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Resumo

VIVAN, Micaela Gongalves. Efeito do consumo de kefir sobre doencgas
crbnicas inflamatérias: obesidade e desordens metabdlicas associadas.
2016. XXf. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pés-Graduacdo em Nutricdo
e Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas/RS.

A obesidade estd entre as doengas cronicas ndo transmissiveis que mais
crescem no mundo e pode ser precursora de desordens metabdlicas
importantes, como Diabetes Mellitus tipo 2, dislipidemias e doencas
cardiovasculares. Um mecanismo fisiopatoldgico unificador destes fenbmenos
surgiu com o conceito de “meta-inflamagéo” - associacdo entre o consumo
excessivo de nutrientes e a desregulacdo de mediadores da imunidade e da
inflamacé&o, provocando uma resposta cronica, especifica e de baixo grau, com
consequéncias sistémicas ao individuo. A microbiota intestinal de individuos
obesos apresenta uma populacdo em desequilibrio, e com maior capacidade
de resgate metabdlico de energia da dieta, podendo ocasionar a “meta-
inflamacao”. O kefir € um alimento probiotico, cujos grédos sdo estruturas
complexas de associacao simbidtica entre leveduras e bactérias, envoltas por
uma matriz de polissacarideos. Os beneficios do consumo de kefir como parte
da dieta sdo demonstrados por inUmeras evidéncias e sua eficacia terapéutica
como alimento probiético atravessa a modulagcdo da microbiota intestinal e do
sistema imunoldgico. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do consumo de
kefir sobre a obesidade e desordens metabdlicas associadas a ela. Foram
utilizados 32 ratos Wistar divididos em quatro grupos: dieta padrdo + solucéo
salina (DPS), dieta padrdo + kefir (DPK), dieta de cafeteria + solucdo salina
(DCS), e dieta de cafeteria + kefir (DCK). Foram analisadas ingestao caldrica,
variacdo da massa corporal, curvas de glicemia (glicose, insulina), e peso dos
tecidos (figado, coracéo, tecido adiposo e musculo). No presente estudo, 0
consumo de kefir foi capaz de reduzir a massa corporal (NDS 118,5+1,38; CDS
138,7+2,66; NDK 109,0+1,63; CDK 120,9+2,96, p<0,001) e de tecidos como
figado (NDS 23,0+0,99; CDS 26,8+0,49; NDK 21,5+0,66; CDK 25,5+0,54; p
<0,001), coragdo (NDS 1,43+0,06; CDS 1,53+0,03; NDK 1,36+0,03; CDK
1,40+0,03; p=0,02) e tecido adiposo (NDS 16,7+1,79; CDS 38,3+6,75; NDK
14,5+£1,71; CDK 23,4+2,41; p=0,04). Além disso, observou-se um aumento na
massa muscular (NDS 5,50+0,42; CDS 5,42+0,31; NDK 5,96+0,42; CDK
7,44+0,52; p=0,02), ndo foi observada relacdo entre o consumo de kefir e
variacfes na ingestao de alimentar. Outras analises devem ser realizadas a fim
de verificar mais profundamente os beneficios do consumo de kefir como parte
de uma dieta.

Palavras-chave: obesidade; meta-inflamacéo; probiéticos; kefir



Abstract

VIVAN, Micaela Goncgalves. Effect of kefir consumption on chronic
inflammatory diseases: obesity and associated metabolic disorders. 2016.
XXf. Dissertation (Master’'s Degree) — Post Graduation Program in Food and
Nutrition. Federal University of Pelotas, Pelotas/RS.

Obesity is among the fastest growing chronic diseases in the world and can be
a precursor to important metabolic disorders such as type 2 diabetes,
dyslipidemia and cardiovascular diseases. A unifying pathophysiological
mechanism for this phenomenon came up with the concept of "meta-
inflammation” - association between excessive nutrient consumption and
deregulated immunity and inflammation mediators, causing a chronic, specific
and low-grade response, with systemic consequences to individuals. The
colonizing gut microbiota in human host can manifest important metabolic and
immunological functions. Intestinal microbiota of obese individuals presents
itself in disbiose and with greater capability of dietary energy metabolic rescue,
which may cause the "meta-inflammation”. Kefir is a probiotic food, the grains
are complex structures of symbiotic association between yeast and bacteria,
surrounded by a polysaccharide matrix. The benefits of kefir consumption as
part of a diet are demonstrated by several evidences and their therapeutic
efficacy as a probiotic food goes through the modulation of the gut microbiota
and the immune system. The aim of this study was to evaluate the effect of kefir
consumption on obesity and metabolic disorders associated with it. 32 Wistar
rats were divided into four groups: standard + saline diet (DPS), cafeteria diet +
saline (DCS) standard + kefir diet (DPK) and cafeteria diet + kefir (DCK). Food
intake, body mass changes, blood glucose curves (glucose, insulin) and tissue
masses were analyzed. In this study kefir was able to reduce body mass (NDS
118.5+£1.38; CDS 138.7+2.66; NDK 109.0+1.63; CDK 120.9+2,96 , p<0.001)
and tissue masses, such as liver (NDS 23.0+0.99; CDS 26.8+0.49; NDK
21.5+0.66; CDK 25.5+0.54; p<0.001), heart (NDS 1.43+0.06; CDS 1.53+0.03;
NDK 1.36+0.03; CDK 1.40£0.03; p=0.02) and adipose tissue (NDS 16.7+1.79;
CDS 38.316.75; NDK 14.5+1.71; CDK 23.4+2.41; p=0.04) masses. In addition,
it was observed an increase in muscle mass (NDS 5.50+0.42; CDS 5.42+0.31;
NDK 5.96+0.42; CDK 7.44+0.52; p=0.02), and no relation between kefir intake
and food intake variations. Further analyses must be conducted in order to
verify the profound benefits of kefir consumption as part of a diet.

Keywords: obesity; meta-inflammation; probiotics; kefir
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1 Revisao de Literatura

O cenario nutricional da populagédo brasileira nas ultimas décadas tem
retratado importantes mudancas em seu padrdo alimentar. A inversao entre
tendéncias marcantes do estado nutricional, caracterizada pelo declinio nos
indices de ocorréncia da desnutricdo de maneira intensa e 0 aumento das
prevaléncias de sobrepeso e obesidade, embora os agravos ainda co-existam,
definem a chamada transi¢&o nutricional do pais (BATISTA FILHO, 2007).

