cognitivo ou
emocional) apos
iniciar o
consumo da
bebida

AS — Gostaria de
manter o 5.8% 32.7%
consumo da
bebida apés o
estudo

36.5%

19.2%

21.2%

21.2%

21.2%

21.2%

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para determinar se havia diferencgas na pontuagao

apresentada pelos dois grupos, GE vs. GC. Para a primeira afirmacao (A1), as distribui¢cdes das

pontuagdes de cada grupo ndo foram semelhantes, conforme avaliado por inspe¢do visual. E

de facto, a pontuagdo média para o GC (20,10) e GE (32,43) foi estatisticamente diferente, U =

177,5, z = -3,072, p = .002. Mas nao ha resultados estatisticamente diferentes para as outras

afirmagdes, por mais que exista um resultado marginalmente significativo para a A3, como
pode ser confirmado a seguir: A2 (U=317,5, z=-383, p=.702); A3 (U=243,5,z=-1.768,
p=.07); A4 (U=292,z=-.864, p=.387); e, finalmente, AS (U =259,5, z=-1.474, p = .140).
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Discussao & Conclusao

O presente estudo tem como objetivo avaliar o impacto do consumo continuado da
bebida probidtica Kombucha a nivel cognitivo e emocional, recorrendo a medidas
neurofisioldgicas periféricas para avaliar as respostas emocionais através de uma técnica mais
objetiva. Desta forma, a amostra foi aleatoriamente dividida em dois grupos, sendo que o grupo
experimental consumiu a Kombucha e o grupo controlo consumiu um placebo, ambos por 30
dias.

No entanto, a maioria das analises inferenciais realizadas neste estudo ndo resultaram
em diferengas estatisticas significativas entre o GE (que consumiu a Kombucha) ¢ o GC (que
consumiu placebo), como ¢ o caso das andlises envolvendo a tarefa cognitiva (o Stroop), a
frequéncia cardiaca ou mesmo o QRE (utilizado neste estudo para avaliar a capacidade de
resposta e regulacdo emocional via autorrelato). Apenas quando comparamos 0 QRE no follow-
up, observou-se que o GE apresentou um score superior ao GC, o que significa uma utilizagao
mais eficaz de estratégias mais adaptativas de regulacdo, como ¢ o caso da reavaliagdo
cognitiva, que se encontra regulamente associada a indices mais elevados de satide mental
(Kraftt, Haeger & Levin, 2019).

Quanto a frequéncia cardiaca, uma medida mais objetiva do funcionamento emocional
do individuo, que representa um indice ndo somente da resposta de stress, mas também do
esfor¢co cognitivo para a regulagdo das emogdes (Cacioppo, Tassinary & Berntson, 2017), os
dados demonstram que a frequéncia cardiaca foi mais elevada antes do inicio do consumo do
que no momento de avaliagdo apos 30 dias de consumo. De facto, a frequéncia cardiaca tem
sido alvo de muitos estudos, pelo seu relevante papel a nivel do bem-estar e da saude publica,
sendo um indice direto de saude mental e fisica (Edwards & Pinna, 2020). Por exemplo, a
ansiedade caracteriza-se por niveis muito elevados de frequéncia cardiaca (Gorman & Sloan,
2000; William et al., 2017), e potencialmente, o consumo continuado da Kombucha podera
modular a resposta ao stress e/ou a ansiedade através das vias do nervo vago que regulam a
frequéncia cardiaca (Breit et al., 2018).

Ainda sobre a frequéncia cardiaca, conforme foi relatado pelo autor Grippo
(2017), o padrdao de funcionamento dessa medida pode prevenir disfungdes e favorecer a
compreensdo de diferentes condi¢des psicologicas, neurologicas e fisiologicas. Os autores De
Vries-Bouw e colaboradores (2011) também demonstram a influéncia do padrdo de frequéncia
cardiaca no ambito da reatividade emocional, da reatividade ao estresse e a resiliéncia; da

