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RESUMO

LOPES, Helena Luiza Da Rocha. M.Sc., Universidade Vila Velha-ES, junho de 2022.
Os impactos da administracao de kefir de leite sobre o dano hepéatico induzido
pela dieta de cafeteria: um estudo experimental. Orientadora: Profa. Dra. Bianca
Prandi Campagnaro.

Os novos habitos alimentares de produtos processados, ricos em carboidratos
refinados, gorduras e proteinas animais, € a base alimentar de muitos individuos.
Buscando investigar melhor os efeitos do consumo desses alimentos em nosso
organismo, a ciéncia inseriu nos estudos uma dieta que retrata a alimentacéo
humana, chamada de dieta de cafeteria. No entanto, sabe-se que consumo
excessivo de uma alimentacdo nao nutritiva gera a desregulagcdo do metabolismo
levando ao desenvolvimento da Sindrome metabdlica. O uso de probidticos,
prebidticos e simbidticos vem sendo analisado como possiveis coadjuvantes an
busca de novos caminhos que possam auxiliar o tratamento de individuos cuja base
da dieta é composta por alimentos processados e ultraprocessados e que estdo
sujeitos ao desenvolvimento de doencas geradas a partir da ingestdo desses
alimentos. O kefir sendo um probiético, apresenta em sua composicdo uma
diversificacdo de bactérias e leveduras que através do seu leite fermentado
consumido regularmente apresenta melhorias no corpo, especialmente nos
processos inflamatérios. Esse trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
metabdlicos e nutricionais do kefir de leite em animais experimentais submetidos a
dieta de cafeteria, para isso, ratos Wistar macho foram separados em trés grupos
controle (n=16) Cafeteria (n=16) Cafeteriatkefir (n=16) recebendo as dietas
experimentais: racédo padrao (padréo histolégico de roedor), Dieta de cafeteria e dieta
de cafeteria concomitante com kefir 4% (0,3ml/100 g) durante 4 semanas. Foram
avaliados apoés a eutanasia 0s seguintes parametros: consumo alimentar, deposi¢ao
de gordura retroperitoneal, marcadores bioquimicos como perfil lipidico, glicemia de
jejum e enzimas hepaticas e fatores envolvidos na motilidade intestinal. Os animais
que receberam a dieta de cafeteria em conjunto com o kefir apresentaram reducao
nos niveis de colesterol total, além de reducdo na deposicdo de gordura
retroperitoneal bem como a melhora na motilidade intestinal. O uso do kefir

promoveu a reducdo dos niveis de colesterol total, triglicerideos e LDL- colesterol,



apresentando um aumento nos niveis séricos de HDL além de proporcionar melhoria
nos niveis de TGO confirmando que, o kefir promove a acédo antiobesidade, anti-
inflamatdria e antioxidante mesmo estando sobre o uso de uma dieta rica ¢

carboidrato e lipidio.

Palavras-chaves: Probidtico, obesidade, dieta ocidental, sindrome metabdlica,

processos inflamatorios.



ABSTRACT

LOPES, Helena Luiza Da Rocha. M.Sc., Vila Velha University-ES, june de 2022. The
impacts of milk kefir administration on liver damage induced by cafeteria diet:

an experimental study. Advisor: Profa. Dra. Bianca Prandi Campagnaro.

The new eating habits of processed products, rich in refined carbohydrates, fats and
animal proteins, is the food base of many individuals. Seeking to investigate better
the effects of the consumption of these foods in our organism, science inserted in the
studies a diet that portrays human food, called the cafeteria diet. However, it is known
that excessive consumption of a non-nutritive diet generates the dysregulation of
metabolism leading to the development of metabolic syndrome. The use of probiotics,
prebiotics and symbiotics has been analyzed as possible adjuvants in search of new
ways that can help the treatment of individuals whose diet base is composed of
processed and ultra-processed foods and who are subject to the development of
diseases generated from the intake of these foods. Kefir being a probiotic, presents
in its composition a diversification of bacteria and yeasts that through its regularly
consumed fermented milk presents improvements in the body, especially in
inflammatory processes. This study aimed to evaluate the metabolic and nutritional
effects of milk kefir in experimental animals submitted to cafeteria diet, for this, male
Wistar rats were separated into three control groups (n=16) Cafeteria (n=16)
Cafeteria+kefir (n=16) receiving experimental diets: standard diet (histological rodent
pattern), Cafeteria diet and cafeteria diet concomitant with kefir 4% (0.3ml/100 g) for
4 weeks. The following parameters were evaluated after euthanasia: food intake,
retroperitoneal fat deposition, biochemical markers such as lipid profile, fasting
glycemia and liver enzymes and factors involved in intestinal motility. The animals
that received the cafeteria diet in conjunction with kefir showed a reduction in total
cholesterol levels, in addition to a reduction in retroperitoneal fat deposition as well
as an improvement in intestinal motility. The use of kefir promoted the reduction of
levels of total cholesterol, triglycerides and LDL-cholesterol, presenting an increase
in serum HDL levels in addition to providing improvement in TGO levels confirming
that kefir promotes anti-obesity, anti-inflammatory and antioxidant action even being
on the use of a diet rich in carbohydrate and lipid.

Keywords: Probiotic, obesity, Western diet, metabolic syndrome, inflammatory
16



processes
INTRODUCAO

1.1. SINDROMES METABOLICAS E SUA RELACAO COM OS HABITOS ALIMENTARES

A Sindrome Metabdlica (SM) € composta por um conjunto de fatores com
origem na desregulagdo metabodlica que promove o desenvolvimento de dois
acometimentos sendo eles, a diabetes Mellitus e as doencas cardiovasculares
(Sirtori,C.R et al; 2017). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS,1999), a
SM tem como caracteristica a resisténcia a acao da insulina, resultando no aumento
da glicemia, alteragcBes no metabolismo dos lipideos e hormonais, que levam ao
ganho de peso dos individuos favorecendo o desenvolvimento das doengas

cardiovasculares conforme descrito na figura 1.
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Figura 1: Mecanismo e fisiopatologia da Sindrome Metabdlica. Adaptado de: Fahed
G et al.,2022.
Atualmente, sabe-se que o desenvolvimento de anormalidades metabdlicas

esta diretamente ligado aos habitos alimentares. O uso constante de uma dieta rica
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em gordura, acucares, carboidratos refinados e com baixo teor de vitaminas e
minerais tem sido apresentado como uma grande causa de desequilibrios
nutricionais, além de altera¢cdes metabdlicas e fisioldgicas (OMS, 2013).

Nesse contexto, o desenvolvimento da obesidade advinda principalmente
pelos habitos alimentares, tornou-se um dos mais relevantes problemas de saude
publica devido a sua alta prevaléncia em todo o mundo e a sua contribuicdo para o
desenvolvimento da sindrome metabdlica (Fahed, et al., 2022). Essa condi¢édo
patolégica compreende a presenca de resisténcia a insulina, obesidade abdominal,
hipertensédo, hiperlipidemia além de outra anormalidade metabdlicas, sendo
considerado como uma das principais causas de mortalidade e morbidade
mundialmente (James, A. M et al., 2012). Levando em consideracéo esses fatores,
a perda de peso induzida pela dieta equilibrada e saudavel é importante para a
reducdo desses marcadores (Hermsdorf, H.H et al., 2010; Dludla, P.V et al.,2018).
Além da reducao do peso corporal, e a modificacao dos habitos alimentares, visando
uma alimentagdo composta por um equilibrio nutricional entre os macros e
micronutrientes a fim de atender todas as necessidades nutricionais do organismo
(Fahed, G et al., 2022).

