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RESUMO

Em virtude de uma alimentagéo ndo balanceada e outros componentes do estilo de vida, tem-se
evidenciado um aumento na prevaléncia de doengas crénicas principalmente as associadas a
distdrbios metabolicos como os presentes na sindrome metabdlica. A sindrome metabolica
caracteriza-se por um grupo de anormalidades metabdlicas e fatores clinicos como resisténcia
a insulina, dislipidemia, hipertensdo, obesidade, aumento da circunferéncia abdominal, que
pode ser induzida através de uma dieta ndo saudavel, por outro lado, o0s estudos avangam na
investigacdo de potenciais nutrientes ou alimentos que evitem ou tratam tais distdrbios, nesse
contexto pode-se citar o leite de cabra. A espécie Limosilactobacillus mucosae tem grande
potencial para producdo de alimentos probidticos, com efeitos comprovados frente a fatores de
risco para as doencas acima citadas. A inulina € um dos prebidticos mais estudados enquanto
que simbidticos incluem uma mistura de microrganismos vivos e substratos seletivamente
utilizados por microrganismos habitantes do organismo que conferem beneficio a saide do
hospedeiro. Nesse estudo avaliou-se o efeito de leite caprino fermentado com inulina,
Streptococcus thermophilus e L. mucosae CNPCO007 (cepa potencialmente probidtica, isolada
de leite de cabra) em um modelo experimental de sindrome metabdlica. Para toxicidade de dose
Unica utilizou-se camundongos Swiss Webster fémeas de acordo com método up and down
OECD 425. Para a toxicidade de doses repetidas foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas,
segundo 0 método OECD 407. Para a inducéo da sindrome metabolica, ratos Wistar machos
foram alimentados com Dieta Ocidentalizada (DO), os demais com Dieta Presence® (DP) por
150 dias mais 30 de tratamento com o leite caprino fermentado. Os resultados obtidos
demonstraram que o produto em estudo ndo apresentou sinais de toxicidade ou de mortalidade
quando administrado por gavagem em dose Unica (20 mL/kg), nem em doses repetidas (3
mL/kg, 6 mL/kg ou 12 mL/kg). O NOAEL (maior nivel de dose administrada onde nédo se
observam efeitos adversos) sugerido foi superior a 20 mL/kg ap6s administracdo por gavagem
de dose Unica e superior a 12 mL/kg apos administracdo por gavagem de doses repetidas (cada
mL fornece 7,4 — 7,9 log UFC de L. mucosae) sendo, portanto, considerado de baixa toxicidade,
seguro para uso em roedores e possibilitando o uso futuro em novos estudos. Observou-se que
os animais alimentados com DO desenvolveram sindrome metabdlica, visto que apresentaram
peso corporal maior que os animais alimentados com DP, mesmo com consumo de ragdo menor,
além de apresentarem pressao arterial sistdlica, indice de massa corporal, circunferéncia

abdominal, glicemia de jejum e perfil lipidico indesejavel maiores que os animais alimentados



com DP. O tratamento com o leite fermentado pelo periodo de 30 dias, nas doses de 3 ou 6
mL/kg, promoveu reducdo dos niveis de pressdo arterial sistolica, colesterol total, triglicerideos,
LDL-c e de glicemia de jejum, mesmo mantendo o uso da DO, resultados estes que néo
sofreram alteracdo em funcdo da dose. Esses resultados fortalecem a hipdtese de que o leite
fermentado utilizado no estudo é um produto com potencial a ser usado frente ao tratamento de
doencas que envolvem a sindrome metabdlica, necessitando de estudos futuros com animais
para que possam ser avaliados pontos que o candidatem como possivel terapia nédo
farmacoldgica.

Palavras-Chave: probiotico; leite caprino; Limosilactobacillus mucosae; inulina; sindrome

metabolica.



ABSTRACT

Due to an unbalanced diet and other lifestyle components, there has been an increase in the
prevalence of chronic diseases, especially those associated with metabolic disorders such as
those present in metabolic syndrome. Metabolic syndrome is characterized by a group of
metabolic abnormalities and clinical factors such as insulin resistance, dyslipidemia,
hypertension, obesity, increased abdominal circumference, which can be induced by

