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RESUMO

FALSONI, R.M.P., M.Sc, Universidade Vila Velha - ES, fevereiro de 2019.
Efeitos do jejum intermitente associado ao probidtico kefir em animais com
sobrepeso induzido por dieta de cafeteria. Orientadora: Ewelyne Miranda de

Lima. Co-orientadora: Girlandia Alexandre Brasil.

O Kefir tem demonstrado exercer importantes bioatividades, tais como efeitos anti-
inflamatério e antioxidante, podendo auxiliar em protocolo dietético como Jejum
intermitente (JI). O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da intervencdo com o
Kefir associado com Jl em ratos com sobrepeso induzido por dieta de cafeteria (DC).
Os animais foram separados em quatro grupos: Controle (C), recebendo apenas
racao; (SK) tratados com kefir; (SJK) tratados com kefir e JI; (SJI) ndo tratados e
submetidos apenas ao Jl. Foi ofertado DC por 60 dias e logo apos o Jl foi realizado
junto ao tratamento com probidtico (22 mL/kg) por 60 dias. ApOs a eutanasia, 0
sangue foi coletado para andlises bioquimicas. A gordura foi extraida em aparelho
de Soxhlet. A atividade das enzimas antioxidantes e espécies oxidativas foram
avaliadas no figado. O tratamento com kefir isoladamente melhorou o perfil
metabdlico (LDL) (SK: 36,97 £ 6,814 vs. C: 52,84 + 1,826; p <0,05) (HDL) (SK: 29,99
+ 4,638 vs. C: 18,95 + 0,8055; p <0,05) e a associacao entre o Kefir e Jl foi capaz de
promover reducdo de gordura (SK: 17,73 + 4,132; SJI: 15,84 + 1,781; SJK: 11,35 *
0,6137vs.C: 21,78 £ 1,627, p <0,05), glicose (SK: 90,07 £ 9,736; SJI. 103,6 + 22,34,
SJK: 113,5 + 22,61 vs. C: 158 + 17,54; p <0,05) e oxidacado proteica no figado (SK:
0,01116 + 0,0008533; SJI: 0,01004 + 0,0006054; SJK: 0,01160 + 0,001640 vs. C:
0,01518 * 0,001018 cloramina T/mg de proteina, p<0,05). Entretanto, apesar dos
efeitos positivos na gordura corporal, o JI promoveu distensdo gastrica, reducdo da
atividade da enzima catalase e apresentou prejuizos ao tratamento com kefir sobre o
padrao lipidico dos animais submetidos a DC. Em conclusdo, o Kefir pode ser
utiizado como alternativa na perda de peso e melhora de parametros associados a
doencas cardiovasculares.

Palavras-chave: Emagrecimento. Alimento funcional. Dieta aterogénica. Obesidade.
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ABSTRACT

FALSONI, R.M.P., M.Sc, University of Vila Velha — ES, March de 2019. EFFECTS
OF THE INTERMITTENT FASTING ASSOCIATED WITH THE PROBIOTIC KEFIR
IN ANIMALS WITH OVERWEIGHT INDUCED BY COFETERIA DIET Advisor:

Ewelyne Miranda de Lima, Girlandia Alexandre Brasil.

Kefir has been shown to exert important bioactivities, such as anti-inflammatory and
antioxidant effects, and may help in the dietary protocol as intermittent fasting (JI).
The aim of this study was to evaluate the effects of intervention with Kefir associated
with Jl in overweight rats induced by cafeteria diet (DC). The animals were separated
into four groups: Control (C), receiving only ration; (SK) compound with kefir; (SJK)
integrated with kefir and JI; (SJI) did not create and created only to JI. He was
submitted to CD for 60 days and soon after the JI was performed together with
probiotic treatment (22 mL / kg) for 60 days. After euthanasia, blood was collected for
biochemical analysis. The fat was extracted on the Soxhlet apparatus. The activity of
antioxidant enzymes and oxidative species were evaluated in the liver. Treatment
with kefir alone improved the metabolic profile (LDL) (SK: 36.97 £ 6.814 vs. C: 52.84
+ 1.826; p <0.05) (HDL) (SK: 29.99 + 4.638 vs. C : 18.95 + 0.8055; p <0.05) and the
association between Kefir and JI was able to promote fat reduction (SK: 17.73 +
4.132; SJI: 15.84 + 1.781; SJK: 11.35 + 0.6137 vs. C: 21.78 + 1.627, p <0.05),
glucose (SK: 90.07 + 9.736; SJI: 103.6 + 22.34; SJK: 113.5 + 22.61 vs. C: 158 +
17.54; p <0.05) and protein oxidation in the liver (SK: 0.01116 + 0.0008533; SJI:
0.01004 + 0.0006054; SJK: 0.01160 + 0, 001640 vs. C: 0.01518 * 0.001018
chloramine T / mg protein, p <0.05). However, despite the positive effects on body
fat, or JI promotes abdominal distension, reduced catalytic enzyme activity and
damage to kefir treatment on the lipid pattern of animals used in CD. In conclusion,
Kefir can be used as an alternative in weight loss and improvement of parameters

associated with cardiovascular disease.

Keywords: Intermittent Fasting, Kefir, Probiotic, Cafeteria Diet, Overweight.
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1.INTRODUCAO

O excesso de peso e as doencas metabdlicas relacionadas com o
sobrepeso e a obesidade, a sindrome metabdlica, diabetes e aterosclerose, séo
resultados de um estado crénico de inflamacéo de baixo grau e geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) 2, assim a perda de peso induzida pela dieta é um
fator importante na reducéo desses marcadores '3 %45,

Nos Ultimos anos, a suplementacdo da dieta com a adicdo de alimentos
funcionais tem sido amplamente pesquisada, demonstrando efeitos benéficos para o

678 Dentre as variedades de

organismo e mecanismos promotores da saude
alimentos funcionais cientificamente validados, tem destaque o0s chamados
probidticos, incluindo o Kefir, que é uma bebida lactea fermentada que apresenta
semelhancas com o iogurte ®°. Possui em sua composicdo uma complexa mistura
de bactérias e leveduras em uma matriz de polissacarideos ',

O Kefir tem sido descrito por exercer importantes bioatividades, tais como

! 13 imunoreguladores, e antigenotéxicos 4.

efeitos anti-inflamatério 2, antioxidante
Além disso, dados revelam que esse produto pode auxiliar no controle dos niveis de
colesterol sérico e reducdo de EROS, parametros importantes envolvidos na
progresséo da obesidade 8 >16,

Adicionalmente, Kim et al. (2017), observaram o efeito do consumo do
Kefir em animais submetidos a dieta hiperlipidica, e concluiram que a intervencao
promoveu redugdo do ganho de peso e colesterol, assim como melhora da
esteatose e da inflamacéo sistémica dos animais, dados importantes na associacao
deste probidtico na obesidade *’. Liu et al. (2006), também verificaram os efeitos
benéficos do Kefir sobre o metabolismo do colesterol endégeno em animais, por
meio da reducao do colesterol no figado, e aumento nos niveis de secrecao de acido
biliar e colesterol fecal ®.