O estilo de vida “ocidentalizado”, que tem como principais caracteristicas
sedentarismo, alto consumo de alimentos ricos em gorduras, acucares
refinados (principalmente em bebidas) sal, carne vermelha, embutidos, cereais
refinados e produtos ultraprocessados (fast foods, alimentos rapidos e prontos
para consumo), sdo descritos na literatura como a maior causa da epidemia de
obesidade, que ganha cada vez mais magnitude (SHOELSON et al., 2007,
TILG et al., 2009; MOZAFFARIAN et al., 2011).

Doencas Cronicas Nao Transmissiveis

A obesidade esta entre as doencas cronicas nao transmissiveis que
mais crescem no mundo (PISTELLI & COSTA, 2010). Dados atuais da
Organizacdo Mundial da Saude (2015) demonstram que 13% dos adultos de
todo mundo com idades de 18 anos ou mais, estdo obesos e 39% estdo acima
do peso. No Brasil, em 2008-2009, segundo a Pesquisa de Orcamentos
Familiares (IBGE, 2010), as prevaléncias de sobrepeso e obesidade ja
atingiam, respectivamente, 49,9% e 14,8% em adultos nessa mesma faixa de
idade, 20,5% e 4,9% em adolescentes de 10 a 19 anos, e 34,8% e 16,6% em
criancas entre 5 e 9 anos.

O termo obesidade foi definido pela Organizacdo Mundial da Saude, em
1995, como um grau de armazenamento anormal ou excessivo de gordura
corporal, associado a varias complicagGes metabodlicas, constituindo assim um
sério risco para a saude da populacdo. O processo que leva a doenca tem
principio no desequilibrio do balanco energético. O balanco energético reflete a
diferenca entre a quantidade de energia consumida e a quantidade de energia

gasta tanto em fungdes vitais como para atividades em geral. Esse balanco &



classificado com positivo e indesejavel, quando a quantidade de energia
consumida é maior do que a quantidade gasta pelo individuo (BRASIL, 2006).

Igualmente, ou ainda mais importante, ao risco ocasionado pelo excesso
de massa corporal, esta aquele relacionado a distribuicdo da gordura corporal.
Individuos com circunferéncia abdominal acima do padrdo adequado,
apresentam excesso de tecido adiposo visceral, seriamente associado a
distarbios metabdlicos (BRASIL, 2006). Segundo a OMS (WHO, 2000), os
pontos de corte para circunferéncia abdominal (cm) associada a obesidade e
risco de distirbios metabdlicos em homens e mulheres caucasianos,
respectivamente séo, = 94cm e = 80cm, considerando-se um risco aumentado,
e, 2 102cm e = 88cm para risco substancialmente aumentado.

A obesidade € atualmente considerada como um seério problema de
saude publica, pois detém enorme relevancia sobre o aumento das taxas de
mortalidade do pais, e também esta associada a incidéncia de uma série de
doencas metabodlicas que incluem o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2),
dislipidemias, doencas cardiovasculares, esteatose hepatica, disturbios
musculo-esqueléticos e até mesmo de neoplasias (SHOELSON et al., 2007;
MOZAFFARIAN et al., 2011).

O DM2 é ocasionado por deficiéncias na sinalizacédo e acdo da insulina,
horménio responsavel por adequado controle da sintese de glicose no figado e
promocao da captacédo de glicose pelo musculo esquelético. Em geral, o nivel
do acumulo de gordura corporal € proporcional ao grau de resisténcia a insuli-
na. A resposta biologica de individuos obesos a concentracdes normais de
insulina € menor, isso ocorre em consequéncia a falhas de sinalizacéo e acao
do horménio, que podem ser atribuidas tanto a uma reducdo em numero ou
afinidade de receptores da insulina nos tecidos, como reducédo na quantidade e
translocacdo de GLUT4, transportador de glicose transmembrana. Desta
maneira, € possivel afirmar que esses individuos apresentam altos niveis de
insulina sérica, o que provoca o desenvolvimento da DM2 (GLEW & CRABB,
2007).

Estimativas recentes da Federacédo Internacional do Diabetes (2013),
indicam que em torno de 382 milhGes de pessoas no mundo sofrem da doenca,

e 5,1 milhdes de pessoas morreram por complicagcbes dessa patologia. As
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projecdes sdo de que em 2035, o numero esperado de portadores dessa
doenca seja de 471 milhdes, e com estimativa de aumento para 592 milhdes de
pessoas em 2038. Dentre esses numeros, a prevaléncia de DM2 é de,
aproximadamente, 85% a 95% da populagéo.

No Brasil, a Vigilancia de Doengas Cronicas por Inquérito Telefénico
(VIGITEL, 2014) encontrou, dentre a populacdo adulta de 27 cidades
estudadas, uma frequéncia de diagnéstico médico prévio para diabetes de
6,9%. Com o avanco da idade as prevaléncias chegaram a mais de 20%.

A DM2 tem origem em multiplos fatores de risco, com base principal nos
estilos de vida ndo saudaveis, assim como a obesidade e as dislipidemias.
Habitos alimentares inadequados, caracterizados por dietas abundantes em
lipideos e carboidratos, aliados ao sedentarismo, promovem uma absorcéo
energética superior as necessidades do organismo. Essa energia extraida em
demasia provoca um aumento da lipogénese no figado e da sintese de acidos
graxos e triglicerideos, tanto circulantes, como armazenados no figado e tecido
adiposo (HOTAMISLIGIL, 2006).

Esse processo induz alteracbes nas lipoproteinas circulantes,
classificadas em: lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa
densidade (LDL), lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL)
(HOTAMISLIGIL, 2006; SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2013).

Segundo dados do VIGITEL (2014), a prevaléncia de dislipidemias por
diagnostico médico prévio na populacdo adulta das 27 cidades estudadas no
Brasil, foi de 20,3%. Com o0 avanco da idade, o diagndstico tornou-se mais

comum e chegou a atingir 36,6% da populacao idosa, com 65 anos ou mais.