Nos ultimos anos, estudos apontam os beneficios do uso de alimentos
funcionais como sendo capazes de desempenhar um papel importante na reducao
de
doencas crénicas ndo transmissiveis (DCNT’s) e infec¢Bes advindas de alteracdes
microbianas (Moraes; Colla,2006; Brown,et al.,2015, Papathanasopoulos, et al.,
2009). Segundo Kapka-Skrzypczak, et al., (2012), os alimentos funcionais
influenciam de forma positiva a saide humana n&o apenas por apresentar nutrientes
essenciais, mas por conter em sua formulagédo ingredientes fisiologicamente
saudaveis, como por exemplo, 0os produtos que apresentam e sua COmMpOSIiGao
microrganismos e polissacarideos sendo esses conhecido como produtos
probioticos e prebioticos.

Os Probidticos, sdo microrganismos vivos que podem ser incluidos na
preparacao de diversos produtos, incluindo alimentos, medicamentos e suplementos
dietéticos capazes de melhorar o equilibrio intestinal, produzindo efeitos benéficos a
saude do individuo (FAO/OMS, 2001; Khoder et al., 2016). Dentre os produtos
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probioticos, tem destaque os leites fermentados, que sao originados da fermentacéo

microbiolégica do leite (Ebner, et al.,2015).
1.1.2. KEFIR E SEUS EFEITOS

Dentre as variedades de alimentos e produtos funcionais cientificamente
validados, destaque -se o kefir, sendo descrito como um probidtico por exercer
importantes atividade bioldgicas no organismo, tais como antioxidantes (Rosa, et.
al.; 2016)., imunoreguladora (Kim, et. al., 2015), melhora na saude intestinal (Bifari,
Nisoli, 2017), regulacdo do peso corporal (Bifari, Nisoli, 2017), anti-inflamatoria (Kim,
et. al., 2015), anti-hipertensiva (Amorim, et. al., 2019), controle da glicose sérica
(Bifari, Nisoli, 2017) conforme descrito na figura 2.

@ Imunomodulador Vielhora na
@ ‘ udﬂ| test mal

v [ ]
| (]
Ar_|—|nﬂamotor|d @ ]
: (]
- j . ’
< . ’
Regulacdo do ’
Controle da » peCCCCFpCF_ \0/

glicose sérica

Anti-hipertensivo

morim, FG. et. al.. 2019

aminas: B1, B2, B5, C, A, K, acido folico, Carotencides

Figura 2: Propriedades biolégicas e composi¢cdo de macro e micronutrientes do
kefir. Adaptado de: Farag, et al.,2020)

O kefir tem sua origem das montanhas do Caucaso, Mongdlia e Tibete, tendo
seu nome originado a partir da palavra Keyif que tem como significado “bem-viver”,
“‘bem-estar” e que faz alusdao ao sentimento externado quando consumido. Essa
bebida fermentada € produzida a partir da inoculacéo dos graos de kefir no leite para
a obtencao de um “iogurte de kefir” denominado dessa forma, pois sua consisténcia
€ semelhante a de um iogurte (Baschali, et. al., 2015).

Os gréaos de kefir apresentam uma mistura complexa e especifica de bactéria
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e leveduras que convivem de forma simbidtica em uma matriz de polissacarideos
(Jascolka TL et al.,2013); os produtos originados pelos gréaos de kefir sdo diéxido de
carbono, acidos lacticos, produtos de degradacdo de proteinas, acetaldeidos e
diacetil, sendo o teor de acido lactico de 0,6 a 1 ml por 100 mL do produto
fermentado, gorduras de 1,5 a 2,0 g e 3,5 g de lactose e teor de proteina em sua
composicdo de 3-4 g. Sua composi¢cdo pode variar de acordo com o tempo e
temperatura de fermentacdo, suas condi¢cdes de armazenamento, a composicao
microbiolégica dos graos utilizados e a composicao do leite (Baschali ,et al., 2015).

O Kefir desperta o interesse no meio cientifico por apresentar inidmeros efeitos
benéficos para o organismo, tendo como base histérica um grande potencial de
promocdao da saude, além de ser facilmente produzido, economicamente acessivel
e de facil producdo em domicilio (Walsh et al., 2016; Farag, et al., 2020; Rosa, et.
al., 2016; Amorim,et al.,2019).

O uso do kefir tem sido associado a melhoria de diversos processos
fisiologicos, gerados pelos seus mecanismos de acdo probidtico que inclui os efeitos
nutricionais, remocao e inativacdo de substancias toxicas ao organismo, producdo
de vitaminas, modulacéo da resposta imune e estimulacdo de excrecédo de enzimas
através da diminuicao da geracao excessiva de espécies reativas de oxigénio, perfil
de citocinas anti-inflamatérias e alteracdo da microbiota intestinal (Pimenta, et
al.,2018).

Essas melhorias séo vistas pois uma das caracteristicas dos probiéticos é a
capacidade de um microrganismo manter-se vivo no trato gastrointestinal, resistindo
ao transito gastrico em especial ao pH acido do estdmago (Amund, 2016, Bengoa et
al., 2017).

Essa resisténcia faz com que as bactérias se aloquem no intestino
colonizando-o, gerando uma espécie de barreira contra patégenos através de
diversos mecanismos de acao dentre eles antimicrobiana, competicao por nichos,
competicdo por nutrientes (Balzaretti et al., 2016; Zhong et al., 2017). Em busca de
ferramentas que possam auxiliar no tratamento da sindrome metabdlica, evidéncias
sugerem que a ingestdo de kefir possa ser utilizado como um coadjuvante na
melhoria do quadro da sindrome metabdlica (Rosa DD, et. al.; 2016) advindo
originalmente de uma alimentacdo inadequada nutricionalmente, sendo essa

intitulada atualmente como uma dieta ocidentalizada ou ocidental (Lalanza, Snoeren
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2021).

1.2. DIETA DE CAFETERIA: UM MODELO EXPERIMENTAL DA DIETA OCIDENTAL

Visando compreender melhor o perfil nutricional da dieta atual e seus efeitos
na saude, diversos estudos tém sido realizados utilizando o modelo experimental de
alimentacdo desenvolvida com o intuito de mimetizar a dieta ocidental sendo
descrita, como uma dieta que apresenta em sua composi¢cao alimentos altamente
palataveis e com altos valores caldricos denominada de dieta de cafeteria (Vanzela
et al.,2010; Lalanza, Snoeren,2021; Basu et al.,, 2013 ; Mozaffarian et al.,
2011 ; Rosenheck, 2008) Com isso, a utilizagdo de modelos experimentais da dieta
de cafeteria em pesquisas afirma, que esse tipo de alimentacdo € responsavel por
provocar hiperfagia persistente e um aumento significativo da ingestdo calérica
(Castro et al., 2015). Relacionado a isso, Castro et al, (2015) em um estudo que
utilizou a dieta de cafeteria em ratos Wistar durante os primeiros meses de vida e na
fase adulta, observou um aumento de peso bem como o acumulo de gordura corporal
e alteracdes metabdlicas.