unhealthy diet. Goat milk plays an important role in human nutrition. The species
Limosilactobacillus mucosae has high potential for the production of probiotic foods, with
proven effects against risk factors for the aforementioned diseases. Inulin is one of the most
studied prebiotics, while synbiotics include a mixture of live microorganisms and substrates
selectively used by microorganisms inhabiting the organism that confer a benefit to the health
of the host. In this study, the effect of goat milk fermented with inulin, Streptococcus
thermophilus and L. mucosae CNPCO007 (potentially probiotic, isolated from goat milk) was
evaluated in an experimental model of metabolic syndrome. For single dose toxicity, female
Swiss Webster mice used according to the up and down method OECD 425. For repeated dose
toxicity, male and female Wistar rats were used, according to the OECD 407 method. For the
induction of the metabolic syndrome, male Wistar rats were fed with Westernized Diet (OD),
the others with Presence® Diet (DP) for 150 days plus 30 days of treatment with fermented
goat milk. The results obtained demonstrated that the product under study did not show signs
of toxicity or mortality when administered by gavage in a single dose (20 mL/kg), nor in
repeated doses (3 mL/kg, 6 mL/kg or 12 mL/kg). The suggested NOAEL (highest level of
administered dose where no adverse effects are observed) was higher than 20 mL/kg after
gavage administration of a single dose and greater than 12 mL/kg after oral administration of
repeated doses (with each mL provides 7.4 — 7.9 log CFU of L. mucosae), being therefore
considered of low toxicity, safe for use in rodents and allowing future use in new studies. It was
observed that the animals fed with DO developed metabolic syndrome, since they presented
higher body weight than the animals fed with PD, even with lower feed intake, these also
presented higher systolic blood pressure, body mass index, abdominal circumference, fasting
glucose, and undesirable lipid profile levels than animals fed PD. Treatment with fermented
milk for a period of 30 days, at doses of 3 or 6 mL/kg, promoted a reduction in blood pressure,
total cholesterol, triglycerides, LDL-c and fasting glucose levels, even maintaining the use of

OD, and these results did not change as a function of dose. These results strengthen the



hypothesis that the fermented milk studied is a product with potential to be used in the treatment
of diseases involving the metabolic syndrome, requiring future studies with humans so that a
possible non-pharmacological therapy can be evaluated for these patients.

Keywords: probiotic; goat milk; Limosilactobacillus mucosae; inulin; metabolic syndrome.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas observou-se um aumento na prevaléncia de doencas cardiovasculares,
obesidade, hipertensao, diabetes e alguns tipos de cancer, principalmente em virtude de uma
alimentacdo ndo balanceada. Em decorréncia desses fatores, apesar de uma parte da populagéo
estar ficando mais obesa, outra parte, a qual tem acesso a alimentos de boa qualidade
nutricional, passou a ter uma maior preocupacao e um olhar mais consciente relacionado ao
conjunto boa alimentacdo e saude. Nesse sentido, a industria de alimentos funcionais,
percebendo que esse nicho do mercado é bastante rentavel economicamente, passaram a investir
mais em tecnologias e estudos que visassem mostrar os beneficios & salde através dos
alimentos, ja que sdo produtos de alto valor agregado podendo torna-los bastante lucrativos para
as empresas (SILVA; ORLANDELLI, 2019).

Porém, a sindrome metabdlica, que pode ser induzida através de uma dieta ndo saudavel,
ainda € considerada um dos principais desafios da satde publica em todo o mundo e leva 0s
individuos a sérios problemas de saude (hipertensdo, diabetes, obesidade, entre outros). Esta
sindrome caracteriza-se por um grupo de anormalidades metabdlicas e fatores clinicos como
resisténcia a insulina, dislipidemia, hipertensdo, obesidade, aumento da circunferéncia
abdominal. Cada critério da sindrome estd relacionado a um risco aumentado de
desenvolvimento de doenca cardiovascular e diabetes mellitus tipo 2. Metabolicamente, varios
fatores de risco tendem a se agrupar em adultos de meia idade (45-59 anos), e a presenca de
trés ou mais desses fatores em um mesmo individuo aumenta o ndmero de chances de
desenvolverem doencas coronarianas (YANG et al., 2020). Estilo de vida sedentério (falta de
atividade fisica), tabagismo e dietas desequilibradas sdo fatores de risco modificaveis
conhecidos por acarretarem no individuo o desenvolvimento da sindrome metabdlica. Porém,
intervengdes no estilo de vida especialmente intervencGes dietéticas podem melhorar essa
condicdo (CASTRO-BARQUERO et al., 2020).