Dentre as opcgdes dietéticas utilizadas, um novo padréo alimentar tem se
destacado: o Jejum Intermitente (JI) . O JI é uma abordagem nutricional
frequentemente utilizada por individuos que objetivam, sobretudo, a perda de peso.
Apesar de serem observadas evidéncias contraditérias quanto ao seu efeito a longo

19, 20

prazo , 0 JI demonstrou resultados positivos apos ser utilizado em animais de

laboratorio, como reducdo da obesidade e distarbios metabdlicos associados ao



13

envelhecimento 2. Estudos verificaram que o Jl afeta o estresse, 0 metabolismo
energético e as vias de sinalizacdo associadas as melhorias a sadde 2> 2%, Trata-se
de um protocolo dietético onde a restricdo de energia é induzida por periodos
alternados de alimentac&o ad libitum (AL) e jejum, que podem variar de acordo com
o protocolo utilizado .

Por outro lado, ha estudos que contradizem os beneficios do Jl.
Trepanowski et al. (2017) demonstraram que o JI ndo apresentou perda de peso
superior, manutencdo do peso ou melhora nos indicadores de risco para doenca
cardiovascular como colesterol total, HDL, LDL, glicose e insulina em jejum, em
individuos obesos, quando comparado & restricdo calérica (RC) normal 2.
Cerqueira e colaboradores (2011) também apresentaram controvérsias em relagédo
aos beneficios do JI. Os depdsitos de gordura abdominal dos animais submetidos do
JI foram maiores em comparacdo ao grupo de restricdo calorica e, em longo prazo, o
JI desencadeou intolerancia & glicose e maior producéo de EROS .

E importante ressaltar que apesar de existrem diversos modelos
genéticos de obesidade, alguns autores defendem a utilizacdo de dieta hipercalorica,
pois ela reflete bem a génese e respostas metabdlicas decorrentes da obesidade em
humanos, visto que esta € a consequéncia de um balanco energético positivo
gerado também por fatores ambientais 2®%’. Um exemplo de modelo experimental
vantajoso por provocar obesidade semelhante a humana € a Dieta de Cafeteria (DC)
2829 Essa dieta é fornecida concomitantemente & racéo padrdo de biotério e baseia-
se em livre escolha de itens que possuem um alto indice de gordura e carboidratos,
0 que a torna altamente calérica 282°.

Diante do exposto, estudos tém demonstrado efeitos benéficos tanto do
probidtico quanto do JI isoladamente, entretanto, ndo se sabe sobre os impactos
metabdlicos do uso associado. Portanto, a hipotese do estudo foi de que o
tratamento com Kefir em associagdo com o Jl, poderia diminuir o peso corporal,
assim como melhorar o perfil metabolico, através, sobretudo da diminui¢éo do perfil
inflamatério e estresse oxidativo, promovendo beneficios adicionais ao organismo e
0 objetivo envolveu verificar os efeitos da associacdo do Kefir com um protocolo
especifico de JI na perda de peso, assim como seus beneficios para 0 metabolismo

desses animais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar a associacdo da intervencao crénica com probiotico Kefir e o Ji
sobre o perfil metabdlico e oxidante em ratos com sobrepeso induzido por DC.
2.2. Objetivos especificos
Avaliar o efeito da intervencao crénica com kefir associado ao Jl em ratos
com sobrepeso sobre:
Pefrfil lipidico (colesterol total (CT), colesterol HDL (HDLC), colesterol LDL (LDL C);
Nivel de glicose e teste de tolerancia a glicose e insulina;
Gordura corporal;
“Hipertrofia” do estdbmago;
Produtos proteicos de oxidacao avancada (AOPP) (figado);
Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) (figado);
Atividade de enzimas do sistema redox (SOD e CAT) (figado).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Este estudo utilizou ratos Wistar machos com quatro semanas de idade e
peso entre 40 e 60 g, criados e mantidos na unidade sob os cuidados do Laboratério
de Monitoramento Experimental da Universidade de Vila Velha (UVV). Todos os
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com a resolu¢cdo normativa
n°12 de 20 de Setembro de 2013 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pela Comissdo de Etica, Bioética e
Bem estar animal (CEUA-UVV) sob o parecer de nimero 445/2017. Os ratos foram
mantidos em cestos IVC (Individually Ventilated Caged) Alesco© com temperatura e
umidade controlada (23°C) e foram expostos a um ciclo claro / escuro de 12 / 12h
com acesso ad libitum a alimentos e agua durante o periodo de adaptacao (sete
dias). Posteriormente receberam dieta especifica de cafeteria por oito semanas e
logo apds foram submetidos ao Jl por oito semanas, sendo ofertada racdo (racéao

normal Probiotério, Moinho Primor, S.A.) por trés horas ao dia *°.

3.2. Grupos experimentais
As intervencdes foram iniciadas apds o periodo de inducdo ao sobrepeso,
confirmado através da diferenca estatistica entre os grupos controle e “tratado”.

|30

ApoOs este tempo, os animais foram submetidos ao J e receberam Kefir ou leite

(Veiculo) por via oral (gavagem), na dose de 22 mL/kg, uma vez ao dia, durante a
janela alimentar, onde foi ofertado racéo padréo (trés horas) por oito semanas *>=°.
Quarenta ratos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos com dez animais
por grupo, como segue: (i) submetido a dieta padréo por sessenta dias sem nenhum
tratamento (C); (ii) submetido a DC por sessenta dias e tratado com Kefir (SK) (iii)
submetido a DC por sessenta dias, tratado com Kefir e JI (SJK); (iv) submetido a DC
por sessenta dias e submetido ao Jl (SJI). Apés os 60 dias, os animais foram
mantidos em jejum por 24 h com livre acesso a agua e em seguida foram
eutanasiados por overdose de anestésico, seguida da retirada imediata do sangue e

orgaos.
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3.3. Preparo do kefir

O kefir foi preparado no Laboratério de Técnica e Dietética da
Universidade Vila Velha — UVV. Os graos de kefir foram adicionados em leite integral
pasteurizado Fiore®, posteriormente inoculado com 4% dos graos de kefir e
incubado a temperatura de 20-23°C, durante aproximadamente 24 horas, até a
formacdo de um fino coagulo. ApGs a coagulacdo, os graos foram recuperados por
meio de filtracdo. O filtrado foi mantido sob refrigeracao (aproximadamente 15 °C) e,
apos 24 horas de incubacdo, o produto estava pronto para ser utilizado no

experimento 1°. A dose oferecida aos animais foi de 22 mL/kg, uma vez ao dia *°.