Meta-Inflamagéo

O conceito de “meta-inflamagao” relaciona o consumo excessivo de
nutrientes, caracteristico do perfil obesogénico, com a desregulacdo de
mediadores celulares e moleculares da imunidade e da inflamacgéo, induzindo
uma resposta inflamatoéria crénica a obesidade e efeitos sistémicos adversos
no organismo. Esta natureza crbnica da meta-inflamacao é caracterizada pelo
desenvolvimento de uma resposta imune celular especifica e de baixo grau,
gue afeta os indices do estado estacionario da homeostase metabdlica ao
longo do tempo (HOTAMISLIGIL, 2006; KOSTELI et al., 2010).
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A resposta imuno-inflamatéria objetiva reestabelecer o funcionamento do
organismo de volta a seu estado de equilibrio, quando estimulada pela
obesidade compreende uma série de fatores caracteristicos a resposta
inflamatéria classica, tais como o aumento do fluxo sanguineo, da
permeabilidade vascular e da liberacdo de mediadores inflamatoérios (citocinas
pré-inflamatérias e proteina C-reativa), e outras particularidades em alguns
aspectos que distinguem a “meta-inflamacéo” (BLACKBURN et al., 2006;
ALIPOUR et al., 2007; KOSTELI et al., 2010).

Essa inflamacéo crbnica de baixo grau envolve mecanismos pelos
quais estes mediadores pré-inflamatérios sédo capazes de provocar ativacédo, a
longo prazo, do sistema imune inato, que incluem o aumento de citocinas
circulantes, diminuicdo dos fatores de protecdo, como a adiponectina, e
comunicacdo entre as células inflamatorias e metabdlicas, consequentemente
causando uma diminuicdo da atividade insulinica, mobilizacdo de gorduras,
disfuncéo endotelial e estresse oxidativo (LAHOZA & MOSTAZAA, 2007).

O tecido adiposo branco, é considerado atualmente como um
importante 6rgdo enddcrino metabolicamente ativo, composto por adipécitos,
pré-adipocitos, fibroblastos, células endoteliais, leucdcitos, mondécitos e
macrofagos. Na obesidade se verifica hipertrofia como proliferacdo dos
adipdcitos, fendbmenos estes que causam compressao dos vasos sanguineos
irrigadores do tecido, reduzindo a chegada de oxigénio as células, de maneira
a causar a morte de alguns adipdcitos (GOOSSENS, 2008; BAYS et al, 2008;
WOOD et al., 2009).

Com o objetivo de reverter a chamada hipoxia, ao buscar o aumento
da angiogénese e do fluxo sanguineo para o tecido, é estimulada a cascata
inflamatoria com expresséo e/ou sintese de uma série de substancias bioativas
de acdo local ou sistémica: as adipocinas, que sao as citocinas pro-
inflamatorias como a leptina, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 6 (IL-6), e as proteinas de fase aguda, dentre elas a proteina C-
reativa (PCR), e a proteina quimiotatica de monécitos-1 (MCP-1) (NEELS &
OLEFSKY, 2006; TILG & MOSCHEN, 2006).

No que tange a PCR, segundo estudos realizados no Brasil, tanto em
criancas e adolescentes (BRASIL et al., 2007), quanto com pessoas idosas

(SASAKI et al.,, 2007), foram observados niveis de PCR significativamente
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maiores, respectivamente, em IMC elevados (obesos), e em alta concentracao
de adiposidade abdominal.

J4& a MCP-1, sintetizada pela propria populacdo de macréfagos
residente no tecido adiposo, é responsavel pelo aumento da captacdo de
mondcitos na corrente sanguinea, fazendo com que estes infiltrem o tecido
adiposo em grandes proporc¢des, e transformem-se igualmente em macréfagos.
Além disso, pela plasticidade no contato célula a célula, diante da conversao
dos pré-adipécitos (que possuem perfil mais semelhante aos macréfagos do
gue aos adipdcitos), ocorre uma aquisicdo por parte dos pré-adipdcitos, das
funcbes caracteristicas aos macréfagos como capacidade fagocitica,
propriedades antigénicas e atuacdo como apresentadoras de antigeno (KANDA
et al., 2006; TILG & MOSCHEN, 2006; WOOD et al., 2009).

Em 2005, Cancello et al., observaram os percentuais de macréfagos
no tecido adiposo de individuos sem e com obesidade, e verificaram,
respectivamente, valores de 1,4% + 0,6% e 22,6% * 4,3%. Contudo, esse
numero pode chegar a 60% em casos de obesidade morbida.

A leptina, sintetizada e concentrada em nivel sérico de maneira
proporcional a massa de tecido adiposo, € um horménio sinalizador, que
informa ao cérebro sobre os estoques de energia do corpo. Portanto, em uma
fisiologia normal, niveis elevados de leptina informam ao cérebro sobre
excesso de tecido adiposo, e em resposta a essa sinalizacdo ocorre o
desenvolvimento da sensacéo de saciedade, com consequente atenuacao da
ingestao alimentar e aumento do gasto energético (ANTUNA-PUENTE et al.,
2008; FERNANDEZ-RIEJOS et al., 2010).

Em alguns casos, a obesidade pode ser causada pela deficiéncia ou
mutacdo do gene expressor da leptina. Porém, mais comumente observada na
obesidade esta a hiperleptinemia. Quando o mecanismo de sinalizacdo da
leptina no sistema nervoso central (SNC) falha, o controle adequado do
armazenamento de gordura corporal fica prejudicado (LAU et al., 2005;
TRAYHURN et al., 2006).

O que ocorre € a existéncia de receptores da leptina no sistema nervoso
central (SNC) e nas células do sistema imunoldgico. Em nivel hipotalamico, o
efeito da leptina no SNC estimula uma ativacdo crbnica, inata, do sistema

imunolégico, acarretando a proliferacdo de células linfocitarias T pro-
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inflamatodrias. A acdo direta da leptina ndo somente descreve uma resposta
adaptativa do hormbnio ao aumento da competéncia imune do organismo,
ocasionando resisténcia a acdo desse horménio, como também, ao ter sua
expressdo intensificada ainda em resposta a hipoxia das células adiposas,
favorece a producdo de citocinas pelos macréfagos (PARACCHINI et al., 2005;
YANG & BAROUCH, 2007).

