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RESUMO

A desnutricdo induzida por restricdo alimentar gera indmeras mudancas
metabolicas que podem afetar o peso corporal, sistema digestivo e outros 6rgaos,
incluindo o figado, conduzindo a um estado inflamatorio e ao estresse oxidativo.
O figado é um o6rgao responsavel por inimeras vias bioquimicas na producéo,
modificacdo e utilizacdo de nutrientes e de outras substancias metabolicamente
importantes, e também um dos érgdos vitais do nosso corpo, e, por esse motivo é
necessario analisar o efeito dos graos de kefir no reparo de possiveis alteragdes
que possam ocorrer nesse 6rgdo devido a desnutricdo. Diante disso, objetivou-se
avaliar os efeitos dos grdos de kefir na recuperacdo hepatica em camundongos
desnutridos com o foco na expressdo de genes relacionados ao estresse oxidativo
e em parametros histolégicos do figado. Foram utilizados para o experimento
camundongos Swiss, divididos em quatro grupos e submetidos a duas fases de
tratamento: a fase de restricdo alimentar, para o inicio da desnutricdo, e a fase
renutricdo, com os camundongos sendo alimentados com diferentes dietas. Os
resultados mostraram que a suplementacdo oral com os gréos de kefir melhorou o
perfil metabdlico dos animais desnutridos, aumentando a adiposidade, o HDL,
diminuindo os niveis séricos da TGP e da fosfatase alcalina, diminuindo a
inflamacdo hepética e aumentando a expressao das enzimas antioxidantes GPX e
catalase. Em conclusdo, o presente estudo, pela primeira vez, demostrou a
modulacéo da inflamacdo e do estresse oxidativo hepatico pelos gréos de kefir em
animais desnutridos. Esses achados podem contribuir para entender melhor os
efeitos metabdlicos mediados pelos grdos de kefir no contexto da desnutricdo. No
entanto, os mecanismos que envolvem o possivel papel dos graos de kefir na acdo
das enzimas GPX e CAT no figado precisam ser melhor investigados.

Palavras-chave: Restricdo alimentar. Figado. Estresse oxidativo. Renutrig&o.
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1. INTRODUCAO

A desnutricdo, em termos gerais, trata-se de uma
deficiéncia ou desequilibrio de ingestdo de proteinas e outros
nutrientes. Nesse sentido, esse transtorno pode manifestar-se de
varias maneiras, por fator primario, consequente de uma
ingestdo insuficiente de alimentos, ou por fatores secundarios,
resultantes de suas complicacdes ou de uma doenca (MEIER,;
STRATTON, 2008; VERBRUGGHE et al., 2013). E um
problema prevalente, condigdo que atinge uma em cada trés
pessoas em todo o mundo (INSTITUTE, 2016). A desnutricdo
altera a composicdo corporal e estd associado a um estado
inflamatorio sistémico (SOETERS et al., 2017). Além disso, a
desnutricdo pode acarretar o aumento dos genes relacionados ao
estresse oxidativo (GHONE et al., 2013) e afetar a expressdo de
enzimas com atividade antioxidante, como a
glutationaperoxidase (GPx) e a catalase (PARTADIREDJA et
al., 2008).

Na desnutricdo o figado exerce um importante papel.
Esse orgdo é responsavel por indmeras vias bioquimicas na
producdo, modificacdo e utilizacdo de nutrientes e de outras
substancias metabolicamente importantes, e também um dos
Orgdos vitais do nosso corpo, importante na desintoxicacdo de
substadncias quimicas tdéxicas e drogas (NOMPLEGGI,;
BONKOVSKY, 1994; RUI, 2014).
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Os graos de kefir sdo descritos como uma associacao
simbidtica de leveduras, bactérias &cido-laticas e bactérias
acido-acéticas envoltas por uma matriz de polissacarideos
referidos como kefiran. O kefir € um alimento rico em acido
latico, acético e gliconico, alcool etilico, gas carbonico, vitamina
B12 e polissacarideos que conferem ao produto caracteristicas
sensoriais singulares. O acido latico formado a partir da
fermentacdo da lactose age como conservante natural, tornando
o0 kefir um produto biologicamente seguro, combinando-se este
com os nutrientes, calcio e ferro, facilitando a absorcdo dos
mesmos. O produto possui ainda, alta digestibilidade, que é
atribuida a natureza da coalhada, cujas proteinas sofreram,
durante a fermentacdo, desnaturacdo em varios graus, obtendo
assim uma coalhada de particulas finamente divididas e
facilmente penetradas pelos sucos gastricos (HERTZLER,;
CLANCY, 2003; SOUZA; GARCIA; VALLE, 1984). Diante
disso, o trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
suplementacdo com grédos de kefir no metabolismo e na