Assim, o0 modelo de dieta de cafeteria tem sido utilizado em pesquisas de
animais a fim de avaliar diversas alteracBes metabdlicas que a sua ingestao pode
causar além de ser um modelo mais completo para analisar 0 consumo excessivo
de alimentos industrializados e processados que fazem parte do contexto da

alimentacéo da sociedade ocidental (Castro et. al., 2015 e Bortolin, et. al., 2018).
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1. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito metabdlico do kefir de leite em animais experimentais submetidos a

dieta de cafeteria.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar possiveis beneficios da administracdo de kefir de leite sobre:

e Os marcadores bioquimicos, como perfil lipidico, glicemia de jejum e enzimas
hepaticas;

e O consumo alimentar e evolucéo ponderal;

e A deposicéo de gordura retroperitoneal;

e A motilidade intestinal.
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2. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Este estudo foi realizado em ratos machos da linhagem Wistar (Figura 2) pesando
entre 210-300g, com 7-8 semanas de idade, originados e tratados no biotério da
Universidade Vila Velha. Os animais foram mantidos individualmente em caixas IVC
(Individually Ventilated Caged) Alesco© forrado com maravalha, apresentando
temperatura (23°C) e umidade controlada respeitando o ciclo claro / escuro de 12 /
12h com acesso ad libitum a alimentos e agua durante o periodo de adaptacéao (trés
dias). O alojamento individual de cada rato teve como finalidade, avaliar de forma
mais precisa a ingestdo de alimentos e evitar possiveis efeitos cruzados na
microbiota por conta da coprofagia, comum nestes animais (Bas et al., 2017).

Os protocolos experimentais foram previamente aprovados pelo Comité de ética no
Uso de Animais (CEUA-UVV, n°580-2020). Todos os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com as diretrizes de cuidado e uso de animais de

laboratoério, como recomendado pelo National Institutes of Health (NIH).

|

Figura 3: Ratos Wistar do biotério da Universidade de Vila Velha (UVV)

3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS E TRATAMENTO

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais e
alojados em gaiolas individuais, ficando por 3 dias em aclimatacdo. Apos esse
periodo os grupos foram identificados como: grupo controle (n=16) que recebeu agua
e racao padrao, grupo Cafeteria (Caf) (h=16) recebeu via gavagem leite integral com
pH ajustado para 4,5 (3 mL/100 g de peso corporal), racao planejada de acordo com
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os parametros de modelo para dieta de cafeteria (Adaptado de Shafat et al, 2009).
Além disso, receberam agua e refrigerante de cola desgaseificado. Grupo Cafeteria
kefir (Caf+K) (n=16) que recebeu via gavagem kefir (3 mL/100 g de peso corporal),
tendo como disponibilidade de ingestéo alimentar os modelos de dieta de cafeteria
citado acima, com disponibilidade alternada por dia, além da disponibilidade de agua
e refrigerante de cola desgaseificado.

Os animais de todos os grupos foram pesados diariamente e o consumo de comida
foi analisado para verificacdo da aceitabilidade da dieta. Essa quantificacao foi feita
através da cota de racdo ofertada menos o rejeito da racdo no dia subsequente. Além
disso, a agua ofertada assim como o refrigerante de cola também passou pelo
mesmo processo afim de avaliarmos a quantidade ingerida bem como a
aceitabilidade desses alimentos. Apos 4 semanas de tratamento, os animais foram
postos em jejum de sélidos por 12 horas com livre acesso a agua e em seguida, foi
realizado a eutanasia (tiopental 60 mg/Kg, via intraperitoneal).

Grupos Experimentais
4 semanas de experimento

----------- e e
I [ I
I [ I
1 1 I
* * *
) ) . Cafeteria +
Controle (Cont Cateteria (Caf) Kefir 495 0.3 ml/100g
W= = e AU
(Caf+k)
- - g '
'
- P ot
- € 3
3 -

Figura 4. Desenho experimental dos grupos.

3.3. DIETA DE CAFETERIA

O protocolo foi baseado na pesquisa de Sthafat e colaboradores (2009) com
algumas modificacdes, onde foram ofertados aos animais 3 tipos de dieta (Tabela
1), sendo essas constituidas por alimentos industrializados, frescos, refrigerante de
cola sem gas, racdo padrdo e agua, ofertadas sequencialmente e substituidas
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diariamente. O intuito de oferecer trés tipos de dieta de forma alternada é para que
0s animais durante o periodo de tratamento néo fizessem opcdes de alimentos bem
como se acostumassem com os alimentos oferecidos. As porgdes de cada alimento
bem como a ingesta de liquidos foram estabelecidas com base na ingestdo média
dos animais pela sua idade (Nistiar,2012).

Os alimentos embutidos foram cortados em pedacos de aproximadamente 5 cm de
espessuras e os demais foram ofertados no tamanho normal (figura A3). A
disponibilidade da dieta foi feita na grade da gaiola (figura B3), junto a 4gua e ao
refrigerante de cola desgaseificado (figura C3). Cada item foi pesado previamente e
disponibilizados diariamente durante 24 horas apds esse periodo, 0s excedentes
foram recolhidos, pesados e anotado a quantidade de sobra realizando o desconto
da umidade perdida pela evaporagao.

O consumo caldérico médio foi determinado seguindo os parametros
nutricionais classicos: carboidratos (4 kcal/g), proteina (4 kcal/g) e gordura (9 kcal/g)
proporcionalmente a ingestéo alimentar e de acordo com as informagfes nutricionais
obtidas através dos rotulos nutricionais dos alimentos e da tabela brasileira de
composicao de alimentos (TACO, 2004).

Alimento | Quantidade (g)] Kcal (g) | cCarboidratos|Proteinas| Lipidios | Fibras | Sddio
Maodelo dieta A
Racdo Padréo 1 2,85 0,55 0,22 0,04 0 0
Salsicha Hot dog 1 2 0,032 0,132 0,15 0 14 62
Bisnaga de pdo 1 2,95 0,53 0,09 0,04 0 47
Salgadinho sabor queijo 1 48 0.6 0,06 0,24 0 11,04
Bis 1 52 0,63 0,05 0,27 0 1,13
Refrigerante de cola 1 0,43 0,11 0 0 0 0,05
Total 18,33 9,808 2,208 6,66 0 31,54
Maodelo dieta B
Ragdo Padrio 1 2,95 0,55 0,22 0,04 0 D
Bolo de chocolate 1 3,25 0,5 0,05 0,12 0,01 6,18
Bolacha Maria 1 43 0,73 0,07 0,12 0 433
Linguiga Calabresa fina 1 3,18 0,01 0,18 0,32 0 15,73
Refrigerante de cola 1 0,43 0,11 0 0 0 0,05
Total 14,11 1.6 2,08 54 0,01 26,29
Modelo dieta C
Ragdo Padrao 1 2,95 0,55 0,22 0,04 0 0
Maortadela 1 2,6 0,04 0,12 0,22 0,04 148
Salgadinho Guldo
presunto 1 4.6 0,6 0,05 0,438 0 0,568
Biscoito de chocolate 1 52 0,63 0,05 0,27 0 1,13
Nugget's 1 1,86 0,13 0,15 0,07 0 4,25
Refrigerante de cola 1 0,43 0,11 0 0 0 0,05
Total 17.64 8,24 2,36 9,342 0.04 7478

Tabela 1: Composicao da dieta de cafeteria. Fonte: Sthafat e colaboradores 2009
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Figura 5: A) Imagem representativa da composicédo das dietas B) Disposi¢cdo dos
alimentos na gaiola para os animais C) Desgaseificacdo do refrigerante de cola D)

Sobra dos alimentos apds 24 horas disponiveis.

