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19ANEXO 1. PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA ANIMAL




EFEITO PROBIÓTICO DE KEFIR NA HISTOLOGIA DO INTESTINO DE RATOS WISTAR E O PESO DO ENCÉFALO

1 STADINISKI, Felipe Gomes 

2 SILVA, Sóstenez Alexandre Vessaro 

RESUMO
A flora intestinal desempenha um papel fundamental na manutenção da homeostase do intestino, através de interações com o sistema imune do hospedeiro. Acredita-se que esta comunicação aconteça tanto de forma direta, como indireta, e que o aumento da permeabilidade intestinal tenha um papel chave neste processo, pois o trato gastrointestinal promove a troca de substâncias entre o lúmen e os tecidos. O presente estudo avaliou o efeito de probiótico na estrutura do intestino, bem como o peso do encéfalo de ratos Wistar. Para tanto, foram utilizados 42 ratos recém desmamados, divididos em 2 grupos alimentares, sendo que o grupo experimental recebeu o probiótico diariamente, durante 60 dias, por gavagem. Observamos que a presença de probiótico não alterou significativamente o ganho diário de peso, a estrutura das vilosidades e criptas no intestino delgado, entretanto, houve um aumento significativo no percentual do peso do cérebro em relação à carcaça do grupo tratado com o probiótico Kefir, e uma redução no consumo alimentar destes animais.
Palavras chave: Vilosidades; Cérebro, Kefir; Microbiota.
_______________________________

1 Acadêmico do Curso de Nutrição do Centro Universitário Assis Gurgacz. 
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1. INTRODUÇÃO

O intestino humano é composto de uma microbiota que pode ser modificada a partir da alimentação, exposição a toxinas ou ao uso de antibióticos, e estilo de vida do indivíduo, estando diretamente relacionada ao processo saúde-doença do mesmo (WILKINS e SEQUOIA, 2017). Devido a essa relação e ao modo como os fatores externos influenciam na microbiota intestinal, principalmente nos primeiros estágios de desenvolvimento, ela é de extrema importância para o estado de saúde na vida adulta (NOBLE, 2017).
Um desequilíbrio no microbioma intestinal traz consigo algumas das patologias, entre elas, a obesidade. Segundo Nonino-Borges (2006), a obesidade está intimamente relacionada a um aumento na incidência de doenças cardiovasculares, hiperlipemia, hipertensão arterial sistêmica, diabetes, entre outras. Por mais que a etiologia da obesidade não esteja totalmente elucidada, alguns estudos mostraram que a microbiota intestinal tem sido relacionada cada vez mais com a doença, sendo que ela afeta diversos processos metabólicos do corpo humano (SERDOURA, 2017)
  Na busca pela prevenção de doenças a partir da alimentação, destacam-se os probiótico e alimentos funcionais, por seus efeitos benéficos ao organismo que cumpre as funções biológicas. O Kefir se destaca por ter sua ação na redução do risco de doenças crônicas, e no tratamento clínico de 14 doenças gastrointestinais, metabólicas, hipertensão, doença cardíaca isquêmica e alergias (FARNWORTH; MAINVILLE, 2003; ST-ONGE, 2002; PRADO, 2014). Possui propriedades antitumoral, anti-inflamatória, antioxidante e imunomoduladora (AHMED, 2013; VINDEROLA, 2006; UCHIDA , 2010; CABRAL, 2014), e pode auxiliar regulando a atuação renal e hepática, melhorando a cicatrização e o sistema imune (TIETZE, 1996).