recuperacdo hepatica de camundongos desnutridos

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Desnutricéo

A desnutricdo se manifesta de varias maneiras: no

crescimento e no desenvolvimento infantil insatisfatorio; em
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pessoas que sdo extremamente magras ou estdo propensas a
contrair infeccBes; em quem tem excesso de peso ou que corre 0
risco de contrair doencas cronicas devido ao consumo de
grandes quantidades de acucar, sal ou gordura; ou naqueles que
apresentam deficiéncia de vitaminas ou minerais essenciais. A
alimentacdo inadequada, sem duvidas, os maiores fatores de
risco que contribuem para a carga mundial de morbidade: todos
0s paises do mundo enfrentam sério desafio na area de salde
publica em decorréncia desses problemas (INSTITUTE, 2016)

A desnutricdo pode ser definida como um estado
nutricional no qual ha uma deficiéncia ou desequilibrio de
proteinas, energias e outros nutrientes, com impactos adversos
na composicao corporal, na funcdo muscular, cognitiva, imune e
no resultado clinico. Pode ocorrer tanto por um fator primario,
resultante de uma ingestéo insuficiente de alimentos, como por
problemas secundarios, resultantes de doencas e outras
ocorréncias (MEIER; STRATTON, 2008).

Muitos estudos com modelos animais de laboratério
tém sido cada vez mais utilizados para avaliar os efeitos da
desnutricdo em uma série de alteracGes metabolicas que levam a
reducdo do peso corporal, diminuicdo da imunocompeténcia,
alteracdes das funcdes do aparelho digestivo, suscetibilidade a
infeccdes, entre outras (MORRIS et al., 2011; RANADE et al.,
2008). Desse modo, estudos que tratam desse tema constituem-
se numa preocupante questdo da atualidade e continuam a ser

prioridade, sendo de grande interesse para toda a sociedade e
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para comunidade cientifica.

2.2 Doengas hepaticas na desnutri¢do

Apesar dos avancos na avaliacdo e tratamento de
pessoas com doencas hepaticas, existe ainda a falta de suporte
nutricional adequado para esses pacientes. A desnutricdo em
pessoas com doenca hepatica continua sendo um enorme desafio
para sociedade. Os problemas nutricionais desses pacientes sao
multifatoriais e geralmente incluem diminuicdo da ingestdo
devido a anorexia, aumento da perda de energia,
hipermetabolismo e aumento das necessidades de energia
(JESUS et al., 2011).

A desnutricdo é uma condicdo prevalente em
pessoas com doenca hepética. Devido a grande prevaléncia da
ma nutricdo, a avaliacio do estado nutricional e o
acompanhamento da ingestdao alimentar precisam ser realizados
em todos os individuos com doenca hepatica. Uma vez que a
desnutricdo se configura como uma das causas que podem ser
revertidas, melhorando a sobrevida e qualidade de vida dos
pacientes, identificar rapidamente o paciente que necessita e pode
ser beneficiado com uma intervencdo nutricional precoce torna-se
imprescindivel. doenca hepética resulta em um maior desajuste
nutricional, e a0 mesmo tempo leva a mau funcionamento do
figado. Esse € o principal 6rgao que exerce fungédo essencial no

metabolismo corporal, abrangendo as etapas como a regulacao
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do metabolismo proteico e energético (FERREIRA et al., 2009).

Dessa forma, o figado é o principal 6rgéo
metabdlico que produz diversos complexos de fatores
bioquimicos e fisiologicos. Processos que podem incluir a
regulacdo de proteinas e metabolismo energético, mas também
para desintoxicacdo de produtos quimicos e drogas. Desse
modo, ndo €é surpreendente que pessoas com desnutricdo
apresentem doencas hepaticas (MCCULLOUGH; TAVILL,
1991; RUI, 2014).