3.4. Dieta de cafeteria

O protocolo utilizado foi descrito anteriormente por Shafat e colaboradores
(2009) com modificagbes. Foram utilizados trés cardapios (A, B, C) (Apéndice 1),
ofertados sequencialmente e substituidos diariamente, compostas por alimentos
frescos, refrigerante de cola sem gés, racéo padrdo e agua (Apéndice 2). As porcdes
de cada alimento foram estabelecidas diariamente conforme o padrédo de consumo,
por meio do controle diario da ingestdo e do controle hidrico, quando no dia posterior
a oferta ndo havia sobra de algum dos itens, a oferta desse item era aumentada no
dia correspondente. Desta maneira, sempre foi ofertada uma quantidade superior ao
consumido.

Os alimentos embutidos foram cortados em pedagos com
aproximadamente 5 cm de espessura e 0s demais foram disponibilizados em
tamanho integral. Eles foram dispostos na grade da gaiola, junto a agua e a bebida
gaseificada (ambas ofertadas Ad Libitum). Cada item era previamente pesado e 0
excedente alimentar recolhido e mensurado 24 horas apds a apresentacdo. Todo o
resto alimentar era meticulosamente coletado da gaiola e a contaminacdo fecal
cuidadosamente removida. O percentual de umidade perdido pela evaporagao foi
calculado e a quantidade alimentar ingerida foi convertida em energia usando 0s
dados dos fabricantes ou tabelas alimentares. Os ratos foram pesados diariamente,
os valores anotados e os alimentos coletados e repostos entre as 09hOOmin e
10h00Omin diariamente. O consumo alimentar dos animais foi medido por meio da

quantidade pesada inicialmente menos o peso da quantidade restante 3.
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3.5. Teste de tolerancia a glicose (ttg) e insulina (tti)

Para todos dois testes, foram colhidas amostras de sangue da cauda e a
glicemia medida pelo glicosimetro & base de tira (On Call® - MedLevensohn). Os
testes foram realizados no inicio e final das oito semanas de tratamento com Kefir
e/ou Jl.

O teste de tolerancia a glicose foi realizado ap6s jejum de 12 horas.
Injetou-se glicose por via intraperitoneal (2g/Kg), seguido de afericdo da glicemia
basal e nos tempos de 5, 10, 20, 30, 60, 90 e 120 minutos, segundo Jgrgensen,
Torngvist & Hvid, (2017), com modificagdes.

Para realizacdo do teste de tolerancia a insulina (TTI), os animais ficaram
em jejum por seis horas. ApoOs esse periodo, foi administrada insulina por via
intraperitoneal (1 UIKg) e as amostras de sangue foram colhidas sequencialmente

nos intervalos de 0, 15, 30, 45, 60 e 120 minutos 2.

3.6. Avaliacao corporal

A ingestdo caldrica média foi calculada a partir da diferenca entre a
quantidade disponivel e quantidade de alimentos recolhidos da gaiola, 24 horas
apos oferta. A avaliacdo da massa corporea foi realizada pelo calculo da diferenca

entre as massas finais e iniciais dos animais 3'.

3.7. Coleta de sangue e perfuséo

Apés os tratamentos os animais foram eutanasiados por meio de
overdose de anestésico (Cetamina e Xilazina) e as amostras de sangue foram
coletadas por meio de puncao cardiaca para a realizacdo das analises bioquimicas.
As amostras foram transferidas para tubos secos com anticoagulante EDTA, e logo
apos a centrifugacdo o plasma foi retirado a as amostras armazenadas a -80 °C. Os
orgaos foram perfundidos com tampao fosfato PBS (pH 7,4) para retirada do sangue

remanescente.
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3.8. Gordura corporal

O indice de adiposidade foi avaliado pela gordura corporal total sobre o
peso corporal final multiplicado por 100, adaptado de Boustany e Cols (2004). As
carcagas foram secas a 105 + 5°C durante 72 horas em estufa (Fanem, Guarulhos,
SP, Brasil), envolvidas em papel filtro e a gordura extraida em aparelho Extrator de
Soxhlet (Corning Incorporated Life Sciences, Lowell, MA, USA). A porcentagem de
gordura na carcaca foi determinada pela seguinte formula: PP—PSSG/PPr x 100%,
onde PP = peso pos-secagem, PSSG= peso seco apoés extracao da gordura, e PPr =

peso pré secagem 334,

3.9. Hipertrofia dos 6rgéos

Os o6rgéos (coracao, rim, figado e estdmago) foram retirados, 0 excesso
de liguido removido e pesado. A razdo da massa do estdbmago pelo tamanho da tibia
(ORGAOIT) foi utilizada como indice de hipertrofia °.

3.10. Dosagens bioquimicas

Dosagens de glicose, colesterol total (CT) e HDL-C foram determinados
usando Kits comerciais (LABTEST, Rio de Janeiro, Brasil). O colesterol ndo HDL-C
(NHDL-C) foi calculado como a diferenca entre CT e HDL-C 3. A determinac&o do
colesterol LDL foi realizada por meio da equacéo de Friedewald (Friedewald, 1972):
LDL = Colesterol Total - HDL - (Triglicerideos/5).

3.11. Determinacao de proteinas totais - Bradford

O método de Bradford é uma técnica para a determinacdo de proteinas totais
que utiliza o corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250. O método € baseado na
interacdo entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém
aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas *’. A interacdo entre a
proteina de alto peso molecular e o corante BG-250 provoca o deslocamento do
equilibrio do corante para a forma aniénica, que absorve fortemente em 595 nm 38,
A determinacdo das proteinas totais foi realizada por espectrofotometria em leitora

de microplacas (Filter Max F5 Multi-Mode Microplate Readers). Os resultados foram
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expressos em mg/mL de proteina. Nessa medida, as amostras foram diluidas em
1:50.