Os grãos de Keﬁr, alimento funcional, por sua vez, é uma associação simbiótica de leveduras, bactérias ácido-láticas, bactérias ácido-acéticas, entre outros microorganismos capazes de fermentar diversos alimentos (SANTOS, 2012). O Keﬁr origina o leite fermentado devido à conservação auxiliada pela elevada acidez produzida pelas bactérias. Esse processo de fermentação, embora modiﬁque algumas proteínas, carboidratos e lipídios do leite, não possui perdas nutricionais, ao contrário, adiciona vitamina K e vitaminas do complexo B, concluindo que os produtos fermentados são de valores nutritivos iguais ou maiores do que o leite original (SGARBIERI, 1987). 
Os compostos bioativos, juntamente com os microrganismos presentes no processo que origina o leite fermentado de Kefir, são os responsáveis pelas diversas atividades terapêuticas que o consumo regular proporciona aos seus consumidores (LEITE, 2013). Assim, o Kefir pode ser considerado um alimento probiótico, uma vez que fornece microrganismos vivos, que quando ingeridos em quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro (FAO/WHO, 2001) e tende a beneficiar a conexão do intestino com o sistema nervoso central, a comunicação acontece tanto de forma direta como indireta, e o aumento da permeabilidade intestinal tem um papel chave neste processo (LACH, 2017). 

Assim, observando a importância da relação entre microbiota intestinal e desenvolvimento do organismo, este estudo teve como objetivo analisar a morfologia do intestino e o peso do encéfalo de ratos Wistar alimentados com o probiótico Kefir.
2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Animais e critérios éticos

O experimento foi realizado de acordo com a legislação brasileira sobre o uso científico de animais (lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008). O protocolo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade Assis Gurgacz (CEUA-FAG). Protocolo n. 010/2016 de 03 de junho de 2016.

Para o desenvolvimento do presente trabalho, foram utilizados 42 ratos recém desmamados, de linhagem Wistar. Os animais foram obtidos e mantidos no Biotério do Centro Universitário Fundação Assis Gurgacz, Cascavel, Paraná, Brasil. Os ratos foram alimentados com dietas específicas, preparadas pelos pesquisadores, sendo que a dieta e água foram oferecidas ‘adlibidum’. 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. Grupos experimentais e dietas
Os animais foram divididos em seis grupos: 

· Grupo Ração Comercial Controle (GRC): Com dieta comercial (BIOBASE), sendo ministrada Solução Salina por Gavagem;

· Grupo Dieta de Cafeteria Controle (GCC): Com dieta composta por ração comercial, biscoito recheado, chocolate ao leite, batata palha, bacon e patê (CAMPION et al., 2004), sendo ministrada Solução Salina por Gavagem;

· Grupo Ração Comercial Kefir (GRK): Com dieta comercial (BIOBASE), sendo ministrado Kefir por Gavagem;

· Grupo Dieta de Cafeteria Kefir (GCK): Com dieta composta por ração comercial, biscoito recheado, chocolate ao leite, batata palha, bacon e patê (CAMPION et al., 2004), sendo ministrado Kefir por Gavagem; 

· Grupo Ração Comercial Lactobacillus casei Shirota (GRY): Com dieta comercial (BIOBASE), sendo ministrado Lactobacillus casei Shirota por Gavagem;

· Grupo Dieta de Cafeteria Lactobacillus casei Shirota (GCY): Com dieta composta por ração comercial, biscoito recheado, chocolate ao leite, batata palha, bacon e patê (CAMPION et al., 2004), sendo ministrado Lactobacillus casei Shirota por Gavagem; 

Para preparo da dieta, os ingredientes (Tabela 01) foram triturados em liquidificador industrial (POLI, LS-04MB), moldados em formatos de pellets e submetidos ao processo de secagem em estufa por circulação de ar (ETHIK, FRANÇA), em temperatura de 55oC por exatos três dias, até alcançar uma consistência firme. 

Tabela 1 – Rações: Formulação para 1kg de ração

	Ingrediente
	Dieta de cafeteria

(g)*
	

	Ração comercial

Biscoito doce

Batata palha

Chocolate ao leite

Bacon

Patê
	142,85

142,85

142,85

142,85

142,85

285,7
	


*Dieta de Cafeteria (CAMPIÓN, 2004), 

O leite fermentado foi produzido a partir da adição de 5% de grãos de kefir em um litro de leite pasteurizado da marca Lactobom, o qual permaneceu à temperatura controlada de 25ºC em estufa por 18 horas, segundo CHOI et, al. (2017). Após a fermentação, a amostra foi filtrada a partir de uma peneira plástica, reservando o líquido extraído em refrigerador e recipiente de vidro por 24h à temperatura de 4 a 7ºC para descanso e aumento da biodisponibilidade.
Figura 01. Coleta e preparo do leite fermentado de Kefir 
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2.3 Monitoramento de peso de ração e dos animais
O monitoramento de ingestão de ração foi realizado por meio de planilhas de registros (Apêndice 1) de acordo com a quantidade colocada e a sobra de consumo, onde a medida total de ração foi calculada através da diferença do valor ofertado e suas sobras encontradas nas gaiolas de cada animal.       