A intervencdo alimentar é uma estratégia cada vez
mais eficiente. Desse modo, recomenda-se a realizacdo de uma
avaliacdo multidisciplinar na desnutricdo, a fim de aperfeicoar o
suporte nutricional, especialmente para aqueles pacientes com
risco elevado de desnutricdo devido a gravidade de sua doenca
hepética (PLAUTH et al., 2009).

2.3 Grdos de kefir como uma alternativa para o tratamento em

camundongos desnutridos

Um produto que vem sendo altamente estudado e
que esta relacionado com o tratamento de diversas complicagdes
na saude humana é o kefir. Essa bebida, leite fermentado &cido e
ligeiramente alcodlico, origindria das montanhas caucasianas é
tradicionalmente produzida atraves da inoculacdo de gréos de
kefir no leite (CHEN et al., 2014).

Kefir, um leite fermentado obtido através da dupla
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fermentacdo dos seus grdos, é de facil preparo e apresenta
consisténcia semelhante ao iogurte, sendo ligeiramente
efervescente e espumoso. Os grdos de kefir sdo descritos como
uma associacao simbioética de leveduras, bactérias acido-laticas e
bactérias acido-acéticas envoltas por uma matriz de
polissacarideos referidos como kefiran. O kefir € um alimento
rico em acido latico, acético e gliconico, alcool etilico, gas
carbénico, vitamina B12 e polissacarideos que conferem ao
produto caracteristicas sensoriais singulares. O &cido latico
formado a partir da fermentacdo da lactose age como
conservante natural, tornando o kefir um produto
biologicamente seguro, combinando-se este com 0s nutrientes,
calcio e ferro, facilitando a absorcdo dos mesmos. O produto
possui ainda alta digestibilidade, que é atribuida a natureza da
coalhada, cujas proteinas sofreram, durante a fermentacéo,
desnaturacdo em varios graus, obtendo assim uma coalhada de
particulas finamente divididas e facilmente penetradas pelos
sucos gastricos (HERTZLER; CLANCY, 2003; SOUZA et al.,
1984).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, através do Regulamento Técnico de Identidade e

Qualidade de Leites Fermentados define kefir como:

Leite fermentado, adicionado ou ndo de
outras substancias alimenticias, obtidas por
coagulacdo e diminuigdo do pH do leite, ou
reconstituido, adicionado ou ndo de outros

17



produtos lacteos, cuja fermentacdo se realiza
com cultivos de &cido-lacticos elaborados
com grdos de Kefir, Lactobacillus kefir,
espécies dos  géneros  Leuconostoc,
Lactococcus e Acetobacter com producéo de
acido lactico, etanol e didxido de carbono.
Os grédos de Kefir sdo constituidos por
leveduras  fermentadoras de  lactose
(Kluyveromyces marxianus) e leveduras ndo
fermentadoras de lactose (Saccharomyces
omnisporus e Saccharomyces cerevisae e
Saccharomyces  exiguus), Lactobacillus
casei, Bifidobaterium sp e Streptococcus
salivarius subsp thermophilus. Estabelece,
ainda, gue os microorganismos especificos
devem ser viaveis, ativos e abundantes no
produto final durante seu prazo de validade
com a contagem minima de 107 (UFC/g) de
bactérias laticas totais e de 10* (UFC/g) de
leveduras especificas e de 0,5 a 1,5 de
Etanol (% v/m) (BRASIL, 2007).

Varios estudos demonstraram numerosas atividades
biolégicas do kefir, incluindo efeitos antibacterianos,
antifangicos, antioxidantes, antidiabéticos, antitumorais e
imunoestimuladores (CHEN et al., 2014). Além disso, foi
considerado nutricionalmente benéfico, pois seu consumo
promove a absorcdo de nutrientes e, além disso, aumenta a
imunidade do individuo (PAUCEAN; SOCACIU, 2008).

As atividades anti-inflamatérias do kefir em
camundongos foram observadas apos um tratamento de sete dias
com gel de kefir (RODRIGUES et al.,, 2005), bem como
atividades anti-inflamatérias. (DINIZ et al., 2003) em um

modelo no qual o tecido granulomatoso e a contor¢cdo sao
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induzidos pelo &cido acético em camundongos.