3.12. Determinacédo da peroxidacao lipidica por TBARS

O ensaio das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) visa
avaliar o dano celular causado pelo estresse oxidativo, por meio da quantificacado do
malonaldeido (MDA) produzido pela quebra de acidos graxos poli-insaturados
durante a peroxidacdo lipidica da membrana celular. O MDA reage com o acido
tiobarbitdrico (TBA) formando produto de coloracdo résea e sua concentracdo é
determinada por meio de espectrofotometria *°. O ensaio foi realizado utilizando 250
pL das amostras homogeneizadas e 500 pL da solucdo de &cido tiobarbitarico (TBA)
1%. O branco foi preparado com 50 pl de agua deionizada e 200 pl de TBA 1%. Em
seguida, as amostras e o branco foram levados ao banho maria a 100 °C, por 15
minutos. A determinacdo dos metabdlitos reativos ao &acido tiobarbitirico foi
realizada por meio da leitura da absorbancia em 532 nm em espectrofotdmetro
(Filter Max F5 Multi-Mode Microplate Readers). O resultado final foi expresso em
nmol de malondialdeido/mg de proteinas. A quantificacdo de proteina foi realizada

pelo método de Bradford *’.

3.13. Avaliacéo dos produtos protéicos de oxidacdo avancada — AOPP

Os produtos protéicos de oxidacao avancada (AOPP) sédo formados pela
acao do estresse oxidativo sobre proteinas e aminoacidos, pelos oxidantes clorados,
principalmente &cido hipocloroso e cloraminas “°. A determinagdo dos AOPP’s foi
realizada por espectrofotometria em leitora de microplacas (Filter Max F5 Multi-Mode
Microplate Readers) e as andlises do conteudo de AOPP foram realizadas de acordo
com Witko-Sarsat et al. (1996). Para tanto, foram utilizados amostras de tecidos
homogeneizados. A absorbancia da reacéo foi imediatamente realizada em 340 nm
contra o branco contendo 200 uL de PBS, 20 uL de acido acético e 10 pyL de KI. O
conteudo de AOPP foi calculado com base numa curva padrdao de 0 a 100 uM,
realizadas com equivalentes de cloramina T. Os resultados foram expressos em
umol de equivalentes de cloramina T/L/mg proteina. A quantificacdo de proteina foi

realizada pelo método de Bradford *’.
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3.14. Ensaio de superéxido dismutase — SOD

A determinacdo da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi
realizada em amostra do figado pelo método de Misra e Fradovich (1972). O meio
de reacao foi composto de 1,0 ml de tampéo de carbonato (0,2 M, pH 10,2), KCI 0,8
ml (0,015 M), 0,1 ml de homogenato e agua de modo a atingir o volume final de 3,0
ml. A reacgdo iniciou-se pela adicao de 0,2 ml de epinefrina (0,025 M). A alteracéo na
absorbéancia foi registrada a 480 nm em intervalos de 15 segundos durante um
minuto a 25 °C **. A quantificacdo de proteina foi realizada pelo método de Bradford
37 A reacdo consiste na inibicdo da autoxidacdo da epinefrina em adenocromo, na
presenca de SOD. Uma atividade da enzima é definida como a quantidade de
enzima que provoca 50% de inibicdo da auto-oxidacao de epinefrina. Os resultados

foram expressos como Unidade de SOD/mg de proteina.

3.15. Ensaio de catalase — CAT

A determinacdo da atividade da enzima catalase (CAT) foi realizada em
amostras do figado, de acordo com o descrito por Aebi (1984) com modificacfes. De
maneira geral, as amostras foram preparadas e acondicionadas em banho de gelo
até o momento do ensaio. Numa cubeta de quartzo foram adicionados 3 mL de
tampéo fosfato (0,050 M, pH 7,4) e 60 yL da amostra, e a reacédo iniciou-se pela
acao de 40 pL de H,0, (0,066 M em tampéao de fosfato). As absorbancias em 240
nm foram registradas a cada 15 segundos, pelo intervalo de 1 minuto “2. A
quantificacdo de proteina foi realizada pelo método de Bradford *’. A unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que consome metade
do peréxido de oxigénio H,O, em um minuto a 25 ° C. Os resultados foram
expressos como Coeficiente de extingdo do perdéxido por minuto (AE.min/mg

proteina).

3.16. Andlise estatistica

Os dados foram expressos como a media + erro padrdo da média (E.P.M.). A
avaliacao da diferenca entre os grupos foi determinada usando ANOVA de uma via
seguido pelo teste post hoc de Tukey (Prism 6.0, GraphPad Software, Inc., San

Diego, CA, EUA). Os dados foram considerados significativos quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. A associacao entre kefir e o JI diminui a glicose na corrente sanguinea

Na Figura 1 (A) podem ser observados os efeitos da associagao entre o
Kefir e o JI, assim como a intervencao isolada sobre o teste de glicose nos animais.
Pode-se observar que o grupo Controle (C) apresentou concentracdes elevadas de
glicose no sangue e as intervencdes e associacdo promoveram reducao da glicose
na corrente sanguinea (SK: 90,07 + 9,736; SJI: 103,6 + 22,34; SJK: 1135 + 22,61
vs. C: 158 + 17,54; p <0,05). Na figura 1 B pode-se observar que a associacao e 0s
tratamentos promoveram reducdo no teste de tolerAncia a glicose em relacdo ao
grupo C, mas sem diferencas entre os demais. (SK: 16713 £+ 1062; SJI: 14675 +
845,9; SJK: 15023 + 486,0 vs. C: 21438 + 2420, p <0,05). Na figura 1 C, é possivel
notar que o teste de tolerdncia a insulina ndo demonstrou diferenca entre os grupos
(SK: 6495 + 147,7; SJI. 7499 + 977,3; SJK: 7566 + 617,0 vs. C: 6691 + 373,2,
p>0,05).
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I SK — | 8K 8000 M SK
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CSK Q O SJK 3 — SIK
< a0

10000
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Figura 1. Efeitos do tratamento com o kefir e/ou JI sobre concentracdo de glicose
(A), TTG (B) e TTI (C) na corrente sanguinea dos animais.

4.2. A associacao entre kefir e o JI promove a perda de gordura corporal

A Figura 2 mostra o percentual de gordura corporal apds os tratamentos.
A associacao entre Kefir e JI, além dos demais tratamentos, promoveu perda de
gordura corporal quando comparado ao grupo C, sem diferenga entre 0s outros
grupos (SK: 17,73 + 4,132; SJI: 15,84 + 1,781; SJK: 11,35 + 0,6137 vs. C: 21,78 +
1,627, p <0,01). Além disso, comprova-se a eficacia da DC na inducdo do
sobrepeso, uma vez o grupo C apresentou concentragdes superiores de gordura

corporal.
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Figura 2. Percentual de gordura apds inducdo do sobrepeso com DC. O grafico de
barras apresenta a média do percentual de gordura corporal total nos grupos
estudados. Os valores estao representados como média + erro padrdao da média. **p
<0,01 quando comparado a C.