A cada dois dias, foram realizadas etapas de pesagem da ração por balança eletrônica digital (TOLEDO, modelo 9094 – Brasil), além de pesagem semanal dos animais, com a mesma balança, registrada em planilha. Ao final, foi realizado o cálculo médio do consumo de ração diário (CRD), e do ganho médio de peso diário (GPD). Também foi realizado o cálculo da conversão alimentar (CA), utilizando-se a fórmula a seguir: CA = CRD/GPD.

A administração de Kefir e Leite fermentado por L.casei Shirota (Yakult®) foi calculado conforme o peso dos animais (1ml/100g peso), os quais foram acompanhados durante todas as semanas. Para a administração dos probióticos, os ratos foram submetidos à gavagem, com uma sonda orogástrica de ponta arredondada.
2.4 Avaliação de consumo e crescimento dos animais
Os modelos experimentais tiveram seu peso auferido no primeiro dia do experimento, a cada 7 dias, e no dia anterior à eutanásia.

Também passaram por monitoramento de ingestão alimentar, sendo trocadas a cada dois dias, ração e água. Para isso, fez-se necessário avaliar o efeito da dieta sobre o ganho de peso dos animais.

Sendo que, ao final do experimento, realizou-se o cálculo médio de consumo de ração diário (CRD) e do ganho médio de peso diário (GPD). 
2.5 Eutanásias dos animais e coleta de amostra biológica
Ao final do experimento, os ratos foram anestesiados por éter isoflurano (Abbott, Brasil) por via inalatória e realizada a eutanásia por decapitação com guilhotina. Após a coleta, os animais foram posicionados em decúbito dorsal em uma mesa cirúrgica para o procedimento de incisão peitoral, para posteriormente realizar a retirada e pesagem do intestino. Foram obtidos segmentos do fígado para fixação e posterior rotina histológica. Os segmentos intestinais foram acondicionados em frascos contendo 30 ml do fixador paraformaldeído e armazenados em geladeira por 24 horas a 4° C, em seguida, o fixador foi trocado por álcool 70% para conservação do material, e após 12 horas, o álcool foi retirado, descartado e substituído novamente para eliminar toda a solução de paraformaldeído (BEÇAK E PAULLETE, 1976)
Na sequência, os segmentos prosseguiram pelas etapas histológicas de rotina em uma série crescente de álcool (70%, 80%, 90%, 95% absoluto I, II e III), álcool-xilol, xilol I, xilol II e xilol III, durante 5 minutos para desidratação e posteriormente, a inclusão em parafina (JUNQUEIRA E JUNQUEIRA, 1983). O material incluído foi seccionado em micrótomo Olympus CUT4055, com espessura de 5 µm, os cortes foram fixados às lâminas que foram submetidas ao xilol I, II e III, álcool-xilol, álcool absoluto I, II e III, 95%, 90%, 80% e 70%. As lâminas contendo os segmentos intestinais foram analisadas em um microscópio de luz Olympus CBA e foto micrografadas em equipamento no laboratório de análises clínicas do Centro Universitário FAG.
2.6 Análises estatísticas