Outro beneficio do seu consumo é a melhora da
sindrome do figado gorduroso, inibindo a via da lipogénese em
camundongos knockout para ob/ob com deficiéncia de leptina.
O efeito positivo no tratamento de camundongos ob/ob com
kefir diminuiu significativamente a expressdo de genes
lipogénicos (SREBP1, ACC e FAS) e modulou a sindrome do
figado gorduroso que é proposto (CHEN et al., 2014). Deste
modo, esse trabalho fornecera evidéncias cientificas de que o0s
gréos de kefir podem ser uma opgao alimentar segura e nutritiva
para 0 tratamento em camundongos desnutridos e que
posteriores andlises clinicas poderdo ser avaliadas para fins de

alternativa viavel no combate a desnutricao.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e dieta

O experimento foi conduzido com 32 camundongos,
machos, Swiss, com 6 semanas de idade divididos em 4 grupos
(n = 8 cada). Os animais foram mantidos em uma fase inicial de
adaptacao (periodo de 10 dias), com livre acesso agua e a racdo
padrdo Presence — Racdo para ratos e camundongos contendo,
67.5% de carboidratos, 22.5% de proteinas e 10% de lipideos.
Todos os procedimentos realizados que envolveram os animais

estavam de acordo com os padrdes éticos da instituicdo
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(CEEBEA - Universidade Estadual de Montes Claros — Anexo
1). Os animais foram mantidos sob condicGes controladas de luz

e temperatura.

3.2 Preparo do kefir

Os gréos kefir serdo inoculados (5%, peso / volume)
e propagados em leite esterilizado a 20 ° C durante 20 h para
ativa-los. Apés a filtracdo dos grdos, o leite fermentados serdo
descartados e o0s grdos serdo separados e refrigerado na
temperatura de 20° C (CHEN et al., 2014).

3.3 Protocolos de desnutricao e dietas de renutri¢do

Logo apos o periodo de adaptacdo os animais foram
submetidos a duas fases de tratamento as quais foram a fase de
restricdo calorica para conduzir a desnutricdo (FOCK et al.,
2007) e fase de renutricéo.

A restricdo caldrica de 20% em relagdo ao grupo
controle foi mantida até 0 momento que 0s animais atingiram
um deficit de peso de cerca de 20% em relacdo aos seus pesos
originais. A partir de entéo, eles foram submetidos a renutricéo
pelo periodo de 30 dias. Os grupos com suas respectivas dietas

de renutricdo sdo mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Grupos de animais conforme tipo de dieta.

Estimativa de

Identificacdo dos . _— consumo calérico
Dieta de renutricao . .
grupos por animal/dia

(kcal)

Controle — Nutridos Racdo padréo* (7,59) 25,67

Controle + Gréos de Racéo padrdo (7,30g) + 25 67
kefir** Graos de Kefir (0,20g/mL) ’

Desnutrido Racé&o padrdo (69) 19,75

Desnutrido + Gréos de Rac&o padréo (5,80q) + 1975
kefir** Gréos de Kefir (0,20g/mL) '

*Racdo Presence: 3,95 kcal/1g; **Graos de Kefir: 4,272 kcal/g

3.4 Testes de tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina
(TTGeTSI)

Para o teste de tolerancia a glicose, 2mg glicose/g de
peso corporal foi injetada por via intraperitoneal em
camundongos ap6s jejum noturno. Os niveis de glicose foram
monitorados aos 0, 15, 30, 60 e 120 min ap6s a injecdo,
utilizando-se amostras de sangue retiradas da cauda do animal.
Testes de sensibilidade a insulina foram realizados com o0s
animais no estado alimentado, apés injecdo intraperitoneal de
insulina (0,75U/kg de peso corporal), onde amostras de sangue
da cauda foram coletadas nos momentos 0, 15, 30 e 60 min ap6s

a injecdo para a medicdo dos niveis de glicose no sangue.

3.5 Analises bioquimicas
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O soro foi obtido ap6s a centrifugacdo (3200 rpm
por 10 minutos a 4 ° C). Colesterol total, triglicerideos,
lipoproteina de alta densidade (HDL), Alanina aminotransferase
(TGP), Aspartato aminotransferase (TGO) e Fosfatase alcalina
foram avaliados usando kits enzimaticos (Wiener®, Argentina).
As medicdes foram realizadas em um Wiener BT-3000 plus
ChemistryAnalyzer (Wiener®, Argentina).