3.4. PREPARACAO E ADMINISTRAGAO DO KEFIR

A identificagdo e a preparagdo do Kefir de leite foram realizadas no
Laboratério de Fisiologia e Farmacologia Translacional da Universidade Vila Velha
onde o leite foi inoculado com os gréos de kefir e foram mantidos em temperatura
ambiente durante 24 horas. Posteriormente, esses graos foram filtrados através de
peneira de plastico e o produto resultante foi entdo refrigerado entre 5°C a 15 °C,
permitindo assim o crescimento e multiplicacéo de leveduras no periodo de 24 horas.
Apods esse periodo, foram feitas aliquotas de kefir em tubos de poliestireno estéreis
identificados e armazenados a -20°C até a sua utilizacdo, esse protocolo foi realizado

conforme descrito por Friques et al., 2015.
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Figura 6: Etapas de preparacéo do Kefir.

3.5. ANALISE DE MARCADORES BIOQUIMICOS

No momento da eutandsia, foi coletado 1 ml de sangue por puncao cardiaca.
Apés a coleta, as amostras foram transferidas para um tubo de poliestireno contendo
EDTA 0,33 mol/l e homogeneizadas vagarosamente. O plasma foi separado do
sangue através de centrifugacédo durante 10 min a 4000rpm, sendo posteriormente
armazenado a -80 °C até analise.

Para realizacdo das dosagens bioquimicas foi utilizado o equipamento
automatico Humanstar 80 do laboratério de andlise clinica veterindria da
Universidade de Vila Velha (UVV), sendo este utilizado para dosagem de metabolitos
e analitos presentes no plasma animal em sistema experimental.

As concentracbes séricas de colesterol total (CT), lipoproteina de alta
densidade (HDL), triglicerideos (TG), aspartato amino transferase (AST), alanina
amino transferase (ALT), foram realizadas com reagentes da BIOCLIN® e em todas
as dosagens foi realizado uma curva de calibragdo com as amostras fornecidas pelo
fabricante. Dosagem de amilase, AST e ALT: foi realizada com Kit diagndstico
laboratorial, empregando o método cinético, segundo as indica¢cbes do fabricante.
Dosagens de colesterol total e fragdes: foi realizada com Kit diagnéstico laboratorial,
utilizando o sistema enzimatico colorimétrico, segundo indica¢des do fabricante.

O LDL- colesterol foi determinando pela formula de Friedwald: LDL= (COT-
HDL) -(TG/5). A glicemia de jejum foi analisada por meio de glicosimetro comercial
On Call Plus ll® da marca ACON, os animais em jejum de 12 horas, foram

submetidos ao um pequeno corte na ponta da cauda sendo retirado uma gota de
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sangue para a verificacdo da glicose em jejum (figura 6).

Figura 7: Andlise da glicose em jejum via cauda do animal.
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3.6. Avaliacdo do consumo alimentar, hidrico e caldrico

A ingesta dietética dos animais foi acompanhada, utilizando o método de resto

ingesta. A dieta, era ofertada diariamente tendo disponivel agua ad libitum e

refrigerante de cola. A cada nova oferta era realizada a higienizacao do recipiente de

agua e de refrigerante, bem como das grades onde era disposta a dieta. Foi

registrado com auxilio de uma planilha de controle o resto de dieta e liquidos néo

consumidos. A soma dessas sobras era descontada na quantidade ofertada gerando

0 resto ingesta. A pesagem das sobras foi feita com auxilio de uma mini balanca

digital portatil de preciséo MH-Series.

dltimo grupo de tratamento

YT E—

|Data: |nfertz de:
Grupo CAF | Total ingest Quantidade de Grupo . Total ingest Quantidade de
BED otal ingesta B50 otal ingesta
Leite Inges Leite CAF+ Kefir ing wafir
Animal 11 Animal 12
Anirmal 12 Animal 13
Animal 13 Animal 14
Animal 14 Animal 15
Animal 15 Animal 16
Animal 16 Animal 17
Grupo Grupo
u
Peso Total ingesta Quantidade de contrale+ Peso Total ingesta Cuantidade de
controle+ laite
Leite Kafir Kafir
Animal 11 Animal 3
Animal 12 Animal 10
Animal 13 Animal 11
Animal 14 Animal 12
Animal 15 Animal 13

(observacdo

total ingesta | guantidade ofertada - quantidade de sobra

Figura 8: Planilha utilizada para coletar dados de peso, sobras alimentares e

guantidade de kefir ofertado diariamente.
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3.7. PARAMETROS DE PESAGEM E COLETA DA GORDURA RETROPERITONEAL

A avaliacao corporal foi determinada pela analise do peso e gordura abdominal
(retroperitoneal). O peso corporal dos animais foi aferido diariamente, utilizando-se
balanca Filizola® platina 15 kg sendo registrado em uma planilha de controle. Para
a resseccao da gordura retroperitoneal, foi realizado uma incisdo mediana xifopubica
(figura 04) sendo a mesma retirada, lavada com solucao salina fosfato (PBS) e
pesada em balanca de precisédo Bel® modelo Mark M, o resultado da massa de

tecido adiposo extraido foi expresso como grama de gordura por 100g de peso

Figura 9: Representacéo da incisdo para retirada da gordura retroperitoneal.
corporal (g/100g) (TAYLOR; PHILLIPS, 1996).

3.8. MEDIDAS BIOMETRICAS DO FIGADO

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados com sobredose
intraperitoneal de tiopental sodico e tiveram os figados removidos. O orgéao foi
retirado, lavado com solucéo salina fosfato (PBS) e pesado em balanca de preciséo
Bel® modelo Mark M, sendo levado para desidratar em estufa & 40 C° por 48 horas
(Britto, et. al.1999) e pesados posteriormente em balanca de precisdo Bel® modelo
Mark M para verificacdo de alteracdo da massa do 6rgao em relacdo ao peso dos
animais. O peso do orgao utilizado nas analises foi o obtido apds o periodo de 48
horas na estufa, (portanto o peso seco) e apresentado em gramas (g), sendo

30



expresso em g/100g do peso corporal dos animais para verificar a existéncia de

hipertrofia hepatica conforme descrito por Britto, et. al.1999.

C)

‘.( S
R Ry 3
-

Figura 10: Processo de remocédo do figado. A) Incisdo cirtrgica para retirada do

figado, B) figado umido sendo preparado para desidratacdo em estufa a 40°C por 48

horas, c) figado seco apds o processo de desidratacdo em estufa.

3.9. INDICE HEPATOSSOMATICO

Ap0s excisdo, o peso dos figados dos animais foram registrados e utilizados
para calcular o indice hepatossématico (IHS) que representa a propor¢cdo do peso
corporal alocado no figado. Com base no peso corporal e hepético obtidos apds a
morte do animal foi calculado o IHS através da formula: IHS = (peso fresco do figado
/ peso corporal) x 100 (Yu J et al; 2017).