4.3. O JI prejudica a melhora do perfil lipidico promovido pelo kefir.

Em relacdo ao perfil lipidico (Figura 3), os resultados demonstram que o
tratamento com Kefir isoladamente resultou em aumento nos niveis de HDL (Figura
3 C) (SK: 29,99 + 4,638 vs. C: 18,95 + 0,8055; p <0,05) e diminuicao significativa
sobre os valores de LDL (Figura 3 B) (SK: 36,97 = 6,814 vs. C: 52,84 + 1,826; p
<0,05). Por outro lado, o Jl e sua associacao com o Kefir ndo foi capaz de aumentar
e dimiuir respectivamente as quantidades de HDL (Figura 3C) (SJI: 16,83 + 3,18;
SJK: 24,09 + 1,883 vs. C: 18,95 + 0,8055; p >0,05) e LDL (Figura 3B) (SJI: 46,39 +
4,969; SJK: 48,48 + 3,767 vs. C: 52,84 + 1,826; p >0,05), demonstrando menor
potencial de “ajuste” LDL-HDL do JI frente aos beneficios isolados do Kefir em
relacdo ao perfil lipidico no organismo. Entretanto o colesterol total (Figura 3 A) ndo
apresentou diferencas entre os grupos (SK: 69,56 + 3,814; SJI. 58,66 = 3,529; SJK:
65,36 + 2,167 vs. C: 64,76 £ 1,973, p >0,05).
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Figura 3. Perfil lipidico dos respectivos grupos. A: Colesterol total (mg/dL); B: LDL
Colesterol (mg/dL); C: HDL Colestestol (mg/dL). Os valores foram apresentados
como as médias + E.P.M. para n = 10 animais por grupo. * p <0,05 vs. C.

4.4. O JI promove distensdo gastrica

Na figura 4 € possivel observar que os grupos submetidos ao protocolo de
JI apresentaram distensdo gastrica através da relacdo entre o peso do 6rgédo e o
tamanho da tibia (g/cm). Os animais dos grupos Jll e SJK apresentaram aumento na
area total do estbmago dos animais (C: 0,4789 + 0,0172; SK: 0,433 + 0,0092; SJI:
0,5391 £ 0,0143; SJK: 0,5316 £ 0,0246; p <0,05) quando comparado aos grupos C e

SK. Os demais 6rgaos avaliados ndo apresentaram hipertrofia significativa (p >0,05).

T *

°

> 0.6+ + +

= o [— s C
= * mm SK
= 0.4 = SJI
g [ SJK
£

=

S 0.2

[

=

=

8

£ 0.0-

S

&

Figura 4. Os efeitos do JI na distensdo gastrica. O grafico de barras mostra a
relacdo do peso do estbmago e o tamanho da tibia (g/cm). Os valores séo
apresentados como as médias + E.P.M. para n = 10 animais por grupo. * p <0,05 vs.
C e +p <0,05 vs. SK.
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4.5. A associacao entre kefir e 0 JI diminui a oxidac&o proteica e apenas ji diminui os
niveis de TBARS

A Figura 5 demonstra os resultados de produtos oxidativos no figado.
Houve reducédo (p < 0,01) da oxidagéo de proteinas (A) em todos os grupos tratados
guando comparado ao grupo controle (SK: 0,01116 + 0,0008533; SJI. 0,01004 *
0,0006054; SJK: 0,01160 + 0,001640 vs. C: 0,01518 + 0,001018 cloramina T/mg de
proteina, p <0,01). Por outro lado, em relacdo a oxidacédo de lipidios (B) observa-se
que apenas o grupo submetido somente ao JI apresentou valores diminuidos de
peroxidacao lipidica (SK: 14,67 * 4,482; SJI: 6,050 £ 2,281; SJK: 11,19 + 4,560 vs.
C: 13,25 + 3,448 nmol MDA/mg proteina, p <0,01).
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Figura 5. Niveis dos produtos oxidativos no figado por AOPP (Plano A) e TBARS
(Plano B) apds os tratamentos e inducdo de sobrepeso por DC. Os valores sdo
zépresentados como as médias + E.P. M para n =10 animais por grupo. p <0,01 vs.
4.6. O Jl reduz a atividade da enzima antioxidante CAT

A Figura 6 apresenta o0s resultados da atividade das enzimas
antioxidantes no figado. A atividade da CAT (A) diminuiu apds intervencdo com Jli
isoladamente (SJI: 5,244 + 1,028 vs. C: 7,5 + 1,064, AE min ~ mg proteina ~ 1), mas
ndo foi capaz de influenciar os beneficios do kefir na associacéo, ou seja, todos os
animais que receberam o Kefir ndo apresentaram reducdo da enzima (SK: 8,828 +
0,4069; SK: 9,085 + 1,454 vs. C: 7,5 + 1,064, AE min ~! mg proteina ~1). Por outro
lado, ndo houve modificagdo da atividade da SOD (B) em nenhum dos grupos (SK:
4,777 £ 0,6039; SJI: 4,589 + 0,2546; SJIK: 4,289 + 0,5973 vs. C: 5,302 + 1,098, Ul
SOD mg proteina ™ %).
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Figura 6. Atividade das enzimas antioxidantes no figado apds os tratamentos e
inducdo de sobrepeso. Os graficos representam a atividade de SOD (B) e CAT (A)
nos respetctivos grupos. Os valores foram apresentados como as médias + E.P.M.
para n = 10 animais por grupo. *p <0,05 vs. grupo C.
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5. DISCUSSAO

Os principais achados do presente estudo foram que a associacao entre
kefir e JI foi capaz de promover melhora no perfil metabdlico, por meio da reducéo
de gordura, glicose e oxidagdo proteica no figado. Adicionalmente, foi possivel
observar que apesar dos efeitos positivos na gordura corporal, o JI promoveu
distensdo gastrica, reducdo da atividade da enzima catalase e influenciou os
resultados referentes a intervencdo com kefir sobre o padrao lipidico dos animais
submetidos a dieta de cafeteria por oito semanas.

O Diabetes Mellitus do tipo 2 (DM2) resultante da obesidade, trata-se de
uma doenca desenvolvida a longo prazo no organismo a partir da hiperglicemia,
resisténcia a insulina e faléncia progressiva de células beta **. Sua prevencéo
envolve a pratica de exercicios fisicos, mudancas dietéticas e, mais recentemente a

4445 & humanos “¢*8 por

pratica do Jl, que tem sido descrito em ensaios com animais
resultar em beneficios metabdlicos para o organismo “°.