3.6 Avaliacgdes histopatoldgicas

Para avaliacdo microscépica, as amostras de figado
foram fixados em formalina tamponada 10% a 40°C durante a
noite, desidratadas por graus crescentes de alcool, xileno e
parafina, e depois embebidos em parafina, seccionados a 5 pm e
subsequentemente corados com hematoxilina e eosina. para
avaliar a arquitetura do tecido hepaético e a infiltracdo de células
inflamatérias (SCHNEIDER, 2013). As laminas foram
analisadas em um microscopio invertido FSX100 (Sao Paulo,
Brasil). Contagens de ceélulas inflamatérias foram obtidas
usando o software Image J (Wayne Rasband, Institutos
Nacionais de Saude, Bethesda, MD) (AGUIAR et al., 2013;
GOMES et al., 2013).

3.7 Transcriptase reversa (RT-PCR)
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O RNA total extraido do figado foi preparado
usando o reagente TRIzol (Invitrogen Corp.®, San Diego,
California, EUA), tratado com DNAse e transcrito reversamente
com M-MLV (Invitrogen Corp.®). A gliceraldeido enddgeno 3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), enzimas desativadoras de
radicais livres, como glutationa peroxidade (GPx) e catalase
(CAT) foram avaliadas usando primers especificos e reagente
verde SYBR (AppliedBiosystems®, EUA) em uma plataforma
plus-one (Applied Biosystems®). O método CT comparativo
relativo foi aplicado para comparar os niveis de expressdo
génica entre os grupos, usando a equacdo 2-AACT (LIVAK;
SCHMITTGEN), sequéncias de iniciadores descritos na Tabela
2.

Tabela 2 - Primers de camundongos especificos usados neste

estudo

Gene Forward Reverse

GAPDH AAGAAGGTGGTGAAGCAGGCATC CGAAGGTGGAAGAGTGGGAGTTG
CAT GTCTCACGTTCCGCAGCTCTGC CTCCTATTGGGTTCCCGCCTCC
GPx CGACATCGAACCCGATATAGA ATGCCTTAGGGGTTGCTAGG

3.8 Analise Estatistica

Todos os dados foram analisados com o software
GraphPad Prism (Versdo 5.0®, San Diego, Califérnia, EUA),
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com 95% de confianca (p <0,05). Os dados sdo expressos como
a média = SEM. A significancia estatistica entre os grupos de
camundongos foi avaliada por ANOVA de uma via, seguida
pelo pds-teste de Tukey e pelo teste t de Student. A significancia

estatistica foi estabelecida em p <0,05.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Consumo alimentar, consumo energético, peso corporal,

peso dos tecidos e adiposidade

O consumo alimentar (ST, 0,0750+0.015; ST+GK,
0,0750£0.015; FR, 0.0660+0.015; FR+GK, 0.0660+0.015) e
energético (ST, 0.2420+0.050; ST+GK, 0.2420+0.050; FR, 0.
2530+0.051; FR+GK, 0.2530+0.051) n&do apresentaram
diferencas estatisticamente significativas entre os camundongos
alimentados com o mesmo tipo de dieta (Figuras 1la e 1b). Na
analise de peso corporal observamos como esperado uma
reducdo do peso corporal do grupo de camundongos desnutridos
quando comparado com o grupo controle ndo desnutrido (ST,
58.63 + 3.154 vs. FR, 45.15 + 0.328) (Figura 1c).

Na analise da area sobre a curva de peso corporal
ndo apresentaram diferenca significativa no grupo desnutrido
comparado com o tratado com grdos de kefir. (FR, 381,1+
9,429vs. FR+GK, 378,7+ 4,060) (Figura 1c).
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Figura 1 - Peso corporal, consumo alimentar e energético de

camundongos alimentados com dieta padréo e renutridos.
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Legenda: Consumo alimentar (a), consumo energético (b), peso
corporal diario e area sobre a curva (c). Os dados sdo apresentados
como média £ SEM. As diferencas estatisticamente significativas
entre 0s grupos sdo indicadas como * p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001 em comparacdo com 0s grupos dieta padrdo (ST) e grupos
renutricdo (ST, ST+GK, FR e FR+GK).

O peso do tecido adiposo epididimal foi maior no
grupo de camundongos desnutridos tratados quando comparado
ao controle desnutrido (FR, 0.0070 + 0.001 vs. FR+GK,
0.0200+0.0). N&o foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas no peso dos tecidos adiposos retroperitoneal (FR,
0.0045 + 0.002 vs. FR+GK, 0.007 + 0.003) e mesentérico (FR,
0.009+ 0.002; FR+GK, 0.013+0.007) entre o0s animais
desnutridos tratados e o controle desnutrido. A andlise de

adiposidade demonstrou um aumento estatisticamente
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significativo nos camundongos desnutridos que receberam kefir
em relacdo ao grupo controle desnutrido (FR, 0.014 + 0.003 vs.
FR+GK, 0.040 £ 0.0) (Figura 2a-d).