O TNF-a é uma dessas citocinas pré-inflamatérias em que a
hiperproducdo estd diretamente relacionadas tanto a hipertrofia do tecido
adiposo como a infiltracdo de macrofagos nesse tecido. Independentemente do
mecanismo que causa 0 aumento da sintese de TNF-a, diversos estudos
evidenciaram que a citocina parece ter papel importante na fisiopatologia da
resisténcia a insulina e DM2, prejudicando a sinalizacdo do hormonio insulinico,
com reducao da sintese e alteracdo da expressao génica dos transportadores
da glicose, e consequente, diminuicdo da sua captacdo e armazenamento
(VOLP et al., 2008; ARSLAN et al., 2010; GALIC et al., 2010).

Além disso, o TNF-a também é capaz de inibir a lipogénese, e de
aumentar da lipolise. Esse fendbmeno provoca o acumulo de triacilglicerois,
conhecidos por sua eficiéncia em ativar a proteina quinase C (PKC). Por sua
vez, a PKC é responsavel por uma série de funcbes como permeabilidade e
contratilidade vascular, e sinalizagéo para citocinas e hormonios. Sua elevacao
pode levar a alteracbes inflamatérias no tecido vascular, ocasionando
complicacBes sérias como Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) e doencas
cardiovasculares (DCV) (DESPRESS & LEMIEUX, 2006; ANTUNA-PUENTE et
al., 2008; GALIC et al., 2010).

Estudos jA demonstraram uma maior expressao génica do TNF-a no
tecido adiposo de individuos obesos, quando comparados aqueles eutroficos
(DANDONA et al., 1998; BERTIN, et al., 2000; PRADO, 2007). Os achados de
Silveira et al. (2009) ratificam essa informacdo ao evidenciarem indices
aumentados de leptina e TNF-a em individuos obesos e sua associa¢cdo com a
sintese de outras citocinas pro-inflamatdrias como a IL-6.

A IL-6 pode agir de formas distintas, dependendo da sua concentracéo
organica em tecidos periféricos e no SNC. Quando exacerbada, pode induzir a
uma hiperlipidemia por estimular a lipdlise e a sintese hepatica de lipideos,

hiperglicemia e resisténcia insulinica, similarmente ao TNF-a. Ainda a IL-6
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encontrada no SNC, impulsiona a acdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA), associado a homeostase energética, obesidade, HAS e resisténcia a
insulina (BERG & SCHERER, 2005; GUIMARAES et al., 2007).

Porém, ressalta-se que as adipocinas secretadas pelos adipécitos nédo
sdo exclusivamente disparadoras do processo inflamatério. A adiponectina, por
exemplo, possui efeito contrario, e é considerada, portanto, como uma
substancia bioativa protetora contra obesidade, DM2 e DCV. Ela atua no
figado, nos musculos e até mesmo nos tecidos vasculares. Promove a
oxidagdo de acidos graxos livres, aumenta a sensibilidade a insulina e a
captacdo de glicose. Os niveis séricos de adiponectina em individuos obesos
se apresentam substancialmente reduzidos (ANDERSSON et al., 2008; LEITE
et al., 2009; OLIVEIRA & BRESSAN, 2010)

Diferencas entre os indices de adiponectina foram verificados por
Nakamura et al. (2008), ao compararem japoneses que viviam no Japao a
japoneses morando no Havai, com um estilo de vida ocidentalizado. Os
primeiros, apresentaram concentragfes altas de adiponectina sérica. As
diferencas encontradas estenderam-se ao IMC desses individuos, desenhando
uma tendéncia inversamente proporcional entre IMC elevado e concentracdes

baixas de adiponectina.

Probioticos

Nos ultimos anos tem-se observado uma estreita relagcdo entre a
microbiota colonizadora do intestino hospedeiro e a obesidade, doencas
metabodlicas e imuno-inflamatorias. A disbiose, que € o desequilibrio na
composicdo da microbiota intestinal, ocorre em individuos obesos, os quais
parecem reunir uma populagcdo de micro-organismos com maior capacidade de
resgate metabdlico de energia fornecida pela dieta e esta diretamente
relacionada a manifestacdo da resposta inflamatéria crénica de baixo grau que
€ caracteristica da obesidade (LEY, 2010; KNIGHTS et al., 2013).

A microbiota intestinal consiste de um grande numero de micro-
organismos que ocupam o intestino do hospedeiro humano, e € composta
predominantemente por dois filos: Firmicutes e Bacteroidetes. Na obesidade,
h& reducdo da diversidade de bactérias benéficas colonizadoras em geral, e

também ha um importante desequilibrio entre espécies pertencentes aos
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principais filos, com a presenga em maior abundancia de Firmicutes e a
reducéo significativa de Bacteroidetes (ANGELAKIS et al., 2012; SWEENEY &
MORTON, 2013; VERDAM et al., 2013).

Por estar envolvida em diversas fungdes, incluindo a degradacao de
polissacarideos ndo digeriveis pelo hospedeiro, a microbiota intestinal promove
o resgate metabdlico de energia. Em geral, apesar da composicdo da dieta do
adulto ser extremamente variavel entre refeicbes e dias, a longo prazo, os
individuos conseguem compensar o acumulo de energia com o que € gasto em
suas atividades e esse balanco energético é chamado de homeostase. Porém,
gualquer ingestédo excessiva de energia, menor até que 1%, comparada ao que
€ gasto, ao longo do tempo pode levar ao aumento da deposicdo de gordura
corporal, levando a obesidade (HILL, 2006; SILVA et al., 2013).

Assim, ressalta-se a importancia de todos os mecanismos que possam
influenciar na manutencdo da homeostase energética, como 0 resgate
metabolico de energia. Desde 2004, Backhed et al., j& evidenciavam em seu
experimento com camundongos germ-free (sem microbiota), criados em
ambiente estéril, que esses animais apresentavam 40% menos de gordura
corporal total, mesmo consumindo 30% mais de energia, quando comparados
a camundongos com uma microbiota normal.

Segundo Jumpertz et al. (2011), a proporcéao de energia recuperada da
alimentacéo esta relacionada a disbiose entre microoganismos Firmicutes que
estdo presentes em maior quantidade, e Bacteroidetes. Os resultados
encontrados por Ley et al. (2005), ao investigar a microbiota de camundongos
ob/ob (geneticamente), corroboram com essa informacao, pois foi encontrado
um déficit de 50% no filo Bacteroidetes dos animais obesos, com aumento
proporcional na concentracdo de Firmicutes, quando comparados a seus pares
eutroficos, expostos a mesma dieta.