3.10. ANALISE DA MOTILIDADE INTESTINAL

Os ratos foram mantidos em jejum de 12 horas apdés esse periodo, foi
administrado via gavagem 0,5 ml da solucdo de carvao ativado a 10% diluido em
goma arabica a 5% por 100 g de peso do animal; apds 30 minutos da administragéo,
0s animais foram eutanasiados e o intestino delgado foi removido do piloro até o
ceco para analise do comprimento total do intestino. As imagens foram registradas
com o auxilio da camera Al super camera 64 MP, Xiaomi, as analise do comprimento
intestinal contendo o marcador, foi feita através do programa ImageJ (figura 11). A
motilidade do intestino delgado foi calculada da seguinte forma: (%) = (Comprimento
do intestino delgado contendo o marcador/ total do comprimento intestinal) x 100%.
(Sato et al.,2021; Jiang et al.,2016).
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Figura 11: Andlise da motilidade intestinal.
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3.11. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estao expressos como média + EPM (erro padrdo da média). A andlise
estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA) uma via, para a analise do
consumo dietético foram utilizados ANOVA duas vias, seguido do teste post hoc de
Tukey, e usando o software Prisma (Prism 6.0, GraphPad Software, Inc., San Diego,

CA, EUA). As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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3. RESULTADOS

4.1. EFEITO DO KEFIR NO METABOLISMO LIPIDICO, GLICOSE EM JEJUM E OUTROS

PARAMETROS BIOQUIMICOS

4.1.1. PERFIL LIPiDICO SERICO

Foi observado aumento dos niveis de colesterol total Caf: 49+1,864 vs cont:
43%0,78 mg/dl) (figura Al12), triglicerideos (caf: 48,4+3,172 vs cont: 28,2+5,580
mg/dl) (figura B12) e LDL colesterol (caf: 20,95+3,180 vs con: 10,67+1,561 mg/dl)
(figura D12) nos animais que consumiram apenas a dieta de cafeteria (Caf) quando
comparado aos animais do grupo controle. Ainda pode-se observar, que a
associacao do kefir com a dieta de cafeteria (Caf+K) promoveu a reducéo dos valores
de colesterol total (Caf+K: 36,8+1,641), triglicerideos (Caf+K: 28,40+1,208 vs Caf:
48,4+3,172 mg/dl) e LDL colesterol (Caf+K:10,95+0,744 vs Caf:20,95+£3,180 mg/dl),
aumentando os valores de HDL colesterol (Caf+K: 24,75+2,807 vs Caf: 13,60+1,071
mg/dl) quando comparado ao grupo Caf (figura 12).

A) 60- B) 60 *

404 40

204 204

Triglicerideos (mg/dl)

Colesterol Total (mg/dl)

>
=1

° Conllmls Caf Caf+k Contlrnle Caf Caf+k

C) 40- D) 30

304 T 204

204

LEL (mg/dl)
t
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10+
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v
.
Controle caf Ccaf+K Controle Cat CatH

Figura 12: Perfil lipidico sérico apos 4 semanas de uso da dieta de cafeteria em ratos
Wistar de A) Colesterol total (mg/dl), B) Triglicerideos (mg/dl), C) Lipoproteina de
baixa densidade (LDL) (mg/dl), D) Lipoproteina de alta densidade (HDL). Os valores
representam a média £ EPM para cada grupo com n= 8-10 animais.
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4.1.2. GLICEMIA DE JEJUM

Observando os valores de glicose em jejum conforme apresentado na figura
13, foi possivel identificar aumento desse parametro no grupo Caf quando
comparado ao grupo controle (~19,80%, p<0,05) (Caf: 90,25+£3,189 vs Cont:
75,33+4,264 mg/dl). Ja no grupo com associacao do kefir a dieta (caf+kefir), houve
reducdo desse parametro quando comparada com o grupo que consumiu apenas a
dieta de cafeteria (Caf) (~21%, p<0,05) (Caf+K:74,0+4,550). Nao foi observada

diferenca estatistica quando comparado o grupo controle ao grupo Caf +K.

100+
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Figura 13: Efeito anti-hiperglicémico do Kefir apos tratamento de 4 semanas. *p<0,05
vs. Controle e #p<0,05 vs. Caf (ANOVA uma via, seguida de post-hoc de Tukey).

4.1.3. ANALISE BIOQUIMICA DOS NIiVEIS DE TRANSAMINASE OXALACETICA-GLUTAMICA

(AST) E TRANSAMINASE GLUTAMICO-PIRUVICA (ALT)

Como forma de avaliar possiveis alteracdes do funcionamento hepatico e de
outros o6rgdos (coragdo, pulméo, rins), foram realizadas as analises dos niveis
séricos de AST E ALT. Ao avaliarmos (figura Al4) os dados obtidos na enzima AST
é possivel identificar um aumento dessa fragcdo nos animais que consumiram apenas
a dieta de cafeteria (grupo Caf) quando comparado ao grupo controle (~52,38%,
p<0,05) (Caf:160+£10,91 vs Cont:105+12,49 U/ml). No entanto, ao analisarmos o
grupo que recebeu kefir em conjunto com a dieta (grupo dieta Caf+K) durante o
periodo de tratamento, identificamos uma redugdo dos niveis de AST comparado
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aos animais que consumiram apenas a dieta (~18,52%, p<0,05) (120+7,494 U/ml).
N&o houve diferenca entre o grupo controle quando comparado ao grupo Caf+K.
Curiosamente, os niveis de ALT (figura B14) ndo apresentaram diferencas entre os
grupos apos o tratamento o que reforca a existéncia de possiveis lesdes em outros

orgaos causadas pela dieta de cafeteria.
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Figura 14: Niveis séricos das enzimas AST e ALT apos tratamento com kefir durante
4 semanas. A: Niveis de transaminase oxalacética-glutamica (AST) (U/ml) n= 8-10
animais por grupo; B: Niveis de transaminase glutamico-piravica (ALT) (U/ml) n=8-10

animais por grupo.

4.2. PARAMETROS BIOMETRICOS, INGESTAO DE LiQUIDOS E CALORICA

A figura 15 resume os parametros gerais de consumo de liquidos, calorias e
peso corporal, durante 4 semanas de dieta dos trés grupos estudados. Entre eles,
observamos reducdo no consumo de agua nos grupos Caf e Caf+K em comparagéo
ao grupo controle, apresentando diferenca estatistica entre Caf e Caf+K apenas na
4 semana de tratamento (figura 15A). Na figura 15B estdo representados 0s
resultados de ingestdo do refrigerante de cola onde, analisando o consumo dos
animais alimentados com a dieta de cafeteria em conjunto com o kefir identificamos,
reducdo da ingestao da bebida em relacdo ao grupo Caf. Ao examinamos a ingesta
caldrica dos grupos (figura 15C), é possivel notar aumento da média de consumo
calorico dos animais que consumiram Caf e Caf+K em relacdo ao controle, sendo

que houve reducdo do consumo calérico dos animais do grupo Caf+K em relacéo
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ao grupo Caf na segunda semana de tratamento. Para acompanhar o
desenvolvimento da obesidade induzida pela dieta de cafeteria medimos o peso
corporal dos animais diariamente durante todo o experimento. Conforme
demonstrado na figura 15D, identificamos que os animais do grupo Caf e Caf+K
apresentaram um aumento do peso a partir da segunda semana de tratamento

guando comparado ao grupo controle.
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Figura 15: Variacdo na ingestdo de nutrientes e peso corporal em ratos Wistar apos
dieta de cafeteria por 4 semanas consecutivas. A) Média do consumo de agua
(*p<0,05). B) Ingestdo de refrigerante de cola (#p<0,05). C) Ingestdo calo6rica dos
animais (*p<0,05; #p<0,05). D) Peso dos animais (*p<0,05) (ANOVA duas vias com
medidas repetidas).
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4.2.1. GORDURA RETROPERITONEAL

A andlise de deposicdo de gordura retroperitoneal tem como objetivo
demonstrar os efeitos do uso do kefir nos tecidos adiposos. Conforme ilustrado na
figura 16A, mostramos que 0s animais que utilizaram somente a dieta de cafeteria
(Caf), apresentaram niveis elevados de acumulo de gordura retroperitoneal quando
comparado ao grupo controle (Caf: 2,764+0,1444 vs Cont:1,301+0,1528 g), no
entanto ao compararmos 0 grupo que recebeu apenas a cafeteria (grupo Caf) versos
o grupo Caf+kefir (Caf:2,764+0,1444 vs Caf+K: 2,179+0,1572), temos uma reducao
nos niveis de gordura retroperitoneal, confirmando que o kefir pode atuar como um
agente anti-obesidade para prevenir o acumulo de gordura corporal conforme
observado na figura 16B. Por outro lado, os animais do grupo Caf+K apresentaram
um maior acumulo de gordura retroperitoneal.
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Figura 16: A) Efeitos do Kefir na deposicdo da gordura retroperitoneal e B)

fotografias da cavidade abdominal aberta de ratos Wistar. Os dados
representam a média + EPM para cada grupo com n= 10-13 animais. *p<0,05
vs. Controle e #p<0,05 vs. Caf (ANOVA uma via, seguida de post-hoc de 3g
Tukey).