Figura 2 - Tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal,
mesentérico e adiposidade de camundongos alimentados com

dieta padréo e renutridos
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Legenda: Tecido adiposo epididimal (a), tecido adiposo
retroperitoneal (b), tecido adiposo mesentérico (c), adiposidade (d). Os
dados sdo apresentados como média + SEM. As diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos séo indicadas como * p
<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 em comparagdo com 0s grupos dieta
padrdo (ST) e grupos renutri¢do (ST, ST+GK, FR e FR+GK).
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4.2 Testes de tolerancia a glicose, sensibilidade a insulina e

andlises bioquimicas

A anélise da &rea sob a curva do teste de tolerancia a
glicose ndo demonstrou diferencas estatisticamente significantes
entre o grupo desnutrido e o desnutrido que recebeu kefir (FR,
22433 + 1506 vs. FR+GK, 21255 + 1054) (Figura 3a).
Resultados semelhantes foram encontrados na andlise de area
sob a curva do teste de sensibilidade a insulina (FR, 6465 +
926.9 vs. FR+GK 6063 + 1164) (Figura 3b) N&ao foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas nos niveis
séricos de glicemia de jejum (FR,156,3 mg/dL + 10.31 vs.
FR+GK, 150.7 mg/dL + 3.528) e triglicérides (FR, 294.4 mg/dL
+ 19.36 vs. FR+GK, 348.0 mg/dL % 24.68) entre o0s
camundongos do grupo desnutrido tratado e o seu respectivo
controle desnutrido (Figura 3c). Foi observado um aumento
estatisticamente significativo nos niveis de HDL no grupo
desnutrido tratado com kefir em comparacdo com seu controle
desnutrido (FR, 54.57 mg/dL * 2.88 vs. FR+GK, 84.20 mg/dL +
9.035) (Figura 3d).
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Figura 3 - Perfil glicémico de camundongos alimentados com

dieta padréo e renutridos
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Legenda: Teste de tolerdncia a glicose e area sobre a curva (a), teste
de sensibilidade a insulina e area sobre a curva (b). Os dados sdo
apresentados como media £+ SEM. As diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos sdo indicadas como * p <0,05, ** p
<0,01, *** p <0,001 em comparacdo com os grupos dieta padrdo (ST)
e grupos renutricdo (ST, ST+GK, FR e FR+GK).

Os niveis de colestetol total foram estatisticamente
menores nos animais desnutridos quando comparado ao controle
ndo desnutrido (ST, 145.8 mg/dL £ 7.351 vs. FR, 135.3 mg/dL £
7.860) (Figura 4e). Também foi observada uma melhora no
perfil das enzimas hepaticas no grupo de camundongos
desnutridos tratados quando comparado ao controle desnutrido,
com reducdo dos niveis de TGP (FR, 406.7 mg/dL £ 33.19 vs.
FR+GK, 198.5 mg/dL * 21.95) e fosfatase alcalina (FR, 327.3
mg/dL = 20.54 vs. FR+GK, 181.3 mg/dL + 34.26) foram
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observados no grupo de camundongos desnutridos tratado com
kefir quando comparado ao controle desnutrido, bem como,
niveis aumentados de TGO (FR, 215.3 mg/dL + 51.97 vs.
FR+GK, 556.0 mg/dL * 20.00) (Figura 4f).