Com o aumento da extracao de energia via intestino, pela associacdo de
fatores caracteristicos ao perfil obesogénico, ha a estimulacdo da lipogénese e
entdo, da sintese de acidos graxos e triglicerideos circulantes. Esse fenémeno
causa a potencializacdo da atividade da lipase lipoproteica (LPL) capaz de
coverté-los a forma armazenada no figado, musculos e tecido adiposo
(RODRIGUES, 2011).
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Ao mesmo tempo, somado a este aumento da atividade da LPL,
Rodrigues (2011), sugeriu que a microbiota intestinal tem revelado a
capacidade de inibicdo a sintese do Fasting Induced Adipose Factor (FIAF) no
intestino, que é responsavel por regular a atividade da LPL. Ao comparar
animais germ free e com microbiota, ele mostrou que além dos niveis de FIAF
apresentarem-se menores Nnos animais com microbiota, essa alteragdo era
acompanhada por aumento de peso, glicemia e resisténcia a insulina. Tais
mecanismos contribuem para inibicdo da lipdlise e diferenciacdo dos adipécitos
com consequente expanséo do tecido adiposo, precursor da resposta imuno-
inflamatGria de baixo grau.

Em contrapartida, quando ha o aumento da concentracdo de bactérias
gram-negativas que possuem como componente de sua membrana
lipopolissacarideos (LPS) e acarretam em uma maior absor¢cdo dessa
substancia, promove um quadro de endotoxemia metabdlica. Ao ligar-se aos
receptores das células imunes inatas (CD14 - cluster of differentiation 14 e
TLR4 - toll like receptor 4), os LPS estimulam a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias, relacionadas a resposta imuno-inflamatéria da obesidade e
disturbios metabdlicos associados. Portanto, de maneira geral, o equilibrio da
microbiota intestinal é indispensavel na manutencdo da homeostase e saude
humana (SILVA et al., 2013).

Diante ao exposto, sobre 0 aumento do numero absoluto da populacéao
de microoganismos do filo Firmicutes na microbiota intestinal de individuos
obesos, e sua importante funcdo no resgate metabdlico de energia (LEY et al.,
2005; 2006), é importante acrescentar que ha muito tempo foi postulada por
Metchnikoff (1908) a informacgéo de que alguns micro-organismos pertencentes
a este filo possuem propriedades funcionais no hospedeiro humano. Dentre os
principais microoganismos com potencial probidtico estdo os da espécie
Lactobacillus, relacionados intimamente ao processo de modulacdo
imunoldgica e atenuacao de respostas inflamatorias (NG et al., 2009; ENGE et
al., 2011).

A colonizacdo intestinal por bactérias funcionais é capaz de manipular o
sistema imunoldgico da mucosa do hospedeiro, normalizando a morfologia do

sistema imune e o balanco imunolégico por meio da secrecdo de
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imunomoduladores que agem sobre as vias de sinalizacdo dessas células
imunologicas (LEBEER et al, 2008; HEMAISWARYA et al, 2013).

Neste ambito da promocgdo essencial do equilibrio da microbiota
intestinal, as intervencbes microbiolégicas oriundas de probidticos tem se
tornado cada vez mais relevantes (VANDENPLAS et al., 2015). Probi6ticos sé&o
aqueles micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2001).

Evidéncias cientificas tém demonstrado o efeito positivo do consumo de
probidticos no combate a obesidade. Em modelos animais a ingestdo de
Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus sakei (JI et al., 2012), Lactobacillus
rhamnosus (LEE et al.,, 2006) e Lactobacillus plantarum (TAKEMURA et al.,
2010) causou, respectivamente, uma reducao significativa do tecido adiposo e
de marcadores inflamatérios relacionados a obesidade, reducdo do peso
corporal e também do tecido adiposo, reducdo do tamanho das células
adiposas, do tecido adiposo branco e do colesterol total sérico.

Estudos cientificos envolvendo a administracdo de probidticos em
grupos de risco como bombeiros, policiais, enfermeiros, expostos a situacdes
de estresse (GUILLEMARD et al., 2010a), estudantes universitarios (SMITH et
al., 2012), idosos (GUILLEMARD et al., 2010b) e criancas (MERENSTEIN et
al.,, 2010), verificaram diminuicdo significativa em nameros e duracdo dos
episédios infecciosos pelo fortalecimento do sistema imunoloégico com a
intervencdo de microoganismos probidticos Lactobacillus.

Dados da literatura demonstraram que o consumo de leite fermentado
por Lactobacillus gasseri (KADOOKA et al., 2010) provocou a reducdo da
adiposidade abdominal e do peso corporal em adultos com sobrepeso e
tendéncia a obesidade. O consumo de diferentes espécies de Lactobacillus
também auxiliou na restauracdo da microbiota intestinal e perda de peso em

individuos obesos submetidos a cirurgia bariatrica (WOODARD et al., 2009).

Kefir
No Brasil, os produtos probidticos mais amplamente disseminados sao
os leites fermentados: “produtos resultantes da fermentacdo do leite

pasteurizado ou esterilizado, por fermentos lacticos proprios”. Dentre estes
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leites fermentados estd o kefir “cuja fermentacdo se realiza com cultivos
acidolacticos elaborados com seus grdos” (BRASIL, 2007).

Os graos de kefir sdo uma estrutura complexa de associagdo simbiotica
entre fungos (leveduras), bactérias acido-laticas e acido-acéticas, envoltas por
uma matriz de polissacarideos (IRIGOYEN et al., 2005; WESCHENFELDER et
al., 2009). A composicdo microbiolégica presente nessa estrutura ndo €
integralmente conhecida, pois varia conforme uma série de fatores como regiéo
de origem, tempo de utilizacdo, substrato utilizado e técnicas aplicadas na
manipulacdo desses gréos (MAGALHAES et al., 2011).

A caracterizacdo microbiologica dos gréos kefir, definida pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA (2007), é de que séao
compostos por micro-organismos Lactobacillus kefiri, espécies dos géneros
Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com producéo de acido lactico, etanol
e dioxido de carbono. Constituidos também por leveduras fermentadoras de
lactose (Kluyveromyces marxianus) e leveduras nao fermentadoras de lactose
(Saccharomyces omnisporus e Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces
exiguus), Lactobacillus casei, Bifidobaterium sp e Streptococcus salivarius
subsp thermophilus.

