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RESUMO

Introducdo: Um dos fatores associados a obesidade € a microbiota intestinal presente no
individuo, sendo que ha dois filos de bactérias associados a essa condicdo: os Firmicutes e
Bacterioidetes, no qual o primeiro € mais presente na microbiota de pessoas obesas, e 0
segundo, em pessoas nao-obesas. O Kefir € um probidtico que vem ganhando destaque
atualmente, devido aos seus diversos beneficios para a saude, incluindo em aspectos
imunolégicos, modulacdo do metabolismo do colesterol, diminuicdo da glicemia, regulacdo
intestinal, entre outros. Objetivos: Observar os efeitos sob o perfil lipidico sérico e glicémico
apo6s a continua administracdo de dois tipos de probidticos em ratos Wistar. Material e
Meétodos: Foram utilizados 42 ratos machos da linhagem Wistar, os quais foram distribuidos
aleatoriamente em seis grupos experimentais, submetidos a dietas e tratamentos especificos por
60 dias. Os grupos foram divididos em GRC (administracdo de solucdo salina e dieta
comercial), GRK (Kefir e dieta comercial), GRY (L. casei Shirota e dieta comercial), GCC
(solucdo salina e dieta de cafeteria), GCK (Kefir e dieta de cafeteria) e GCY (L. casei Shirota
e dieta de cafeteria). Apds o experimento, foram coletadas amostras sanguineas para a
determinacdo de glicemia, triglicerideos, HDL-c, LDL-c e colesterol total. Resultados e
Discussdo: O Kefir promoveu um aumento significativo no HDL-c (p=0,03) quando
comparado ao L. casei Shirota, o qual reduziu o valor do mesmo, diferente de outros estudos
utilizando probidticos. Observou-se também que a dieta de cafeteria aumentou os niveis de
LDL-c em comparacdo ao Grupo Controle (GRC). Por fim, os valores médios de triglicerideos
e glicemia ndo obtiveram diferenca estatistica, mesmo que o grupo com administragdo de Kefir
apresentasse menores medias de glicose sanguinea. Conclusdo: O Kefir foi eficiente no
aumento da concentracdo sérica de HDL-c, e na manutenc¢éo da glicemia de referéncia em ratos,
sugerindo que seu consumo, juntamente a habitos saudaveis, pode ser benéfico. Porém, os dois
tipos de probidticos ndo alteraram significativamente os pardmetros de TG e CT, sendo
necessarios mais estudos nessa mesma area.

Palavras chave: nutricdo experimental, microbiota, kefir
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1. INTRODUCAO

O processo de acumulo excessivo de tecido adiposo, ligado a inimeros fatores, como
metabolicos e genéticos, pode gerar uma condicdo denominada obesidade (SERDOURA,
2017). Tal patologia tem se caracterizado como um desafio na &rea de salde publica, ja que a
mesma tem sido cada vez mais presente na contemporaneidade, além de desencadear possiveis
comorbidades relacionadas (COUTINHO e DUALIB, 2007).

Mesmo que a causa da obesidade ndo esteja totalmente elucidada, estudos recentes tém
comprovado que h& dois géneros de bactérias que possuem relacdo com a obesidade: os
Firmicutes e Bacterioidetes, no qual o primeiro filo € mais presente na microbiota de pessoas
obesas, e 0 segundo, em pessoas nao-obesas (LEY et al., 2006).

Outro elemento que pode modular a microbiota intestinal é o tipo de habito alimentar do
individuo, podendo também impactar na satide do mesmo (DURANTI et al., 2017). Um estudo
realizado através da administracdo de dois tipos de dietas para grupos experimentais - uma
composta de alimentos a base de origem vegetal e a outra de origem animal — evidenciou que a
variedade do macronutriente ofertado pode alterar as linhagens da microbiota intestinal, por
meio de diferentes tipos de fermentagdo colbnica, e principalmente pela formacéo de acidos
biliares fecais (mais presente na dieta a base animal) (DAVID et al., 2014).

Com isso, uma nova abordagem possivel para o tratamento da obesidade seria a
administracdo de probioticos, juntamente a uma vida saudavel. Da Silva et al. (2013) notaram
em uma revisao gque a administracdo de diferentes tipos de probioticos e prebidticos resultaram
em um aumento do numero de Bifidobactérias na microbiota intestinal em grande parte dos
estudos pesquisados, além de ter gerado uma perda de peso associada.