Figura 4 - Par@metros bioquimicos de camundongos alimentados

com dieta padréo e renutridos
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Legenda: Os grdos de kefir melhorou o colesterol total em
camundongos desnutridos. triglicerideos (a), HDL (b), colesterol total
(c), TGO (d), TGP (e), fosfatase alcalina (f). Os dados s&o
apresentados como média + SEM. As diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos sdo indicadas como * p <0,05, ** p
<0,01, *** p <0,001 em comparagdo com os grupos dieta padrdo (ST)
e grupos renutricdo (ST, ST+GK, FR e FR+GK).
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4.3 Peso do figado, analise histologica e Real-time PCR

Os camundongos desnutridos que receberam kefir
apresentaram um aumento significativo do peso do figado
quando comprado ao controle desnutrido (FR, 215.3 g/BW +
0.004 vs. FR+GK, 0.050 ¢g/BW vs. 0.0) (Figura 5a). Foi
observado uma redugdo estatisticamente significativa do
infiltrado inflamatdrio no grupo de animais tratados com kefir
quando comparado ao seu respectivo controle (ST, 53,63 +
4.136; ST+GK, 41,13 £ 1.469; FR, 45,38+ 2,611; FR+GK,
33,00 + 3.343) (Figura 5b). Analises de RT-PCR demonstraram
um aumento significativo da expressdo das enzimas
antioxidantes GPX (ST, 1,70 £ 0, 858; ST+GK, 77,97 + 19,50;
FR, 2,475+ 0,9; FR+GK, 173,7 + 38,66) (Fig. 6a) e CAT (ST,
1,146 = 0, 407; ST+GK, 21,35 + 2,823; FR, 1,408+ 0,674;
FR+GK, 25,38 + 5,165) (Figura 6b) nos grupos de animais

suplementados com o gréao de kefir.
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Figura 5 - Infiltrado inflamatdrio no figado e peso do figado de

camundongos alimentados com dieta padréo e desnutridos
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Legenda. Os grdos de kefir reduziu o Infiltrado inflamatorio e
aumentou o peso do figado em camundongos desnutridos. Figado (a) e
nimero de células inflamatérias. Os dados sdo apresentados como
média £ SEM. As diferencas estatisticamente significativas entre 0s
grupos sao indicadas como * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 em
comparagdo com os grupos dieta padrdo (ST) e grupos renutricdo (ST,
ST+GK, FR e FR+GK).
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Figura 6 - Expressdao de mRNA das enzimas desativadoras de
radicais livres, como glutationa peroxidade (GPx) e catalase
(CAT) no figado de camundongos alimentados com dieta padrédo

e renutridos
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Legenda: Os grdos de kefir modulou a expressdo das enzimas GPx e
CAT em camundongos desnutridos. Expressdo de mRNA da enzima
GPx (a) e expressdo de mRNA da enzima CAT (b). Os dados sdo
apresentados como media £+ SEM. As diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos sdo indicadas como * p <0,05, ** p
<0,01, *** p <0,001 em comparagdo com 0s grupos dieta padrdo (ST)
e grupos renutricdo (ST, ST+GK, FR e FR+GK).

4.4 Discussao

O dano hepatico causado pela desnutricdo por
restricdo alimentar j& foi descrito por outros estudos (MORRIS
et al., 2011), principalmente pelo fato do figado ser um 6rgéo
central no metabolismo (COUTO et al., 2008). Neste estudo,
nos demonstramos que a desnutricdo gera dano hepatico. Foi

observado aumento dos niveis séricos das enzimas TGP e
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fosfatasse alcalina, reducdo do peso do figado, inflamacgéo e
reducdo da expressdo das enzimas antioxidantes GPX e CAT.
Estes resultados validam os achados de outros autores que
também evidenciaram diminuicao do peso corporal (18, 19) e do
figado em animais que foram submetidos a restricdo alimentar.

As justificativas para comprovar algumas dessas
alteragcBes relacionadas a desnutricdo sdo bem descritas na
literatura. De acordo com Guzman-Silva e colaboradores (2004)
(GUZMANS-SILVA et al., 2004), a desnutric3o relaciona a perda
de massa hepatica para assegurar a disponibilidade de energias a
6rgdos importantes, como cérebro e coragcdo (DE ALMEIDA
PINHEIRO et al., 2017; GUZMAN-SILVA et al., 2004), o que
fundamenta a diferenca analisada.

Os danos do estresse oxidativo tém sido
relacionados a desnutri¢do alterando os mecanismos de protecao
antioxidantes (GAVIA-GARCIA et al., 2015). Normalmente os
organismos sdo equipados com mecanismos para eliminar essas
espécies reativas, envolvendo tanto vias ndo enzimaticas e
enzimaticas. As vias enzimaticas envolvem algumas enzimas
desativadoras  de  radicais livres como  catalase,
glutationaperoxidase (GPx) e superdxido dismutase (SOD)
(FARDET; CHARDIGNY, 2013; LYKKE et al., 2013).