Magalhdes et al. (2011), realizaram a caracterizacdo microbiolégica da
bebida de kefir produzida com gréos brasileiros e substrato de leite integral
pasteurizado e identificaram micro-organismos semelhantes aos da definicao
citada anteriormente, em ordem decrescente de concentracdo as bactérias
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus parabuchneri, Lactobacillus casei,
Acetobacter lovaniensis, Lactobacillus kefiri e Lactococcus lactis e as
leveduras, também nessa ordem, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces
lactis, Kazachstania aerobia e Lachancea meyersii.

A dupla fermentacéo inerente ao processo de producdo da bebida de
kefir  (fermentacéo lactica e alcodlica), € de suma importancia na melhora da
biodisponibilidade do produto, de maneira a torna-lo mais nutritivo. O produto
obtido apresenta uma série de vitaminas, minerais e aminoacidos essenciais
gue auxiliam na manutencao e restabelecimento de func¢des imprescindiveis ao
organismo (IRIGOYEN et al., 2005; SANTOS et al., 2012).

A eficacia terapéutica do consumo regular de kefir como alimento

probidtico, fazendo parte de uma dieta usual, jA estd demonstrada na
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modulacdo da microbiota intestinal e sistema imunolégico, manutencdo da
integridade da mucosa intestinal, atividades antimicrobianas, antitumorais,
antiinflamatérias, antialergénicas e hipocolesterolémicas (SANTOS et al.,
2012).

Hong et al. (2009) demonstraram a capacidade imunomodulatéria do
kefir in vitro, sugerindo que a linha de acao do probidtico esta no seu impacto
sobre a secrecao de citocinas pré-inflamatorias IL-1, IL-6 e TNF-a. Vinderola et
al. (2005) observaram a eficacia do kefir na modulacédo de respostas imunes in
vivo, demonstrando uma melhora na producéo de imunoglobulinas A e G (IgA e
IgG), no intestino de ratos.

Enquanto seu efeito hipocolesterolémico envolve a reducao da absorgéao
de colesterol no intestino, utilizando-se ndo somente da ligac&o e incorporacéo
de colesterol nas células bacterianas, assim como da supressao da reabsorcao
de acidos biliares capazes de hidrolisar essas gorduras. Liu et al. (2006) e
Wang et al. (2009), comprovaram essa hipotese ao verificarem uma reducao
significativa nos niveis sericos de colesterol total, LDL e triglicerideos, enquanto
os niveis de HDL permaneceram estaveis. O segundo estudo, observou ainda
gue no figado também houve diminuicdo de colesterol total e triglicerideos, ja
nas fezes dos animais os indices aumentaram significativamente, sugerindo a

eliminacdo desses lipideos.
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ABSTRACT

Obesity is among the fastest growing chronic diseases in the world and can be a
precursor to important metabolic disorders such as type 2 diabetes, dyslipidemia and
cardiovascular diseases. Microbiological interventions with probiotics have been more
frequently held, and kefir has been demonstrating several evidences of therapeutic
efficacy. The aim of this study was to evaluate the effect of kefir consumption on
obesity and metabolic disorders associated with it. In this study kefir was able to reduce
body mass (NDS 118.5+1.38; CDS 138.7+2.66; NDK 109.0+1.63; CDK 120.9+2,96 ,
p<0.001), liver (NDS: 23.0+0.99; CDS: 26.8+0.49; NDK: 21.5+0.66; CDK: 25.5+0.54;
p<0.001), heart (NDS: 1.43+0.06; CDS: 1.53+0.03; NDK: 1.36+0.03; CDK: 1.40+0.03;
p=0.02) and adipose tissue (NDS: 16.7£1.79; CDS: 38.316.75; NDK: 14.5£1.71; CDK:
23.412.41; p=0.04) masses. In addition, it was observed an increase in muscle mass
(NDS: 5.50+0.42; CDS: 5.42+0.31; NDK: 5.96+0.42; CDK: 7.44+0.52; p=0.02), and no
relation between kefir intake and food intake variations. Further analyses must be
conducted in order to verify the profound benefits of kefir consumption as part of a diet.

INTRODUCTION

The influence of lifestyle and eating habits over the risk of obesity manifestation
has been increasingly evident. Associating sedentary behavior to a diet rich in fats,
refined cereals, sugar, salt, red meat, embedded and ultra-processed food, compose the
“westernized” lifestyle, predominant nowadays in industrialized and developing
countries’. According to the World Health Organization?, 39% of adults in the world,
with 18 years or older, are overweight, among them, 13% are obese. Obesity is
currently one of the major contributors to increased mortality, since it is precursor to a
number of other diseases, such as, insulin resistance, type 2 diabetes, dyslipidemia,
cardiovascular disease and cancer?~.

In this context, it was observed the existence of a mechanism able to explain and
unify the physiopathogenic aspects related to obesity. The meta-inflammation consists

in a strong combination between excessive nutrient consumption a deregulation of
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cellular and molecular mediators of immunity and inflammation, causing a low-grade
chronic inflammatory response to obesity, with adverse systemic effects®.

Intestinal microbiota may have important metabolic and immune functions. In
obese individuals, the gut microbiota is capable of greater harvest capability of energy
provided by diet, with direct impact on the development of the meta-inflammation®®’.
Obesity is associated with a reduced diversity of beneficial bacteria colonizing the
human gut and a major disbiose, in wich species belonging to the phylum Firmicutes
emerge in greater quantity than the Bacteroidetes phylum®®%**.

However, since 1908, Metchnikoff'® noted that some micro-organisms
belonging to Firmicutes phylum have functional properties in the human host. Among
the main micro-organisms with probiotic potential are the Lactobacillus, most
commonly found in commercial foods, they have demonstrated direct relation to
immune modulation processes and reduced inflammatory responses™**.

In order to promote the essential balance of intestinal microbiota, probiotics are
being more frequently used as microbiological interventions'. In Brazil, the most
widely disseminated probiotic products are the fermented milk, described by the
Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply™® as “products resulting from the
fermentation of pasteurized or sterilized milk by their own lactic yeasts and bacteria”.
Kefir grains are a complex structure of symbiotic association between yeasts, lactic-acid
and acetic-acid bacteria, enveloped by a polysaccharide matrix*"*®. When added to the
milk, they promote fermentation. The kefir fermented milk has characteristics that
support the maintaining and restoring essential functions on human body, and has
demonstrated its therapeutic efficacy as a probiotic food™®**%.