Em estudos experimentais, comumente faz-se a utilizacdo de dietas que promovam o
ganho de peso dos animais. Campidn e Martinez (2016), em seu experimento com ratos Wistar
fémeas, administraram uma dieta de cafeteria, formada a partir da juncao de alimentos de alto
valor energético (chocolates, paté, biscoitos, salgadinhos, bacon e racdo), a qual obteve um
efeito significante no aumento do peso dos animais, quando comparados ao grupo controle.

Na pesquisa de Kobyliaket al. (2017), ratos induzidos a obesidade através da
administracdo neonatal de Glutamato Monossddico (GM), receberam diferentes concentracdes
de probioticos para cada grupo experimental. Aqueles que receberam os probidticos em maior
concentracdo, evidenciaram um menor ganho de peso e de tecido adiposo visceral, além de

ocorrer uma diminuicdo do nivel lipidico sérico.



O Kefir é um probidtico que vem ganhando destaque atualmente. Normalmente
produzido atraves da fermentacdo do leite de vaca, seu produto final pode ser considerado
benéfico para a salde, em aspectos imunoldgicos, no auxilio de cicatrizacao de feridas, além
da modulacdo do metabolismo do colesterol (BOURRIE et al., 2016). Rosa et al. (2017)
verificaram em uma revisao, os efeitos da administracdo do kefir em animais experimentais.
Dentre eles, destacaram-se efeitos anti-inflamatorios; diminuicéo de glicemia, colesterol sérico
e estresse metabolico, regulacdo intestinal e atividade antitumoral.

Nesse contexto, 0 objetivo deste trabalho é observar os efeitos sob o perfil lipidico sérico
e glicémico, apds a continua administracdo de dois tipos de probiéticos (leite fermentado de
grdos de Kefir e leite fermentado de Lactobacillos casei Shirota) em ratos Wistar.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e critérios éticos

O experimento foi realizado no biotério do Centro Universitario Fundacdo Assis
Gurgacz, situado na cidade de Cascavel. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica ao Uso
de Animais, protocolo n°.1753 (ANEXO 01). Foram utilizados 42 ratos machos da linhagem
Wistar, desmamados e mantidos em adapta¢do por uma semana, antes do inicio do experimento,
os quais foram obtidos e mantidos no Biotério do Centro Universitario Fundacdo Assis
Gurgacz, Cascavel, Parang, Brasil. Os roedores foram alimentados com dietas especificas,
preparadas pelos pesquisadores, sendo que a dieta e dgua foram oferecidas ad libitum. Os
animais foram mantidos em gaiolas individualizadas com temperatura ambiente de 22 + 2 °C e

com ciclo de 12 horas claro e 12 horas escuro.

2.2 Animais e dietas experimentais

Os ratos foram divididos a partir de aleatorizacao, sendo pesados e separados a partir do

peso, em seis grupos experimentais, como descrito abaixo:

e Grupo Racéo Controle (GRC): recebiam racdo comercial e solucéo salina por gavagem;

e Grupo Racédo Kefir (GRK): recebiam racdo comercial e kefir por gavagem;



e Grupo Racéo Lactobacillus (GRY): recebiam racdo comercial e leite fermentado por L.
casei Shirota (Yakult®) por gavagem;

e Grupo Cafeteria Controle (GCC): recebiam dieta de cafeteria (CAMPION e
MARTINEZ, 2004) e solugdo salina por gavagem;

e Grupo Cafeteria Kefir (GCK): recebiam dieta de cafeteria e administracédo de kefir por
gavagem;

e Grupo Cafeteria Lactobacillus (GCY): receberam dieta de cafeteria e administracdo de

leite fermentado por L.casei Shirota (Yakult®) por gavagem;

Figura 1 — Fluxograma de Grupos Experimentais
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Para o preparo da dieta de cafeteria, os ingredientes foram adquiridos em um mercado
local, sendo realizada no Laboratério de Nutricdo, do Centro Universitario da Fundacéo Assis
Gurgacz. Para o preparo da ragdo, os ingredientes (Tabela 01) foram submetidos & moagem por
um processador industrial, amassando-os até adquirir consisténcia de molde. Para a realizacéo
dos pellets, a racdo foi moldada e submetida a estufa de circulagdo de ar (Quimis® - Q314m) a

55°C, ate obter uma ragéo seca.