Para tabulação dos dados coletados, foi utilizado o programa Microsoft Office Excel 2016. Os dados de CRD, PD, PCF, peso de cérebro e porcentagem do peso do cérebro em relação ao peso da carcaça foram expressos com a média e desvio padrão. As diferenças entre os grupos foram estatisticamente testadas por análise da variância (ANOVA) com o teste de médias de Tukey em valores significativos. Foram considerados significativos os valores de probabilidade p<0,05.  
3.  RESULTADOS E DISCUSSÕES
Na Tabela 2, estão apresentados os valores da média dos valores de consumo diário de ração (CDR), ganho de peso diários dos animais experimentais (GPD), peso de carcaça final (PCF), peso do cérebro (PC) e a porcentagem do peso do cérebro em relação a carcaça (%PCC).
De acordo com os resultados, verifica-se que o tratamento com o probiótico Kefir obteve diferença significativa na redução do consumo alimentar entre os tratamentos GRK e GCK. Logo, o mesmo impacto ocorreu no ganho de peso diário entre os dois tratamentos com o Kefir. 

O trato digestivo está sujeito ao estabelecimento de microflora benéfica, em sua maioria, permanente, isto é, associado ao epitélio gastrointestinal, a qual pode contribuir nos processos digestivos, e a um outro tipo de microflora, composto por bactérias maléficas ou enteropatogênicas, que podem competir, inibir respostas imunes e produzir metabólitos, resultando em perdas ou ganhos de desempenho pelos animais (FERREIRA, 2006).  

Em estudo (FERREIRA, 2006), relataram o ganho de peso diário e eficiência de conversão alimentar dependentes de uma variedade de fatores, incluindo genética, dieta, economia e a saúde do animal. A saúde é, provavelmente, o mais importante, porque quase todas as doenças, inevitavelmente, resultam de um grau de ineficiência metabólica. Uma vez administrados, os probióticos produzem vários tipos de antibióticos. Não são considerados “promotores de crescimento” e sim “permissores do crescimento”, deixando o hospedeiro expressar melhor seu potencial genético (FOX, 1988).
O percentual do peso do cérebro entre os dois tratamentos com probiótico Kefir, sendo GRK e GCK, diferiu dos demais grupos, onde se obteve diferença significativa no desenvolvimento estatístico do peso do cérebro no tratamento de GCK. Esses resultados sugerem que o consumo regular de probiótico Kefir melhora a composição da microbiota intestinal com reflexo no desenvolvimento cerebral. Segundo G.LACH et, al. (2017), esta comunicação encéfalo-intestinal tende a ocorrer utilizando diferentes vias, como a comunicação por meio endócrino, imunológico e/ou neuronal. Esta troca de informações é diretamente influenciada pela composição da flora intestinal. Estudos pré-clínicos em animais, onde a flora intestinal é alterada, sugerem que as bactérias intestinais regulam vários genes e neurotransmissores envolvidos na modulação de doenças psiquiátricas, como a ansiedade, depressão e o autismo. Desta forma, o conceito de eixo encéfalo-intestinal sugere que a modulação da flora intestinal pode ser uma importante estratégia para o desenvolvimento de novas formas de prevenção e tratamento de doenças do SNC.
Ao comparar as lâminas de cortes histológicos do intestino dos tratamentos experimentais (Figura 2), não se observaram alterações na parede do trato gastrointestinal. Contudo, SCHMUCKER.D.L. et, al. e EBERSOLE.J.L. et, al. (1985), apresentam inúmeras atividades biológicas do kefir, incluindo modulação do sistema imunológico, redução dos sintomas de intolerância à lactose, redução do colesterol e anti-oxidativo. anti-inflamatório, pró-digestivo, e funções anticarcinogênicas.  Resultados analisados por THOREUX.K e SCHMUCKER.D.L  demonstram que uma dieta suplementada com Kefir afeta a resposta imune da mucosa intestinal e sistêmica.