Given the above, the aim of the study was to evaluate the therapeutic potential of
kefir consumption in animals subjected to “westernized” diet as induced model of

obesity and metabolic disorders associated to it.
RESULTS

Kefir reduced relative body mass

Mice from Normal Diet Kefir (NDK) and Cafeteria Diet Kefir (CDK) groups
had lower relative body masses, respectively, from weeks 14 and 10 to the end of the
experiment, when compared to their controls Normal Diet Saline (NDS) and Cafeteria
Diet Saline (CDS) groups (NDS 117.1 + 0.78; CDS 134.8 + 0.88; NDK 109.6 + 0.23;



22

CDK 122.9 + 0.37g, p<0.001; Figure 1). CDK (122.6+1.33) group had higher body
mass than NDS (110.57+0,92) along obesity induction, although in the last few weeks
of treatment differences between the groups were no longer observed (p=0.098;
p=0.202; p=0.484). During all experimental protocol, CDS (125.9+2,78) group
presented higher body mass than NDS (110.3+1.26) group of animals (Figure 1A). By
the end of 16™ week, differences in all final relative body masses were observed
between groups (NDS 118.5£1.38; CDS 138.7£2.66; NDK 109.0+1.63; CDK
120.9+2,96 g, p< 0.001; Figure 1B).
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Figure 1: Body mass. A) Weekly registered relative body mass over the acclimatization period (-2 to 0
weeks), obesity induction (0-8 weeks) and treatment (8-16 weeks). Time -2 refers to initial body mass.
Treatment reduced animal body masses when compared to controls. B) Means of final relative body
masses. Data presented as means + SEM. #p<0,05 when comparing CDK and CDS groups; *p<0,05
when comparing NDK and NDS groups

Differences in food intake were found to be independent of kefir treatment

Food intake was different between groups since acclimatization period, NDS and
CDS groups presented lower values than NDK and CDK groups during weeks -2 (NDS
351.0+8.39; CDS 403.0+16.11; NDK 425.8+13.36; CDK 423.8+7.48g, p<0.001; Figure
2A) and -1 (NDS 426.5+3,83; CDS 398.7+6.20; NDK 459.8+2.96; CDK 408.7+10.72g,
p<0.001; Figure 2A). Cafeteria diet groups presented higher food intake during all
experimental protocol, since week 0 (CDS 983.4+55.69; CDK 915.8+57.92) comparing
to normal diet groups (NDS 460.3+£9.83; NDK 487.0+6.07). All differences between the
4 groups were significative along weeks of experiment, except when comparing NDS
and NDK groups, after the beginning of treatment (Figure 2A). These findings lead
reason to believe that food intake amounts were independent from kefir treatment or

stress caused by gavage procedures.
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Figure 2: Food intake. A) Weekly registered food intake over the acclimatization period (-2 and -1
weeks), obesity induction (0-7 weeks) and treatment (8-15 weeks). Time -2 refers to the beginning of
experimental protocol. Food intake was higher in cafeteria diet groups comparing to normal diet ones, and
independent from kefir treatment. Data presented as means = SEM. # p<0,05.

Cafe_tt_a\r_ia diet increased basal glycemia, but has not affected peripheral insulin
sensitivity

Animals exposed to cafeteria diet (CDS and CDK) presented higher glycemic
levels in the GTT than normal diet ones (NDS and NDK), at times -30 (NDS 91.4+4.40;
CDS 109.0+5.54; NDK 99.3+2.07; CDK 103.5+3.37) and 60 minutes (NDS
120.4+6.04; CDS 180.6+16.42; NDK 135.3+5.73; CDK 170.4+12.22). Area under the
curve of cafeteria diet animals was also higher (22849.0+228.3) than normal diet groups
(18304.0£519.8). However, in the ITT, insulin promoted gradual decrease in blood

glucose in all animals, and kefir intake has not presented effects on cafeteria diet groups.
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Figure 3: Glycemic parameters. A) Blood glucose at times -30, 0, 15, 30 and 60 minutes in GTT. B)
Under the curve area of blood glucose in GTT. Cafeteria diet increased basal glycemia at -30 and 60
minutes, in addition to its effect of increasing area under the curve. C) Glycemia at times 3, 20 and 35
minutes, and its decrease under the effect of insulin administration in ITT. D) Glucose decay and no
positive effects of kefir consumption. Data presented as means + SEM.

Kefir consumption reduced liver, heart and adipose tissue masses in addition to an
increase in muscle mass

In the same time as cafeteria diet groups presented higher relative liver masses
(CDS 26.84£0.49; CDK 25.5+0.54) than normal diet groups (NDS 23.0+0.99; NDK
21.520.66), animals under kefir treatment conditions were observed to evidence lower
liver masses (Figure 4A). The same effect has been verified in adipose tissue masses
(Figure 4B), where NDK (14.5£1.71) and CDK (23.4£2.41) groups presented lower fat
contents (NDS 16.7£1.79; CDS 38.3£6.75). In heart tissues (Figure 4C), there were no
differences between normal and cafeteria diet, although kefir treatment demonstrated
positive effects on animals under both diets (NDS 1.43+£0.06; NDK 1.36+0.03; CDS
1.53+0.03; CDK 1.40£0.03). In addition to these findings, it was possible to observe a
greater content of muscle mass (Figure 4D) in kefir treated animals (NDK: 5.96+0.42;
CDK: 7.44+0.52) than controls (NDS: 5.50+£0.42; CDS: 5.42+0.31), cafeteria diet has
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not shown significative different effects over muscle composition when compared to

normal diet.
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Figure 4. Tissue masses. Graphics show relative liver mass (A), adipose tissue (B), heart (C) and muscle
masses (D) in each one of the groups. Treatment showed positive reduction in liver, heart and adipose
tissue masses. An increase in muscle mass was also verified. Data presented as means + SEM.

DISCUSSION

In order to find new therapeutic alternatives to oppose the increasing prevalence
of comorbidities associated with obesity, Kefir fermented milk has been more
profoundly studied, due to its potential as a probiotic food, capable to assist on
prevention and treatment of several conditions as obesity and other metabolic disorders
associated to it™.