Tabela 01: Racgdes: Formulagdo para 1kg de racdo pelletizada do tipo Dieta de Cafeteria



Ingrediente Dieta de cafeteria
(9)*
Rag&o comercial 142,85
Biscoito doce 142,85
Batata palha 142,85
Chocolate ao leite 142,85
Bacon 142,85
Paté 285,7

Fonte: Campion e Martinez (2004).

2.3 Monitoramento de peso de racéo e dos animais

O monitoramento de ingestdo de racdo foi realizado por meio de planilhas de registos,
de acordo com a quantidade colocada e a sobra de consumo. A cada dois dias, foram realizadas
etapas de pesagem da racao por balanca eletronica digital (TOLEDO, modelo 9094 - Brasil),
além de pesagem semanal dos animais, com a mesma balanca, registrada em planilha.

A administracdo de Kefir e Leite fermentado por L.casei Shirota (Yakult®) foi calculada
conforme o peso dos animais (1ml/kg peso), os quais foram acompanhados toda semana,
registrados em planilha de controle de peso. Para a administracdo dos probidticos, os ratos

foram submetidos a gavagem, com uma sonda orogastrica de ponta arredondada.

2.5 Eutanasias, coleta de amostra bioldgica e anélise bioquimica da amostra

Ao final do experimento, os ratos foram anestesiados por éter isoflurano (Abbott®,
Brasil) por via inalatoria e eutanasiados por decapitacdo com guilhotina, realizando a coleta do
sangue nesse momento.

O sangue dos animais foi coletado sob anestesia, como descrito anteriormente, ao final
do periodo experimental. As amostras de sangue foram coletadas com seringas de 10ml e

repassadas para tubos de polietileno sem anticoagulante. Em seguida, os tubos foram
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centrifugados a 3000 rpm por 20 minutos. Posteriormente, o soro foi separado e armazenado
em freezer a - 20 °C até o momento das analises.

Para avaliacdo do perfil lipidico sérico, foi determinado o Colesterol Total (CT) ap0s
hidrolise e oxidacdo enzimaticas, enquanto os Triglicerideos (TG) foram determinados por
método enzimatico da glicerol-3-fosfato-oxidase. J& a analise de Colesterol HDL (HDL-c) foi
quantificada pelo &cido fosfotingstico e cloreto de magnésio, que precipita o LDL-c, e
determina o HDL-c apds a centrifugacdo, na formacao de sobrenadante. Quanto a analise de
glicemia, foi utilizado o método de oxidacdo de glicose por glicose oxidase. As analises foram

realizadas com o Kit da Kovalente®.

2.7 Andlise estatistica

A anélise estatistica do presente estudo foi realizada a partir do software Microsoft
Office Excel 2016, no qual os dados foram inicialmente tabulados e submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e posteriormente as médias foram testadas pelo teste Tukey, considerando

nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir da realizacdo das analises bioquimicas, observou-se que as amostras de glicemia
ndo diferiram estatisticamente entre 0s grupos experimentais (P=0,13). Porém, o grupo com
administracdo de Kefir (GCK) e o grupo controle (GRC) apresentaram valores glicémicos
dentro dos parametros bioguimicos de referéncia (BRANCO et al., 2011), enquanto nos demais
(GRK, GRY, GCC, GCY), os animais apresentaram-se hiperglicémicos (com glicemia superior
a 117,4 mg/dL), como demonstra a Figura 2.

Dietas de alta densidade energética, como a dieta de cafeteria empregada nesse
experimento, podem ser capazes de alterar o metabolismo da glicose em modelos
experimentais. No estudo de Sampey et al. (2012), utilizando ratos Wistar machos, a dieta de
cafeteria — formada por bolachas doce e salgada, cereais, queijos, embutidos — promoveu uma
hiperglicemia, hiperinsulinemia e intolerancia a glicose, quando comparado ao grupo que

recebia dieta hipercalorica ou HFD (do inglés: High-Fat Diet).
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Uma revisdo (BEZERRA et al., 2016) verificou uma relagdo benéfica entre a utilizacéo
de probidticos no tratamento da Diabetes Mellitus, principalmente com a suplementacdo das
cepas Lactobacillus e Bifidobacterium. Alguns dos beneficios verificados foram diminuicéo na

frutosamina, hemoglobina glicada (HbA1c) e glicemia de jejum.