4.2.2. PESO SECO DO FIGADO

A relacdo entre a massa do figado comparada com massa corporal total é
demonstrada na Fig. 17. Observamos que 0s animais que consumiram a dieta de
cafeteria juntamente com o kefir apresentaram reducéo no peso do figado quando
comparado ao grupo Caf (Caf+K: 15,38+0,46 vs Caf:17,55+0,56 g) no entanto, os
dois grupos apresentaram um aumento significativo no tamanho do orgdo quando

comprado ao grupo controle (10,01+0,3541).
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Figura 17: Acao do Kefir no peso seco do figado. Os valores sao expressos em média
+ EPM para cada grupo com n= 11 animais. *p<0,05 vs. Controle (ANOVA uma via,

seguida de post-hoc de Tukey).
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3.2.3. INDICE HEPATOSSOMATICO

Conforme representado na figura 18, os ratos tratados com a dieta de cafeteria
em conjunto com kefir (Caf+K) por 4 semana tiveram o indice hepatossomatico
reduzido (~21,3% p<0,05) em comparacdo com o grupo cafeteria (Caf) (Caf+K:
13,94+1,038 vs Caf: 16,91+0,679 %) no entanto, quando comparado ao grupo

controle (cont.) (Cont: 9,934+0,294) o indice apresentou-se maior.
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Figura 18: Acdo do Kefir no indice hepatossomatico. Os valores sdo expressos em
média £ EPM para cada grupo com n= 11 animais. *p<0,05 vs. Controle (ANOVA uma

via, seguida de post-hoc de Tukey).
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4.3. MOTILIDADE INTESTINAL

Como observado na figura 19, a administracao da dieta de cafeteria aumentou
significativamente a distancia percorrida pelo marcador (carvao ativo) no intestino
delgado de ratos Wistar que consumiram a dieta de Cafeteria e Cafeteria+Kefir
quando comparado aos valores do grupo controle (Caf:64,03+5,223, Caf+K:
80,83+4,474 vs Cont: 80,834,474 %). O grupo Caf+Kefir apresentou também um
aumento da motilidade intestinal quando comparado ao grupo Caf.
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Figura 19: Acéo do Kefir na motilidade intestinal. Os valores séo expressos em média
+ EPM para cada grupo com n= 11 a 12 animais por grupo. *p<0,05 vs. Controle

(ANOVA uma via, seguida de post-hoc de Tukey).
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, demonstramos que a administracado do kefir durante 4
semanas (30 dias) em ratos Wistar alimentados com a dieta de cafeteria foi capaz
de reduzir os niveis sistémicos de colesterol total, triglicerideos, LDL colesterol
Sérico, glicose em jejum e transaminase oxalacética- glutamica (TGO). O tratamento
com o kefir também promoveu a redugdo do tecido adiposo retroperitoneal e do
figado, além disso, apresentou melhoria na motilidade intestinal dos animais. Sendo
o kefir potencial promotor da acdo antiobesidade, anti-inflamatéria e antioxidante
mesmo estando sobre o0 uso de uma dieta rica em carboidrato e lipidio.

Em busca de novas alternativas terapéuticas que possam auxiliar o combate
a crescente prevaléncia de comorbidades associadas a obesidade, o kefir de leite
tem sido mais profundamente estudado (Cerdo, et al; 2019; Huseini et al., 2012;
Wang et al., 2016), devido ao seu efeito probidtico capaz de auxiliar no tratamento e
prevencdo de varias condi¢des interligadas aos disturbios metabdlicos que fazem
parte do conjunto de doengas néo transmissiveis cronicas (DNCT) (Walsh et al.,
2016; Farag, et. al.2020; Rosa, et. al., 2016; Amorim, et. al.,2019). A obesidade
desenvolvida pelo consumo da dieta associa-se fortemente com o desenvolvimento
de dislipidemia, gerando um quadro promissor para 0 aparecimento de problemas
cardiovasculares (World Health Organization,2013).

Nossos resultados evidenciaram que o grupo Caf+K apresentou reducéo dos
niveis de LDL colesterol, colesterol total e triglicerideos com aumento dos niveis de
HDL quando comparados ao grupo que consumiu apenas a dieta (grupo dieta).
Diversos estudos evidenciam a eficiéncia dos leites fermentados em reduzir LDL e
Colesterol Total. Nos estudos de Ahn, et. al, 2003 e Choi, et. al; 2015 foi possivel
observar que alguns mecanismos de acdo dos probidticos tém sido propostos como
a desconjugacao dos sais biliares pela enzima sal biliar hidrolase (BSH) que libera
acidos biliares; que, por serem menos sollveis serdo menos reabsorvidos,
determinando assim maior utilizagdo do colesterol para composicao biliar. Outra
hipétese fundamenta-se na conversao do colesterol a coprostanol, que assim como
os acidos biliares séo facilmente excretados nas fezes (Ettinger, et. al., 2014); além
da captacdo do colesterol no intestino para incorporacdo na membrana celular

bacteriana (Ettinger, et. al., 2014; Ishimwe, et. al., 2015).
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Em um estudo realizado por Liu et al. 2006 foi observado que o uso do kefir
de leite em hamsters machos provocou reducdo sérica de triglicerideos e do
colesterol total. Esses dados corroboram os resultados obtidos na nossa pesquisa
sugerindo, que o kefir de leite pode ser considerado um dos componentes
alimentares mais promissores em termos de prevencdo de doencas
cardiovasculares por meio de sua acao hipocolesterolémica.

Os animais que receberam Kefir em associacdo com a dieta de cafeteria
(Caf+K) apresentaram reducé&o da glicose em jejum quando comparado com o grupo
qgue recebeu apenas a dieta. JA € demonstrado na literatura os beneficios do
consumo desse probidtico em relacdo a glicemia (Rosa, et.al, 2016). No estudo
desenvolvido por Liu et al, 2006, verificou-se que o Kefir estimula a captacdo de
glicose nas células do musculo esquelético e ativa a via de sinaliza¢do da insulina.
Essas caracteristicas auxiliam no aumento da captacao de glicose e na reducéo da
resisténcia a insulina.