autorregulacdo; de perturbagdes relacionadas a emocao (como a Depressao, a Ansiedade e a
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Perturbacdo do Sono); de comportamentos sociais e de fungdes cardiovasculares, entre outras
condi¢des. De acordo com Thayer e Lane (2009), um dos principais gatilhos da resposta de
stress no cérebro ocorre via padrao de alteragao cardiaco. A variabilidade da frequéncia cardiaca
¢ controlada pelo Coértex Pré-Frontal, o qual regula a atividade do Sistema Nervoso Auténomo.
O Cortex Pré-Frontal também regula e inibe o funcionamento dos Sistemas Limbicos, que por
sua vez, reduzem a atividade do Sistema Parassimpatico e acionam o funcionamento do Sistema
Simpatico (Shaffer e al., 2014). O Cortex Pré-Frontal diminui o circuito simpatoexcitatorio da
amigdala (que afeta a atividade simpatica e a supressao do funcionamento parassimpatico), que
ocasiona a reducdo da frequéncia cardiaca. No entanto, a partir da diminui¢ao do funcionamento
do Cortex Pré-Frontal, o circuito parassimpatoinibitorio ¢ acionado, a atividade simpatica
aumenta a supressdo parassimpatica - que deflagra a elevagdo da frequéncia cardiaca (Nikolin
et al., 2017). Dessa forma, a variabilidade da frequéncia cardiaca apresenta uma conexao
estreita com o funcionamento cognitivo pela capacidade de organizar a sua atividade em redes
neurais pré-frontais (Jung et al., 2019). Interessantemente, entre outros beneficios associados a
Kombucha, encontra-se o efeito cardioprotetor (Chakravorty et al., 2019). Como este estudo
corrobora, a frequéncia cardiaca (como uma das variaveis desta pesquisa) ¢ um topico de
potencial relevancia para o aumento no entendimento do efeito da Kombucha no funcionamento
cerebral de processos e de disfungdes psicologicas e fisiologicas (Jung ef al., 2019).

Na literatura cientifica apresentada neste estudo, probidticos e simbidticos estdo
associados positivamente a satide fisica e ao bem-estar do ser humano (Grippo, 2017). Mas as
analises aqui realizadas com os dados comportamentais e neurofisioldgicos ndo nos permitirem
diferenciar os dois grupos, a nivel do autorrelato e da perce¢do subjetiva sobre o bem-estar
fisico e psicoldgico, assim como quanto a intengdo de manter o consumo apos o estudo, os
padrdes de resposta, comparando o GC e o GE, sdo visivelmente diferentes. Essa constatacao
pode significar que apesar do individuo sentir na sua rotina e no seu padrdo de funcionamento,
maior bem-estar apos o inicio do consumo da Kombucha, as medidas objetivas escolhidas para
este estudo podem ndo capturar o fendmeno de uma forma robusta. Uma das grandes mais-
valias desse estudo era avaliar qual métrica seria mais eficaz em diferenciar caracteristicas sutis
no funcionamento do individuo (Hofling et al., 2020). Infelizmente, estudos futuros terdo que
testar outros paradigmas para elicitar uma resposta emocional robusta o suficiente para que
sejam capturadas por essas metodologias, ou mesmo alterar as modalidades metodoldgicas
utilizadas no estudo.

Apesar de inovador, este estudo exploratdrio apresenta algumas limitagdes, tais como:

o tempo de consumo do probidtico (que estudos futuros devem prolongar a duragdao do consumo
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para garantir que existe tempo suficiente para alterar e estabilizar comunidades da MI, que por
sua vez permitird uma melhor caracterizagcdo. Também ¢ importante destacar a falta de controlo
quanto ao padrao alimentar dos participantes, que tanto influencia o humor ¢ a MI. De acordo
com a pesquisa desenvolvida por Adikari e colaboradores (2020), s6 apds o consumo de
probiotico, durante o periodo de 60 dias, foram identificadas diferengas significativas a nivel
do relaxamento, da aten¢do, da fungdo cerebral e do desempenho psicoldgico para a pratica de
exercicios.

O desenvolvimento da fermentagdo na elaboragdo de alimentos e de bebidas, para
potencializar a qualidade dos alimentos, ¢ uma conquista recente dos humanos, que ainda requer
muita investigacao (Selhub et al., 2014). Igualmente, o impacto dos probidticos e simbidticos,
como a Kombucha, necessita ainda ser muito explorado. Esta ¢ uma tematica promissora e

inovadora no ambito da investigagdo cientifica e do bem-estar publico.
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