Nesse sentido, os alimentos funcionais, através dos probioticos, chegaram com grande
proposito de apresentarem, além de beneficios intestinais, resultados na reducdo do risco de
doencas relacionadas & sindrome metabolica. J& é comprovado cientificamente que alguns
desses alimentos ajudam na reducéo do risco de doengas tais como cardiovasculares, obesidade,
diabetes e cancer, incluindo a reducgéo dos niveis de lipidios no sangue, diminuigéo da formacao
de placas de ateroma, reducdo da oxidacao das lipoproteinas, eliminacdo dos radicais livres e
inibicdo da agregacdo plaquetaria, os quais podem ser um adjuvante alternativo para
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complementar o tratamento dessas doencas (GUL; SINGH; JABEEN, 2016; PEREIRA et al.,
2019; BOVOLINI, et al., 2021).

Outro alimento que desempenha um papel importante na nutricdo humana € o leite de cabra,
podendo oferecer aos produtores um bom rendimento em termos de produto agropecuario e boa
viabilidade econémica, com a possibilidade de utilizacdo como ingrediente para elaborar
produtos derivados como queijos, iogurtes e outros leites fermentados (NAYIK et al., 2022),
sem adentrar no mérito de minimamente processados e altamente processados. A exemplo dos
alimentos funcionais, o leite de cabra apresenta algumas propriedades particulares, tais como
maior digestibilidade, maior capacidade tamponante, menor teor de colesterol e elevado teor de
calcio, quando comparado ao leite de vaca. Seu valor funcional pode ser melhor explorado por
meio de fermentacdo com microrganismos, empregando culturas puras ou em combinacéao
(BURITI et al., 2014; PEREIRA et al., 2019).

Dentre os microrganismos que podem ser utilizados para este fim, destacam-se o0s
probidticos, os quais sdo microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro (HILL et al., 2014). Bactérias do género
Limosilactobacillus (antes pertencente ao género Lactobacillus) (ZHENG et al., 2020) tém sido
utilizadas como probidticos. Segundo De Moraes et al. (2017), a espécie Limosilactobacillus
mucosae tem grande potencial para producdo de alimentos probiéticos. Do mesmo modo, a
eficacia desse género no tratamento de algumas doencas envolvidas na sindrome metabdlica ja
tem sido relatada (JIANG et al., 2020; RYAN, et al., 2019). Complementarmente, 0s
prebidticos sdo substratos utilizados seletivamente por microrganismos hospedeiros que
conferem um beneficio a satde e, quando presentes, favorecem a multiplicacéo dos probidticos.
A inulina é uma fibra alimentar que atua como prebidtico, sendo, portanto, eficaz ao estimular
a multiplicacdo de microrganismos benéficos (GIBSON et al., 2017).

Sabendo dos beneficios desses compostos para a saude e reducdo de doencas, é interessante
avaliar o efeito de um alimento produzido com leite de cabra, L. mucosae e o prebidtico inulina,
além de uma cultura iniciadora de fermentagéo latica, como Streptococcus thermophilus, em

um modelo animal de doenga crénica ndo transmissivel, como a sindrome metabdlica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a seguranca e o efeito de leite caprino fermentado com prebidtico inulina, a cepa
nativa Limosilactobacillus mucosae CNPCO007, potencialmente probidtica, e a cultura
iniciadora Streptococcus thermophilus QGE sobre a reversdo de fatores associados em um

modelo experimental de sindrome metabdlica.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste estudo foram:

a) determinar a toxicidade dose Unica do leite fermentado em camundongos Swiss Webster;

b) determinar a toxicidade de doses repetidas (28 dias) em ratos Wistar;

c) analisar comportamento, peso corporal, consumo de racdo, macroscopia e histologia dos
Orgaos para 0s animais nos testes de toxicidade dose Unica e toxicidade de doses repetidas,
e peso dos o6rgdos, perfil hematoldgico e bioquimico para os animais do teste de
toxicidade de doses repetidas;

d) induzir sindrome metabdlica em ratos Wistar utilizando Dieta Ocidentalizada (DO);

e) avaliar a evolucdo do peso corporal, consumo alimentar, medidas murinométricas
(circunferéncia abdominal, comprimento corporal e comprimento toracico) de ratos
Wistar alimentados com DO, desde o inicio da inducdo da sindrome até o final dos
tratamentos (180 dias) com o leite fermentado;

f) aferir medidas de pressao arterial sistolica e frequéncia cardiaca dos animais antes (150
dias) e apds o tratamento (180 dias) com o leite fermentado;

g) determinar a glicemia de jejum, perfil lipidico (colesterol total, triglicérides, HDLc e
LDLc), e de proteinas séricas nos ratos Wistar com sindrome metabolica, antes (150 dias)

e apds o tratamento (180 dias) com o leite fermentado.