Nossos resultados demonstram que a intervencdo com Kefir, a pratica do
JlI e associacdo entre os dois promoveram reducdo da glicose na corrente
sanguinea. Por outro lado, ndo houve alteracdo na concentracdo de insulina
plamatica em nenhum dos grupos.

Liu et al. (2017) analisaram as células beta do péncreas que sao
responsaveis por sintetizar e secretar a insulina, em camundongos submetidos ao Ji
e alimentados com dieta hiperlipidica por seis semanas, e observaram que o Jl
normalizou os niveis de glicose, porém ndo foi capaz de diminuir as concentracdes
de insulina. Semelhante aos nossos resultados, mostram que uma vez que o Jl ndo
melhora a resisténcia a insulina, € improvavel que a diminuicdo nas concentracfes
de glicose sanguinea tenha ocorrido por uma melhora da sensibilida a insulina.
Contudo sugerem que o Jl pode aumentar a formacgéo de células beta pancreaticas
e assim reduzir a apoptose dessas ceélulas por meio da producédo de marcadores de
regeneracdo especificos, ou seja, o JI melhora a tolerdncia a glicose, afetando
diretamente a saude das células beta pancreaticas, de forma independente da

resisténcia a insulina “.

Portanto, nossos resultados corroboram esse estudo,
sugerindo que provavelmente o JI melhora a tolerancia a glicose por meio de outros

mecanismos que nao envolvem a acgéo da insulina.
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E importante salientar a importancia do tempo em relacdo a insulina.
Barnosk et al. (2014) em ensaio clinico, avaliaram individuos submetidos ao Jl ou
RC e a predisposicdo ao diabetes, e constataram que em geral, as concentracdes
de insulina foram reduzidas em 20-31% somente entre 8-12 semanas de Jl, além
disso, a reducdo na concentracdo de insulina, segundo os autores, parece estar
mais fortemente relacionada com o grau de restricdo alimentar e o percentual de
perda de peso %°. Assim, no presente estudo, o resultado obtido com relacdo a
insulina pode ser atribuido ao tempo de tratamento, que seria insuficiente para
promover esse tipo de mudanca e a perda de peso dos animais.

Os animais que receberam Kefir em associacdo com Jl apresentaram
reducdo da glicemia. J& é demonstrado na literatura os beneficios do consumo
desse probiético em relacdo a glicemia *°. Verificou-se que o Kefir estimula a
captacdo de glicose nas células do musculo esquelético e ativa a via de sinalizacdo
da insulina. Essas caracteristicas auxiliam no aumento da captacdo de glicose e na
reducdo da resisténcia a insulina ®. Apesar dos estudos prévios é a primeira vez que
€ demonstrado os efeitos da associacao entre kefir e JI sobre a glicemia em animais
submetidos a dieta de cafeteria.

Em relacdo a perda de gordura, tanto os animais alimentados com Kefir
guanto aqueles que fizeram a associagdo com Jl tiveram reducdo do percentual de
gordura quando comparado ao grupo C. Contudo, apesar do Jl estar envolvido na
perda de tecido adiposo, o protocolo ndo alterou o perfil lipidico dos animais,
contrariamente, inibiu os efeitos benéficos do Kefir nesse parametro no grupo SJK.
Esse resultado indica que o JI mesmo apresentando impacto benéfico na reducéo
da gordura, ndo promoveu reducdo de LDL nem aumento de HDL, paramentros
importantes nas doencas cardiovasculares cronicas, como a aterosclerose >

A obesidade induzida pela dieta associa-se fortemente com o

desenvolvimento de dislipidemia 2.

Além disso, concentracfes elevadas de
colesterol sérico influenciam diretamente o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares °2. Observamos que o tratamento com Kefir reduziu o percentual
de gordura corporal, colesterol LDL e aumentou o colesterol HDL.

E conhecido que cepas especfficas de leveduras no Kefir apresentam

altos niveis de atividade de certas enzimas, que desconjugam os acidos biliares e
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aumentm sua excrecdo nas fezes, ajudando a reduzir o colesterol 8 Com a
crescente excrecao de sais biliares, menos deles sdo transportados de volta ao
figado, o que aumenta a demanda de colesterol para a sintese de novos sais.
Assim, o figado aumenta a captacdo hepatica de LDL da circulacéo >3, ocasionando
reducdo das concentracfes séricas de colesterol LDL.

Apesar de ndo haver diferencas entre 0os grupos em relacdo ao colesterol
total, a relagcdo entre suas fracdes sofreram alteracbes, com reducdo do LDL e
aumento do HDL, que pode explicar os resultados em relagcdo aos valores totais de
colesterol.

Entretanto, no estudo de Ostadrahimi e colaboradores (2015), onde
individuos adultos hipercolesterolémicos ingeriram kefir por quatro semanas, nao
houve diferencas nas concentracdes de colesterol total, HDL, LDL e TAG, apesar de
ser constatado aumento na eliminacdo de AGCC pelas fezes >*. Da mesma forma,
em outro trabalho realizado dessa vez em pacientes diabéticos por oito semanas, o
consumo de kefir ndo foi capaz de influenciar nos niveis séricos de TAG, colesterol
total, LDL e HDL em comparacao com o controle, sugerindo que o kefir ndo foi eficaz
na reducéo dos lipidios plasmaticos em pacientes diabéticos *°.

Contudo, os conflitos entre resultados podem advir dos diferentes
protocolos utilizados, origem dos graos e condicbes de fermentacdo do kefir,
resultando em alteracdes na composicéo e variedades de microrganismos presentes
%0 O efeito benefico do Kefir, por meio do aumento no colesterol HDL, e reducéo do
colesterol LDL, evidenciou os beneficios do consumo desse probidtico apds um
tratamento de oito semanas de dieta de cafeteria.

Cergueira et al. (2011), avaliaram ratos Sprague—Dawey submetidos ao
Jlou apenas a RC por um curto e longo periodo (4 e 32 semanas, respectivamente)
e demonstraram que apesar da reducdo dos pesos corporais nos grupos do Jl, os
animais apresentaram alta adiposidade intra-abdominal, chegando a niveis
semelhantes ao grupo que recebeu racdo ad libitum, enquanto os animais com RC
apresentaram baixos niveis de adiposidade abdominal. Os autores concluiram que
embora todas as estratégias de alimentacdo tenham levado a reducfes de peso em
comparacgao ao grupo C, o Jl difere significativamente (p <0,05) da RC em relagéo

aos indices de gordura abdominal, sinalizando que a perda de peso em uma dieta
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restrita pode ser enganosa e ocorrer na presenca de altos niveis de gordura
abdominal, fator de risco para doencas metabdlicas 3.