Os resultados obtidos por Nurliyani et al, 2015 sobre o potencial antidiabético da
combinacdo de Kefir de leite de cabra e leite de soja em ratos induzidos com
estreptozotocina-nicotinamida, demonstra que os ratos diabéticos alimentados com
a combinacdo de kefir apresentaram menor glicose plasmatica do que os ratos
alimentados com leite de cabra ou kefir de leite de soja sozinho. Em um ensaio clinico
sobre o efeito do kefir na glicose e no controle do perfil lipidico de 60 pacientes
diabéticos com idade entre 35 e 65 anos, realizado por Ostadrahimi, et al,2015
demostra que o kefir reduziu a glicemia de jejum e HbA1C (hemoglobina glicada)
sendo sugerido o uso do kefir como uma terapia complementar ou coadjuvante no
tratamento de prevencéo da diabetes. Essas evidéncias demonstram que os efeitos
antidiabéticos do kefir que encontramos na nossa pesquisa sdo relevantes
destacando o seu uso como um potencial medicamento terapéutico de baixo custo.

Os dados obtidos através das analises de AST e ALT demonstram que o kefir
foi capaz de inibir as atividades séricas de glutamato oxalacetato transaminase (AST)
em animais que consumiram a dieta de cafeteria em conjunto com o Kefir (Caf+Kefir)
guando comparado aos animais que consumiram somente a dieta de cafeteria (Caf).
Sabe-se que a alteracdo desse marcador € um indicativo de lesdes ndo sendo
exclusivo somente a niveis hepaticos pois essa enzima, pode ser encontrada em

outros Orgaos tais como, coracao, rins, musculo esquelético e hemacias (Gultekin,
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et. al.,2021). Considerando essa informacdo e observando o0s niveis de ALT
identificamos, que ndo houve diferencas estatistica entre 0s grupos experimentais
correlacionando as informagBes, € importante ressaltar que a Transaminase
Glutdmica Piravica (ALT) € um marcador exclusivamente citoplasmatico e
encontrado em maior quantidade no figado (Maeda Junior AS, et. al.,2018).

Dessa forma podemos inferir que outros 6rgaos que possua a atividade enzimatica
de AST possam ter sido lesionados pela acéo da dieta de cafeteria e que, o kefir foi
capaz de realizar a protecéo desses 6rgdos nao sendo visto essa capacidade a nivel
hepatico quando observamos o resultado de AST. No entanto, em um estudo feito
por Chen H.L.et. al., 2013 demonstrou que camundongos ob/ob tratados com Kefir
durante 4 semanas apresentaram uma melhora no quadro de figado gorduroso néao
alcodlico apds reducgédo dos niveis de AST e ALT; Ainda sobre os beneficios do kefir
em nivel hepético, Chen et al., (2016), avaliou os efeitos dos peptideos de kefir na
esteatose hepatica induzida por alta frutose e o possivel mecanismo celular em
camundongos deficientes em receptores de leptina como modelo de NAFLD
(Doenca Hepética gordurosa néo alcodlica) tendo o kefir auxiliado na inibicdo das
atividades séricas de transaminase glutamico oxalacética (AST) e glutamato piruvato
transaminase (ALT).

Analisou-se ainda, a ingesta de liquido dos animais, sendo essa representada
pela ingestdo de agua e refrigerante de cola (figura 15A e 15B) identificamos uma
reducdo da ingesta de 4gua pelos animais dos grupos Caf e Caf+K nas 3 primeiras
semanas do tratamento. Observa-se que na 4 semana, houve umaumento da ingesta
de agua do grupo Caf+K quando comprado ao grupo Caf (figura 12A). Como
esperado, 0s animais que consumiram a dieta de cafeteria em conjunto com o kefir
apresentaram, uma reducédo na ingesta do refrigerante de cola quando comprado ao
grupo Caf. E importante enfatizar, que todos 0s animais que receberam o refrigerante
de cola como parte da dieta de cafeteria tinham disponivel agua, observando que a
preferéncia era o consumo do refrigerante.

A qualidade da alimentac&o pode estar associada ao consumo de refrigerante
sendo um dos alimentos listados como um dos principais causadores para 0
desenvolvimento de diversas doencas (Yoong et al,2016), apesar de existir poucos
estudos que descrevem o efeito do kefir sobre a reducéo da ingesta de refrigerantes,

sabe-se que o kefir € um alimento potencialmente probiotico por possuir uma série
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de beneficios, como a alteragcdo do perfil glicémico e lipidico, sendo esses
mecanismos interligados ao consumo de alimentos ricos desses macronutrientes
(Menestrina et al.2016).

Em relacdo ao ganho de peso dos animais, ndo houve diferenca estatistica
entre os grupos CAF e CAF+K sendo visto desses grupos com o grupo controle a
partir da segunda semana de tratamento. Diante desses dados, confirmamos que a
dieta de cafeteria foi capaz de induzir o aumento de peso dos animais sendo eficaz
para o desenvolvimento da obesidade, conforme ja descrito por diversos estudos
(Scoatris et, al.2010; Trindade et al, 2006; Zinocker et; al. 2018).

Apesar dos resultados obtidos em nosso estudo ndo ter apresentado
alteracdo no peso corporal dos animais que consumiram a dieta de cafeteria em
conjunto com o uso do kefir durante o experimento, Bourrie et al. 2018 descreve em
sua pesquisa que camundongos C57BL/6J alimentando com uma dieta rica em
gordura em conjunto com o kefir durante 8 semanas, apresentaram ao final do
tratamento uma reducéo significativa do peso além, da melhoria no perfil lipidemico
e hepatico, em um estudo feito por Choi et. al, 2017 confirma a atuacéo do kefir sobre
a reducao do peso corporal de camundongos C57BL/6J que ingeriram durante 8
semanas uma dieta rica em gordura e consumiram Kkefir, diante dos dados
encontrados na literatura, concluimos com os resultados obtidos pelo nosso estudo
que para que haja um efetividade do kefir sobre a acdo da reducédo do peso é
necessario um maior tempo de uso do probidtico.

Sabe-se que o0 acumulo de gordura na regido abdominal € um dos principais
fatores para o desenvolvimento da sindrome metabdlica. Analisando os resultados
obtidos pela nossa pesquisa sobre o acumulo de gordura retroperitoneal nos animais
do experimento, observamos que houve uma reducéo significativa do acumulo de
gordura no grupo que consumiu a dieta de cafeteria em conjunto com o kefir, quando
comparado ao grupo gue consumiu somente a CAF (~78,8%, p<0,05). Corroborando
com os dados encontrados, Seo et.al.,2020 relata que o uso do kefir em
camundongos C57BL/6J durante 8 semanas de tratamento foi capaz de promover
uma reducao no ganho de peso corporal, diminuicdo dos tecidos adiposos visceral
além de reduzir as concentragbes plasméaticas de triacilglicerol. Em um estudo
realizado por Lim et al,2017, foi demonstrado que camundongos C57BL/6J

alimentados com dieta rica em gordura durante 4 semanas apresentaram niveis
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elevados de peso e excesso do tecido adiposo, no entanto, o grupo tratado com
composto expolissacarideos isolados de grdo de kefir foi capaz de reduzir
significativamente o ganho de peso corporal e o peso do tecido adiposo. Portanto,
nossos dados preliminares abrem novas oportunidades para investigar mecanismos
pelos quais o kefir possa contribuir para a reducdo desse acumulo de gordura
visceral.

O presente estudo demonstrou que a administracdo da dieta de cafeteria
durante 4 semanas induziu ao aumento do peso do figado, quando comparado ao
grupo controle, essa alteracdo esta claramente ligada a mudancas metabdlicas
adaptativas a uma nova condicdo nutricional devido ao consumo da dieta de
cafeteria.