Figura 2 — Valores médios (em mg/dL) de glicemia de grupos ratos Wistar alimentados com ragdo comercial
controle (GRC), racdo comercial e Kefir (GRK), racdo comercial e L. casei Shirota (GRY), dieta de cafeteria
controle (GCC), dieta de cafeteria e Kefir (GCK) e dieta de cafeteria e L. casei Shirota (GCY)
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Quanto as analises de colesterol total e suas fragbes HDL-c (do inglés: High Density
Lipoproteins) e LDL-c (do inglés: Low Density Lipoproteins), notou-se diferenca estatistica
(p<0,05) entre os grupos experimentais, 0s quais podem ser observados na Figura 3. Foi
possivel observar que o grupo Kefir (GRK) obteve melhora no perfil de HDL-c, quando
comparado ao grupo com administracdo de L. casei Shirota (GRY), o qual reduziu os valores
desse parametro bioquimico em dieta normocalorica (p=0,02).

Ja no estudo de Machado et al. (2003), utilizando Lactobacillus acidophilus e dieta
acrescida de colesterol e acido célico, o probiético administrado ndo se demonstrou eficaz na
diminuicéo dos niveis séricos de Colesterol Total, LDL-c ou aumento de HDL-c, sendo que ndo

houve diferenca significativa entre as amostras (p>0,05).

Figura 3 — Niveis médios (em mg/dL) de Colesterol total e fragdes HDL (High Density Lipoproteins) e LDL (Low

Density Lipoproteins) de ratos Wistar alimentados com ragdo comercial controle (GRC), racdo comercial e Kefir
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(GRK), racdo comercial e L. casei Shirota (GRY), dieta de cafeteria controle (GCC), dieta de cafeteria e Kefir
(GCK) e dieta de cafeteria e L. casei Shirota (GCY)
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Em relacdo a dieta hipercal6rica utilizada (dieta de cafeteria), analisou-se que a mesma
causou um impacto na elevacédo dos niveis de LDL-c (p=0,04), quando comparada ao Grupo
Controle (GRC), o qual recebia somente racdo comercial e solucdo salina, como mostra a Figura
3. Esse tipo de dieta empregada em estudos experimentais se assemelha ao modelo alimentar
atual de grande parte da populacédo, que consiste em alimentos de alto valor calérico e de pouco
valor nutricional, rica em carboidratos refinados e gorduras (DE OLIVEIRA, 2017).

Tung et al. (2017), em seu experimento utilizando peptideos de Kefir isolados e
fermentados, observaram que o mesmo foi eficiente na diminui¢do de LDL-c sérico de ratos da
linhagem Sprague Dawley (SD) associados a dieta de alto valor caldrico, quando comparados
ao grupo que recebia a mesma dieta, sem suplementacéao de probidticos.

Quanto aos valores médios de triglicerideos (Figura 4), ndo foi observado diferenca
significativa entre os tratamentos empregados nos grupos experimentais (p=0,17), sendo que
todos os mesmos (GRC, GRK, GRY, GCC, GCK e GCY) também apresentaram valores médios
dentro da referéncia de 98mg/dL para ratos Wistar (BRANCO et al., 2011).

Contrariamente aos resultados obtidos no presente estudo, Skrypnik et al. (2018)
notaram uma diminuigdo nos niveis seéricos de triglicerideos em ratos Wistar, administrados

com altas doses de probioticos, quando comparados ao grupo controle.
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Figura 4 — Niveis médios (em mg/dL) de triglicerideos de ratos Wistar alimentados com ragéo comercial controle
(GRC), racdo comercial e Kefir (GRK), racdo comercial e L. casei Shirota (GRY), dieta de cafeteria controle
(GCC), dieta de cafeteria e Kefir (GCK) e dieta de cafeteria e L. casei Shirota (GCY)
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4.CONCLUSAO

O Kefir foi eficiente no aumento da concentragdo sérica de HDL-c e na manutencgéo da
glicemia de referéncia em ratos, sugerindo que seu consumo, juntamente a habitos saudaveis,
pode ser benéfico. Além disso, a dieta de cafeteria, empregada no experimento, alterou o
metabolismo do LDL-c, sendo eficiente na inducdo de dislipidemias em animais experimentais.

Porém, os dois tipos de probioticos ndo alteraram significativamente os pardmetros de
triglicerideos e colesterol total, apenas uma manutencdo da glicemia considerada como
referéncia nos animais administrados com Kefir. Sendo assim, faz-se necessario estudos nessa
mesma area, utilizando outros tipos de modelos experimentais, com maior dosagem de

probidticos administrados ou utilizando dietas com maior densidade energética.
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6. ANEXOS

6.1 Parecer do Comité de Etica ao Uso de Animais (CEUA)
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