De fato, os resultados obtidos chamam atencdo para o perfil lipidico dos
animais submetidos ao protocolo de JI, ja que mesmo exibindo perda de gordura,
ndo houve melhora no perfil de lipoproteinas nos animais (p >0,05), indicado que
diferentemente do grupo Kefir, os animais ndo melhoraram parametros envolvidos
com o desenvolvimento de sindrome metabdlica. Park e colaboradores (2007)
apresentaram resultados semelhantes, e demonstraram que ratos desenvolveram
piora no perfil lipidico mesmo exibindo redugédo na porcentagem de gordura corporal
% Dorighello et al. (2014) comprovaram que o tratamento de 3 meses com JI pode
resultar em aumento do colesterol total, colesterol VLDL e colesterol LDL na
circulacdo de camundongos knockout para receptores de LDL, embora tenham
apresentado reducéo de 20% na ingestdo de alimentos °.

Ademais, a combinacao entre Jl e Kefir alterou o resultado benéfico do
kefir sobre as lipoproteinas, indicando que o Jl ndo foi capaz de melhorar o peffil
lipidico e também impediu o efeito benéfico do kefir.

O Kefir e o Jl, isoladamente, foram capazes de diminuir a oxidacédo de
proteinas, por meio da analise de AOPP, contudo, apenas o Jl promoveu a
diminuicdo da peroxidagdo lipidica. O Jl parece estar envolvido no aumento da
producdo de ERO em um primeiro momento e posteriormente pode ser capaz de
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diminuir o estresse oxidativo através da eliminacdo dessas espécies °'. Essa

resposta tem demonstrado ser um mecanismo importante subjacente aos efeitos

benéficos desse protocolo °8%°.

Existem evidéncias de que o Jl aumenta a
expressdo de sirtuinas, uma classe de enzimas que processa a desacetilase e
parece estar relacionada com a regulacdo dos genes que tém efeitos diretos sobre a
eliminacdo de ERO endégenos, sugerindo que o JlI pode mediar respostas
protetoras ao organismo °’.

Além disso, Walsh, Shi & Van (2014) constataram que trés mecanismos
principais podem ser responsaveis pelos efeitos antioxidantes do Jl.
Especificamente, o Jl pode reduzir a producdo de ERO, aumentar a atividade das

enzimas antioxidantes e/ou aumentar o turnover de oxidacéo de macromoléculas .
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Da mesma forma, apesar de ndo apresentar resultados significativos em relacédo a
peroxidacao lipidica, o Kefir foi capaz de diminuir a oxidac&o proteica nos animais
(p<0,05). De fato, ja foi demonstrado que os lactobacilos isolados do kefir ttm a
capacidade de suprimir a producdo de citocinas pré-inflamatérias enquanto
promovem o desenvolvimento de citocinas anti-inflamatérias, regulando de maneira
direta a producéo de ERO endégeno °.

O Jl diminuiu a expressdo da enzima antioxidante CAT e o probidtico,
entretanto, ndo foi capaz de modificar a atividade de ambas as enzimas, SOD e
CAT.

Por outro lado, Walsh, Shi & Van (2014) relataram que a atividades de
SOD e CAT foram aumentados entre 20 e 30% ap06s o Jl nos trabalhos analisados.
Apesar disso, achamos importante salientar que em geral, nenhuma enzima
especifica se destaca por ser consistentemente afetada pelo JI °°.

O Kefir, por sua vez, € comprovadamente benéfico para o sistema
antioxidante do organismo. A literatura demonstra que esse efeito pode ser derivado
da atividade biolégica da microflora presente no probiético **. No estudo de Giiven &
Gulmez (2003), foi comparado os efeitos antioxidantes do Kefir com a vitamina E em
camundongos tratados por sete semanas; 0s autores observaram que a CAT
aumentou ligeiramente no grupo que recebeu o Kefir, em quantidades inclusive
superiores aquelas exibidas pela vitamina E 3. Esses resultados corroboram com os
nossos, onde, apesar de nao ter apresentado significancia (p >0,05), a concentracao
de CAT foi tendencialmente superior aquela exibida pelo JI.

Adicionalmente, ao analisar os resultados referentes a hipertrofia gastrica,
constatamos que todos os grupos submetidos ao JlI apresentaram hipertrofia
gastrica. Essa € a primeira vez que esse dado € demonstrado em animais
submetidos a DC e JI. Nossos dados, portanto, evidenciam a necessidade de
estudos que analisem melhor esse protocolo, uma vez que a pratica do Jl pode
ressultar no maior tamanho do estbmago e consequentemente, maior ingestdo
calérica a longo prazo. Por outro lado, a intervencdo com Kefir ndo promoveu
hipertrofia gastrica, pelo contrario, levou a reducédo do peso do estébmago, o que foi
abolido pela associacdo com o Jl, novamente destaca-se o efeito deletério do Jl

guando associado ao kefir. Além disso, o0 consumo desse probidtico ja foi associado
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com a protecao do tecido estomacal a Ulceras, indicado outros efeitos benéficos do
kefir ©2,

Diante do exposto, podemos inferir que o Jl, isoladamente, pode resultar
em perda de tecido adiposo, com reducdo do percentual de gordura corporal e do
estresse oxidativo nos animais, entretanto, ha aumento do peso gastrico e nenhum
impacto sobre o perfil lipidico. O Kefir, por outro lado, promove melhora significativa
no perfil lipidico, com reducdo do peso gastrico nos animais. A associacdo nao
promoveu melhora nesses resultados e inibiu os efeitos positivos do Kefir. Nossos
resultados indicam que ha a necessidade de maiores estudos, avaliando o impacto

metabdlico do JI no organismo.
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6. CONCLUSOES

Em conclusé@o, os resultados chamam a atencdo para os efeitos varidveis
desses protocolos e ainda, indicam que apenas a reducdo da gordura observada
apos o Jl pode ndo indicar protegcdo ao desenvolvimento de outras doencas,
advindas de alteragcdes bioquimicas nao revertidas pelo JI. Além disso, foi
constatado que a perda de tecido adiposo nesses grupos deve-se a consequente
restricdo calorica pelo qual os animais foram submetidos, e ndo ao Jl propriamente
dito. Deste modo, o consumo de probioticos, como o kefir parece ter efeitos mais
relevantes sobre o perfil bioquimico, sendo considerada alternativa melhor do que o

JI nesses pacientes com sobrepeso.
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Tabelal. Cardapio diario A e relacédo de peso dos diversos grupos de animais.