MacQueen, HA. et, al.2007, descreve que o aumento do peso do 6rgao se da
principalmente pela alteracdo de vias metabdlicas ligadas a sintese de lipideos e o
armazenamento de glicogénio. Sampey, BP et. Al, 2011, demonstra através de
andlise histologia de figado dos ratos tratados com a dieta de durante 15 semanas
um acumulo de goticulas lipidicas no figado caracterizando esteatose, sendo este
um dos fatores para o desenvolvimento da sindrome metabdlica.

Nossos dados indicam que os animais que consumiram a dieta de cafeteria
em conjunto ao kefir apresentaram reducdo no tamanho do 6rgao, Chen et al., 2014,
investigaram os efeitos do kefir no metabolismo de lipideos hepaticos , em ratos
induzidos a esteatose hepatica e observou, que o grupo que recebeu kefir mostrou
uma melhora no quadro de esteatose hepatica, devido a diminuicdo dos niveis de
triglicerideos e colesterol no figado, assim como dos niveis de AST e ALT, tendo
também uma reducdo na quantidade de gordura macrovesicular no figado,
possuindo um potencial para uso clinico na prevencéao e tratamento de esteatose.

Em um outro estudo feito por Kim et al. (2017) mostrou a efetividade na
obesidade e a esteatose hepatica. Os efeitos da doenca do figado gorduroso anti-
obesidade e anti-alcoolicos (NAFLD) do kefir, foram abordados de forma abrangente
juntamente com a analise comunitaria e direta da microbiota fecal em uma dieta rica
em gordura (HFD), nesse estudo foi identificado que os ratos no grupo kefir tratados
durante 12 semanas exibiram um peso corporal significativamente menor assim
como a pontuacao histopatologica da leséo hepatica, comprovando que o consumo

de kefir, modula microbiota intestinal em camundongos alimentados com HFD, o que
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evita a obesidade e NAFLD através da promocéao da oxidac&o de acidos graxos.

Como critério para avaliar os efeitos da nutricdo na fisiologia hepatica,
utilizamos o indice hepatossoméatico em busca de quantificar o estoque de energia
(glicogénio) no figado, e é possivel observar que o 0s animais que consumiram a
dieta de cafeteria em conjunto com o kefir apresentaram, uma reducéo no percentual
de massa do figado em relacdo ao peso corporal quando comparado ao grupo que
consumiu apenas a dieta de cafeteria. Essas pesquisas, portanto, confirmam os
dados encontrados pelo nosso estudo de que o kefir € um promissor probiético para
a regulacao do funcionamento do figado.

Visando avaliar os efeitos do Kefir no intestino, analisamos o transito intestinal
dos ratos que consumiram a dieta de cafeteria, onde foi possivel observar que os
animais que consumiram apenas a dieta de Cafeteria e dieta de Cafeteria+Kefir
apresentaram niveis de motilidade aumentada quando comparado ao grupo controle,
no entanto, o grupo Caf+K quando comparado ao grupo Caf obteve uma maior
motilidade intestinal.

O intestino é considerado um ambiente com amplo nimero de espécies de
bactérias distintas, sendo encontradas em toda regido gastrointestinal formando a
microbiota intestinal (Guarner, 2007), essa quando saudavel forma uma barreira
contra 0s micro-organismos invasores, que potencializa os mecanismos de defesa
do hospedeiro contra os patégenos, melhorando a imunidade intestinal pela
aderéncia a mucosa e estimulando as respostas imunes locais. Além disso, ela
também compete por combustiveis intraluminais, prevenindo o estabelecimento das
bactérias patogénicas.

Dessa forma, o comprometimento da integridade intestinal, situacao
conhecida como disbiose intestinal, pode acarretar inUmeros problemas e o
desenvolvimento diversas doencas que acometem o Trato Gastrointestinal (TGI),
como a sindrome do intestino irritavel (Sll), doenca inflamatoria intestinal (DIl) e a
doenca de Chron (Lee et. al., 2014) entre outras ja descritas como o desenvolvimento
da obesidade, tendo em vista o eixo cérebro-intestino como uma legitima interligacéo
em suas funcbes, essa doenca influencia negativamente para o aumento de
colonizagcbes bacterianas patogénicas, contribuindo para o surgimento de outras
doencas (Jumpertz et al., 2011).

A dieta de cafeteria € caracterizada por alto teor de gordura e baixo consumo
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de fibras esse modelo de alimentacéo € considerado um dos principais fatores que
contribuem para a disbiose ou alteracdo da microbiota intestinal, afetando as
proporcdes e tipos de metabdlitos produzidos (De Filippo et al., 2010; Requena et
al., 2013). Correlacionando uma alimentac&o rica em carboidrato e lipidios com o
desenvolvimento da obesidade e a microbiota intestinal, um dos fatores observados
€ que pacientes obesos apresentam maior incidéncia de supercrescimento
bacteriano no intestino delgado gerando um aumento da motilidade intestinal (R. L.
Bertrand et al. 2011).

Manter a integridade intestinal é fundamental para evitar o surgimento de
doencas, a insercao de probidticos ou a suplementacéo de prebidticos e probidticos
na alimentacao, tem sido apontada como estratégias que repercutem beneficamente
nessa manutencao do intestino. Como caracteristica dos probiéticos sabe-se que 0s
mesmos resistem ao processo de digestdo e chegam intactos ao intestino, onde
atuam de maneira positiva reduzindo os gases, auxiliando o intestino preguicoso e
as diarreias. Estudos indicam os probidticos ainda podem beneficiar em dores
musculares, problemas no estdbmago e doencas cronicas, entre outros (Amar J. et
al, 2011).

Mesmo tendo poucas informacdes cientificas que relacione o uso do kefir e seus
efeitos junto a dieta de cafeteria, consideramos que os resultados obtidos na nossa
pesquisa confirmam a eficacia da acdo positiva do kefir a nivel intestinal sendo
necessario mais andlises quanto a efetividade de suas acdes protetoras nas doencas

ligadas ao intestino e ao desenvolvimento da obesidade.
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5. CONCLUSAO

No presente estudo, ficou evidente que a administracdo do kefir por um
periodo de 4 semanas foi capaz de promover a reducéo dos niveis de colesterol total,
triglicerideos e LDL, apresentando um aumento nos niveis séricos de HDL além de
proporcionar uma melhoria nos niveis de TGO.

Também ficou demonstrado que apesar do peso corporeo dos animais que
consumiram a dieta de cafeteria e cafeteria+Kefir ndo apresentar diferencas
estatistica, foi observado uma reducédo da gordura retroperitoneal e do peso seco do
figado confirmando que, o kefir promove a acdo antiobesidade, anti-inflamatoria e
antioxidante mesmo estando sobre o uso de uma dieta rica em carboidrato e lipidio.

Além disso, foi constatado um aumento da motilidade intestinal dos animais
gue consumiram a dieta de cafeteria em conjunto com o Kefir sendo que para tal
efeito, se faz necessario mais pesquisas sobre essa acédo visto que, 0 aumento da
motilidade pode estar ligado ao desencadeamento de outras doencas.

Deste modo, o consumo de probiéticos, como o kefir parece ter efeitos
relevantes sobre o perfil bioquimico e metabdlico sendo considerada uma boa
alternativa nutricional e de baixo custo para o tratamento de pacientes que
apresentam o0 estado de obesidade e sindromes metabdlicas advindos

principalmente de uma alimentag¢ao desequilibrada nutricionalmente.
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