Neste contexto, analisamos o efeito da desnutricdo
sobre as enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, observamos
diminuicdo da expresséo do mRNA nos genes catalase e da

enzima glutationaperoxidase (GPX) no grupo desnutrido (FR).
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Isso demostra que a modulacdo da expressdo genica das
referidas enzimas pode ser afetada pela desnutri¢éo.

Resultados semelhantes foram encontrados em outro
estudo realizado no timo de ratos lactantes desnutridos
(GAVIA-GARCIA et al., 2015), com diminuicdo da expressao
do gene da catalase e da GPx nos animais desnutridos (GAVIA-
GARCIA et al., 2015). Além disso, foi demonstrado que a
desnutricdo protéico-energética resulta em uma reducdo
expressao hepatica da enzima antioxidante glutationa S-
transferase, que pode aumentar a radicais e estresse oxidativo no
figado (CHO et al., 2000). Estudos experimentais sugeriram que
a desnutricao protéica produz alteracdes inflamatorias no figado,
incluindo um aumento da producédo de interleucina-6 (LING et
al., 2004).

A Doenca hepatica gordurosa ndo hepatica
(DHGNA) também ¢ caracterizada por um aumento no estresse
oxidativo [60,61], a suplementa¢do com um custo baixo e facil
de usar antioxidantes como a vitamina E podem ser Gteis na
prevencdo da progressao de lesdes no figado (CHALASANI et
al., 2012; FARDET; CHARDIGNY, 2013; HERNANDEZ-
AQUINO; MURIEL, 2018). Nesse seguimento, descrevemos
pela primeira vez que a suplementagdo dos animais desnutridos
com os grdos de kefir foi capaz de reverter o dano hepatico,
aumentar a adiposidade e a expressdo da GPX e CAT.

O kefiran, um componente importante do Kkefir,

inibiu a inflamagdo pulmonar induzida pela ovalbumina em um
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modelo murino de asma, inibindo a liberacdo de eosindfilos e
outras células inflamatdrias no liquido do lavado broncoalveolar
(LBA) e no tecido pulmonar, e também os niveis das citocinas
pré-inflamatorias interleucina-4 (IL-4) e a interleucina-5 (IL-5)
(KWON et al., 2008). Outro estudo descreveu o efeito
antioxidante do kefir em ratos com lesdo renal (PUNARO et al.,
2014). Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo
com ratos expostos ao chumbo, neste caso o Kefir também
demonstrou uma atividade antioxidante (OZCAN et al., 2009).

5 CONCLUSAO

Em resumo, mostramos que a suplementacdo oral
com os grdos de kefir melhorou o perfil metabolico dos animais
desnutridos, aumentando a adiposidade, o HDL, diminuindo os
niveis séricos da TGP e da fosfatase alcalina, diminuindo a
inflamacdo hepatica e aumentando a expressdo das enzimas
antioxidantes GPX e catalase. Os resultados do presente estudo
sugerem, pela primeira vez, a modulacdo da inflamacéo e do
estresse oxidativo hepatico pelos grdos de kefir em animais
desnutridos. Esses achados podem contribuir para entender
melhor os efeitos metabolicos mediados pelos gréos de kefir no
contexto da desnutricio. No entanto, 0S mecanismos que
envolvem o possivel papel dos grdos de kefir na acdo das
enzimas GPX e CAT no figado precisam ser melhor

investigados.
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ANEXO 1 — Registro no Comité de Etica

Universidade Estadual de Montes Claros
Comissao de Etica em Experimentagdo e Bem-Estar

Animal da Unimontes Unimontes
CEEBEA
CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n° 189, relativo ao projeto intitulado “Efeitos do kefir no
perfil inflamatério e metabolismo de camundongos desnutridos” coordenacéo do
Prof. Sérgio Henrique Sousa Santos esta de acordo com os principios éticos na
experimentagao animal, adotados pela Comissao de Etica em Experimentacéo e
Bem-Estar Animal da Unimontes, e encontra-se APROVADO referente a reuniao de
12/06/2019.A quantidade total de animais pelo CEEBEA para este projeto foi de 32
animais. ‘

Este certificado € valido por cinco anos ap6s sua aprovagao.

Montes Claros, 08 de Agosto de 2019.

)
Prof® Dr? Antonia de Maria Filha Ribeiro
Coordenadora do CEEBEA/UNIMONTES
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