8. APENDICE

CARDAPIO A

Data: [/ [/

GRAMAS/ML OFERTADOS

Racao Padrao

Salame

Bisnaga de Pé&o

Salgadinho de

Queijo

Balas

Refrigerante de

Cola

TOTAL

RESTO INGESTA

Racéao Padrao

Salame

Bisnaga de P&ao

Salgadinho de
Queijo

Balas

Refrigerante de

Cola

TOTAL

CONSUMO

PREFERENCIA ALIMENTAR

PESO ATUAL DOS ANIMAIS

C SV

SK

SJV

SJK

SJl

Observacoes:
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*C: Controle; SV: Veiculo (leite); SK: Kefir; SIK: Jejum e Kefir; SJI: Somente Jejum.



Tabela 2. Cardapio diario B e relacdo de peso dos diversos grupos de animais.

CARDAPIOB

Data: [/ [/

GRAMAS/ML OFERTADOS

Racao Padrao

Linguica

Bolo de Chocolate

Bolacha Maria

Marshmallow

Refrigerante de

Cola

TOTAL

RESTO INGESTA

Racéo Padrao

Linguica

Bolo de Chocolate

Bolacha Maria

Marshmallow

Refrigerante de

Cola

TOTAL

CONSUMO

PREFERENCIA ALIMENTAR

PESO ATUAL DOS ANIMAIS

C SV SK SJV SJK SJI

Observacoes:

*C: Controle; SV: Veiculo (leite); SK: Kefir; SIK: Jejum e Kefir; SJI: Somente Jej




Tabela 3. Cardapio diario C e relacdo de peso dos diversos grupos de animais.

CARDAPIO C

Data: [/ [/

GRAMAS/ML OFERTADOS

Racao Padrao

Presunto c/

Gordura

Salgadinho
(Doritos)

Biscoito Chocolate

Bala de Goma

Refrigerante de

Cola

TOTAL

RESTO INGESTA

Racéo Padrao

Presunto c/

Gordura

Salgadinho
(Doritos)

Biscoito Chocolate

Bala de Goma

Refrigerante de

Cola

TOTAL

CONSUMO

PREFRENCIA ALIMENTAR

PESO ATUAL DOS ANIMAIS

C SV SK SJV SJK SJl

Observacoes:

*C: Controle; SV: Veiculo (leite); SK: Kefir; SIK: Jejum e Kefir; SJI: Somente Jejum.
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Tabela 4. Relacdo caldrica e distribuicdo de macronutrientes e sodio sobre os

alimentos ofertados no cardapio A.

Alimento Quantidade Kcal Carboidrato Proteina Lipidios Sddio
@) @ (@ @) @) (@)

Racgéo Padrao 1 295 0,55 0,22 0,04 0,00
Salame 1 3,38 0,00 0,32 0,24 12,48
Bisnagade pdao 1 295 0,53 0,09 0,04 4,70
Salgadinho 1 480 0,60 0,06 0,24 11,04
sabor Queijo

Bala 3,80 0,95 0,00 0,00 0,00 0,20
Refrigerante de 1 0,43 0,11 0,00 0,00 0,05

Cola

Tabela 5. Relacdo calorica e distribuicdo de macronutrientes e sodio sobre o0s

alimentos ofertados no cardapio B.

Alimento Quantidade Kcal Carboidrato Proteina Lipidios Sodio
@) @ () (@) (@) @)

Racéao Padrao 1 295 0,55 0,22 0,04 0,00

Linglica 1 3,18 0,01 0,18 0,32 15,73

Bolo de 1 3,25 0,50 0,05 0,12 6,18

Chocolate

Bolacha 1 4,30 0,73 0,07 0,12 4,33

Maria
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Marshmallow 3,80 3,30 0,80 0,04 0,00 0,31
Refrigerante 1 0,43 0,11 0,00 0,00 0,05
de Cola

Tabela 6: Relacdo calérica e distribuicdo de macronutrientes e sddio sobre o0s

alimentos ofertados no cardapio C.

Alimento Quantidade Kcal Carboidrato Proteina Lipidios Sodio
@) @ (@ () (@) @)

Racéo Padrao 1 295 0,55 0,22 0,04 0,00

Presunto 1 155 0,52 0,17 0,09 8,33

Salgadinho 1 5,08 0,52 0,08 0,29 6.40

Fritello

Biscoito 1 520 0,63 0,05 0,27 1,13

Wafer de

Chocolate

Bala de Goma 3,80 3,60 0,90 0,00 0,00 0,50

Refrigerante 1 043 0,11 0,00 0,00 0,05

de Cola




9. ANEXO

WILA VELH A

Universidade Vila Velha
Comissio de Etica, Biodtica & Bam Estar Animal {CEUA-LWVW)

FARECER D0 RELATOR

Parecer N®_ 4453017

Pesquisadors Responsavel: Ewelyne Mirmnds de Lime

Titulo da Fesquisa: Avaliacho cardicvmsoular = metabalica do tratamento oonico com kefir em
ratos com sorepeso submieticos 20 jejum intermitente

Instituigho onde serd desenvohido: Unisersidade Wiks valha

SitumcBo: APROWVADO

40 analisar 0 projeto de pesguise inbtulado “Avaliscio cardiovasoular e
metabolica do tratamento cronico com kefir em retos com sobrepeso submetidos ac jejum
intermitents”, qu= tem como pesquisadors responsavel Ewelyne Mirands de Lima, considero
QU= O MEsSMO e enoonire adequado = selistetoriaments de BOOMdo oM As exizences das
Fomsolucies que megem esss Oomits.

Azsim, medianke & importincs sodal e dentifics gue o projets soresenta, bem
como sua splcabilideds & conformicade com oS requisitos 2tioos, Sou de parecer Tavorswel &
reslicacBo o projeto classificando-o coma APROVADO. Serio ubiizados no projete S0 rabos
isoEEndcos Wistor Kyoto |machas).

Wila ¥elha, 27 d= movemibro de 20417,

" Py
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Prof. Ana Carcling Srbek de Sraujo
Relatora da CEUA-LIWWY

Univercldade Wila Vel

Rua Comissaro José Dantas de Melo, n® 21, BEarmo Boa Visks
Wia velha ! ES - CEP: 29.102-770
E-mall: ceuafuy b
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