Também não observamos alterações significativas na estrutura celular do epitélio da mucosa (figura 3), porém, há indícios de maior taxa de multiplicação celular nos indivíduos submetidos ao tratamento com probiótico Kefir. Estudos têm demostrado inúmeros benefícios com a administração de Kefir para a colonização e modulação intestinal (TUNG.Y.T, 2017; SCHMUCKER.D.L, 1985; DURANTI, 2017; SERDOURA, 2017). Estudos realizados por FERREIRA et al., (2006), com a presença de probiótico obtiveram resultados semelhantes, onde não encontraram alterações significativas no ganho diário e no desenvolvimento de vilosidades e criptas no intestino delgado de ratos, assim como observado em nosso estudo.
Tabela 2 – Consumo de ração diário, ganho médio de peso diário, peso da carcaça final, peso do cérebro e % peso do cérebro em relação ao peso da carcaça.
	Grupos
	CDR (g)
	GPD (g)
	PCF
	PC
	%PCC

	GRC

GRK

GRY

GCC

GCK

GCY

DMS

Valor P
	20,96±2,02A

19,66±2,73A

20,00±1,54A

10,14±1,43B

8,67±1,78B

10,50±1,07B

2,83

<0,001
	4,43±0,39A

3,92±0,98AC

4,06±0,55A

2,61±0,39B

2,16±0,59B

2,94±0,37BC

0,80

<0,001
	239,20±39,89A

220,53±39,15AC

219,05±21,28AD

163,11±6,67B

149,62±29,72B

178,33±9,62ACD

44,21

<0,001
	1,36±0,21

1,32±0,08

1,35±0,03

1,25±0,09

1,21±0,13

1,34±0,06

0,20

0,17
	0,42±0,06B

0,44±0,06B

0,44±0,04B

0,55±0,04A

0,61±0,08A

0,55±0,04A

0,10

<0,001


* Letras maiúsculas nas colunas representam diferença de médias pelo teste de Tukey.
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Figura 2: Foto micrográfica da parede gastrointestinal. Aumento de 10x coloração hematoxilina-eosina. A grupo GRC; B grupo GRK; C grupo GRY; D grupo GCC; E grupo GCK; F grupo GCY.
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Figura 3: Foto micrográfica do epitélio da mucosa intestinal . Aumento de 100x coloração hematoxilina-eosina. A grupo GRC; B grupo GRK; C grupo GRY; D grupo GCC; E grupo GCK; F grupo GCY.
4. CONCLUSÃO

Nas condições do presente trabalho, a presença de probiótico não alterou significativamente o ganho diário e o desenvolvimento de vilosidades e criptas no intestino delgado de ratos Wistar. Contudo, pode-se observar uma variação na porcentagem do tamanho do cérebro em relação ao peso da carcaça dos animais experimentais. Para esclarecer os achados, sugere-se estudos envolvendo a conexão direta da microbiota intestinal com o cérebro.
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ANEXO 1. PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA ANIMAL
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ACULDADE ASSIS GURGACZ
PARECER CEUA/FAG _N° 075/2017

Centificamos que o projeto intitulado “Probiticos e se efeito sabre 0 metabolismo de

‘ertificamos lo n° 1753, sob a responsabilidade de Daniela Miotto Bemard; ¢
rotocolo 1 s envolve a produgdo, MaNULENio ¢/ou uilizaciq
ceto 0 homem), para fins de

ratos wistar” pi o
Séstenez Alexandre Vessaro da Silva - que env P e
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (ex jbom x
pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com 05 preceitos da Lei n? 11. 794,
de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA/FAG) do

Centro Universitario Assis Gurgacz, em reunido de 07/12/2017.

Vigéncia do Projeto | 01/03/2018 a 01/05/2018 -
Espécie/linhagem | Ratos Wistar

N° de animais | 56

Peso/Idade 30 g aproximadamente

Sexo Machos

Origem Biotério Centro Universitério Assis Gurgacz

Ao final do projeto, quando aprovado, o pesquisador / professor deverd encaminhar
CEUA/FAG para acompanhamento da pesquisa o relatério final e a publicagio de seus
resultados, até 60 dias apés o término do experimento bem como a comunicagio de
qualquer intercorréncia, efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave ocorrido.
modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas &

; ma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e
suas justificativas.

O pesquisador / professor deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no
protocolo_aprovado e _descontinuar o estudo. somente apés anilise das razdes da
descontinuidade pela CEUA/FAG que o aprovou, aguardando seu parecer, exceto quando
perceber isco ou dano no previsto ao animal participante que requeiram agdo imediata.

Cascavel, 07/12/2017
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