A study conducted with kefir supplementation on Metabolic Syndrome analyzed
obesity pathological consequences on biochemical parameters, inflammatory cytokines
and lipid peroxidation. Even though Rosa et al.?* have not found influences of kefir
intake over animal’s body mass, they have demonstrated decreasing indexes in
abdominal and thoracic circumferences, as well as in products of lipid oxidation, and a
reduction of more than 20% in fasting insulin tests.

Our finds come to reinforce that kefir fermented milk can be positively

associated to body fat distribution, since abdominal adiposity accumulation is
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extensively known as an important risk factor in the development of cardiovascular and
metabolic diseases. Kefir has also been proved responsible for the promotion of
decreasing oxidative stress in liver 22232422

As a probiotic food kefir can regulate gut microbiota, fact directly associated to
immune-inflammatory system modulation, and consequently, the prevention of several
diseases, acute and chronic, such as obesity and all metabolic disorders related to its

physiopathogenic processes?*%.

METHODS
Ethics. All experimental procedures were grounded in Brazilian guidelines for research

involving animals, and approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation
of Universidad Federal de Pelotas (protocol no. 4159-2015).

Animals. Thirty two male adult Wistar mice were weighed and randomized in
polypropylene cages (49cm x 34cm x 16cm), four mice/cage. The animals were
maintained in a 12h light-dark cycle and 22°+2°C temperature-controlled environment,
with free access to food and water. Two weeks after, they were divided in four groups
with eight animals each: 1) NDS receiving standard rodent chow and water ad libitum
plus saline solution gavage; 2) NDK receiving standard rodent chow and water ad
libitum plus kefir fermented milk gavage; 3) CDS receiving cafeteria diet and water ad
libitum plus saline solution gavage; 4) CDK receiving cafeteria diet and water ad
libitum plus kefir fermented milk gavage. Animals body mass were registered weekly.
Experimental protocol. The experimental protocol was conducted for eighteen weeks.
Initially, the thirty two animals received standard rodent chow and water ad libitum
over two weeks for acclimatization period. During the follow eight weeks, sixteen
animals remained under those conditions and the other sixteen animals were fed in
addition with cafeteria diet. Through the last eight weeks, half (eight) animals of
previous groups received saline solution, and the other half received kefir fermented
milk. At the end of seventee™ and eightee™ weeks in vivo tests were performed. Two
days after the last test, animals were euthanized.

Diets. Normal diet offered to animals was commercial rodent chow (Nuvilab CR-1 —
Nuvital, Curitiba, Brazil®), with 55,0% carbohydrate, 22,0% protein, 4,5% lipids, and
18,5% of other compounds, resulting in 2,93kcal/g, according to the manufacturer's
information. Cafeteria diet has been used in experimental studies as a protocol to induce

obesity in animals, due to its similarity with “westernized” diet, characteristic of current
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lifestyles. In this study, cafeteria diet chosen protocol was the presented by Macedo et
al. (2012), composed with soda, condensed milk, sausage, chips, wafer and sandwiched
biscuit. According to the authors, this diet offers 4,2kcal/g, in which 60,0% are
carbohydrate, 20,0% protein, 15,0% lipids and 5,0% of other compounds. Both diet
amounts were weighted before offered, and also their remaining, to allow consumption
estimative.

Kefir. Kefir grains were obtained with Ceara State University labs. The kefir fermented
milk was produced according to Santos et al. (2012), and offered to treatment group
animals in dose corresponding to 3ml/animal/day, by gavage procedure. Control group
animals received saline solution in same dosage, through same procedure.

In vivo tests. Glucose tolerance test was performed by the end of week seventeen. In
order to initiate de test, 1 gram of glucose by kilogram of body mass was injected
intraperitoneally, after an eight-hour fasting. Glycemia (mg/dL) was measured in blood
samples collected from a small cut at the caudal extremity of mice and applied in
reagent strips at time -30, 0, 15, 30, 60 and 120 minutes. Insulin tolerance test was
performed by the end of week eighteen. For this test, 11U of insulin by kilogram of
body mass was injected intraperitoneally, after a six-hour fasting. Glycemia (mg/dL)
was measured in blood samples collected from a small cut at the caudal extremity of
mice and applied in reagent strips at time 0, 3, 20 and 35 minutes. The glucose
measurements were read with Accu-Chek Performa glucometer and strips (Roche, Sao
Paulo, Brazil®).

Euthanasia. Two days after last in vivo test was performed, animals were submitted to
a twelve-hour fasting during night, and were euthanased with intravenous injection of
Thiopental, dose 25 grams per kilogram of body mass, followed by cardiac puncture
exsanguination.

Blood and tissue collection. Blood samples were collected and centrifugated at 4000
rpm for serum extractions, which were stored at -20 ° C for later analysis. Heart, liver,
abdominal adipose tissues (epididimal and perirenal) and skeletal muscle (sural triceps)
were manually dissected and weighted in precision scaled balance. Fragments were
collected, preserved in formaldehyde 10% buffered solution, or rapidly frozen in liquid
nitrogen and stored at -80 ° C for further analysis to extend understandings.

Statistical analysis. Results were expressed as mean * standard error of mean (SEM).

All statistical analysis were conducted using the Prism 6.0 statistical package



28

(GraphPad Software, La Jolla, USA). Differences between groups were compared and
analyzed by two-way ANOVA. Significance level was determined as 5% (p<0.05).
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Anexo 1 - Documento de aprovacdo do projeto na Comissdo de Etica
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas

[

Pelotas, 15 de setembro de 2015

De: M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA)
Para: Profa. Dra. Marcia Rubia Duarte Buchweitz

Faculdade de Nutri¢do

Senhora Professora:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Efeito do consumo de kefir sobre
doencas cronicas inflamatérias: obesidade e desordens metabélicas associadas”,
processo n°23110.004159/2015-46 que envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, Subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino, sendo de parecer FAVORAVEL a sua execugio, pois estd de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimenta¢éo Animal (CONCEA).

Solicitamos, ap6s tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a8 CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao

| COBALTO para posterior registro no COCEPE (cdédigo para cadastro n® CEEA 4159-

2015).

Vigéncia do Projeto: 16/09/2015 a 30/12/2015

Espécie/Linhagem: Rattus norvegicus/Wistar

N° de animais: 32

Idade: 100 a 120 dias

Sexo: Machos

Origem: Biotério Central/Ufpel

A fe

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

Cienteem: 25 / €9 /2015

Assinatura do Professor Responsavel: W\m@%\,\w (Al
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