23

3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Alimentos Funcionais

A produgdo de alimentos funcionais vem ganhando destaque na industria de alimentos nos
ultimos anos, pois a populagdo vem adquirindo mais consciéncia entre boa alimentacéo e satde
e, por isso, as industrias alimenticias percebendo que esse nicho do mercado € bastante rentavel
economicamente, passaram a investir mais em tecnologias e estudos que visassem mostrar 0s
beneficios a salde através dos alimentos, ja que sdo produtos de alto valor agregado podendo
torna-los bastante lucrativos para as empresas (SILVA; ORLANDELLI, 2019).

Todos os alimentos contendo componentes biologicamente ativos, quando consumidos
regularmente, sdo considerados alimentos funcionais, desde que estejam associados a
beneficios fisiologicos e relacionados a prevencdo de doencas cronicas e a salde do
consumidor. Esses componentes exercem propriedades funcionais e 0s produtos que 0s contém
sdo semelhantes aos alimentos convencionais, sendo consumidos como parte de uma dieta
usual, mas com o diferencial de serem capazes de exercer efeitos benéficos a saude. Sendo
assim, sdo conhecidos por, além de exercerem a funcdo nutricional priméria, serem capazes de
melhorar o estado de salde ou reduzir riscos de doencas no individuo, porém, o bioativo pode
ndo ser um nutriente essencial. Diante disso, estudos cientificos buscam comprovar o papel
desses alimentos na promocao da salde e na prevencdo de doencas, em especial, o papel dos
probidticos, devido as suas vantagens e aplicacbes disponiveis, especialmente em produtos
lacteos (GUL; SINGH; JABEEN, 2016; ALKHATIB et al., 2017; ALMEIDA NETA et al.,
2018).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em sua resolucdo de n° 18 de
30/04/1999, estabelece as diretrizes bésicas para analise e comprovacdo de propriedades
funcionais, definindo que para utilizacéo de propriedade funcional e/ou de saude o alimento ou
ingrediente deve conferir fungfes nutricionais basicas, produzir efeitos metabdlicos e/ou
fisioldgicos e/ou efeitos benéficos a salude, devendo ser seguro para consumo sem supervisao
médica (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 1999).

O crescente interesse de industrias e consumidores em relagéo aos alimentos funcionais tem
grande destaque para 0s probiéticos, pois sabe-se atualmente que suas vantagens vdo além da
salde intestinal, que quando ingeridos em quantidades adequadas podem ajudar na reducdo do
risco de doencas tais como cardiovasculares, obesidade, diabetes e cancer, incluindo a reducéo

dos niveis de lipidios no sangue, diminuicdo da formacéo de placas de ateroma, reducdo da
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oxidagdo das lipoproteinas, eliminago dos radicais livres e inibicdo da agregacdo plaquetéria.
Essa busca pelos beneficios dos alimentos funcionais esté relacionada as melhores escolhas
para a alimentacdo, ou a um aumento na conscientizacdo sobre o bindmio dieta/saude,
principalmente porque a relacdo salde/bem estar esta estritamente ligada ao consumo de
alimentos nutritivos, o que pode oferecer grande oportunidade para melhorar a saude publica
(GUL; SINGH; JABEEN, 2016; PEREIRA et al., 2019). Foi estimado que para este ano de
2022 haja um crescimento de até 7% globalmente no mercado de probidticos, representando
cerca de 64 bilhdes de ddlares na sua taxa de crescimento anual composta (FILBIDO;
SIQUIERI; BACARII, 2019).

Ha no mercado um nicho muito rentavel de alimentos funcionais disponiveis e, apesar de
haver produtos vegetais, incluindo azeites, cereais e chés, produtos animais como 0s de
pescado, sdo o0s produtos lacteos e enriquecidos com probidticos e prebidticos, principalmente
as bebidas, a categoria de alimentos funcionais mais atrativa. 1sso ocorre devido a facilidade de
dissolugdo dos componentes funcionais, além de estudos recentes acerca de otimizacdo de
ingredientes para a formulacdo de novas bebidas funcionais, exploracdo de microrganismos e
ingredientes alimentares ndo digeriveis para aumentar os beneficios funcionais, uso de
ingredientes funcionais, valorizacdo de subprodutos, entre outros (BARROS, 2021;
ADEDOKUN et al., 2022; GRANATO et al., 2020).

3.2 Probiodticos

Hill et al. (2014) atualizaram a definicdo de probidticos anteriormente proposta pela
Fundacdo das NacOes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO) e pela Organizacéo
Mundial da Saiude (OMS). Em tal definicdo, internacionalmente aceita pela comunidade
cientifica até os dias atuais, os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saide do hospedeiro. Para que
se tenha efeito, esses microrganismos devem sobreviver atraves das barreiras gastrointestinais
em numero suficiente, de modo a garantir que colonizem o intestino e exer¢am seus beneficios
sobre a saude. Os probidticos podem ser disponibilizados incorporados em alimentos, devendo
permanecer viaveis nos mesmos durante todo o tempo de armazenamento e, dessa forma, poder
influenciar a microbiota intestinal quando ingeridos (DE MORAES et al., 2017).

Uma grande variedade de produtos que contém probidtico sdao consumidos diariamente por
milhdes de pessoas (KLEEREBEZEM et al., 2019). Segundo Terpou et al. (2019), os alimentos

probiGticos devem conter uma quantidade de microrganismos vivos de pelo menos 10% UFC/g,



25

para que possa proporcionar beneficios a saude do consumidor, sendo as bactérias da familia
Lactobacillaceae e do género e Bifidobacterium as mais utilizadas para o consumo humano.

A World Gastroenterology Organisation (WGQO) aponta que alteracbes na microbiota
intestinal estdo envolvidas no curso de diversas doencas, e 0s probidticos sdo capazes de
promover a homeostase desse meio através de producdo de mucinas, competicdo pela adeséo
de patdgenos, controle da inflamac&o, alteracdo do pH, producdo de citocinas, propriedades
imunomoduladoras e anti-inflamatorias, resultando em contribuicdes para condi¢cfes saudaveis
para 0 meio. (WORLD GASTROENTEROLOGY ORGANISATION, 2017; KIM et al., 2019)

Diversos sdo os beneficios j& comprovados de que os probidticos exercem na salde dos
consumidores: modulacdo da microbiota intestinal (PELUZIO et al., 2021); reducdo de
acumulo de gordura (YAVAROV-DAYLIEV et al., 2022); reducdo do peso corporal, dos
niveis de glicose de jejum, da resisténcia a insulina; aumento dos niveis de Glucagon-like
peptide-1 (GLP-1) (CABELLO-OLMO et al., 2022), reducéo de colesterol LDL e triglicerideos
(ZAFAR et al., 2022); reestabelecimento aos niveis normais da pressdo arterial em animais
hipertensos (ZHANG; KO; ZENG, 2022); entre outros.

O mecanismo de acdo dos probidticos e/ou prebidticos no hospedeiro ainda ndo foi
totalmente elucidado, porém, acredita-se que esses mecanismos sdo especificos da cepa, tempo
de tratamento e quantidade de microrganismos utilizados. Os acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) sao o principal metabdlito produzido pela fermentacdo de fibras alimentares pelas
bactérias intestinais (ZHANG; KO; ZENG, 2022). Com relagdo ao efeito hipocolesterolémico,
0s probidticos tém capacidade de fixar o colesterol nas suas paredes celulares, que possuem
aminoacidos responsaveis pela ligacdo entre o colesterol e a superficie celular das bactérias, de
forma a reduzir a sua disponibilidade no meio intestinal e impedir sua absorcéo pela corrente
sanguinea (DOS SANTOS et al., 2019). Para a atividade anti-hipertensiva, por sua vez, ha
evidéncias de que alguns probidticos apresentam acéo inibitoria sobre a enzima conversora de
angiotensina (ECA) através da metabolizacdo de proteinas da matriz alimentar, principalmente
a proteina do leite, e consequente liberacdo de peptideos bioativos com tal efeito, regulando
assim a hipertensdo (KIM et al., 2021). Para efeitos de controle de glicemia, ha a hip6tese de
que a modulacdo imunolégica apds a suplementacdo com cepas probiéticas contribui para a
melhora do controle glicémico através da geragdo dos AGCC e o fato de seus metabdlitos
induzirem a producdo de GLP-1 na microbiota intestinal, atuando também no controle da
glicemia (KAASIAN et al., 2018). Para o potencial antiobesidade, estima-se que os AGCC
interagem com receptores especificos da proteina G, como G- protein coupled receptor 41

(GPR41) e G- protein coupled receptor 43 (GPR43), sendo esses receptores 0s responsaveis
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pela secrecdo de hormdnios intestinais, como o GLP-1, que prolonga a fase géstrica e o tempo
de trénsito intestinal, e também a proteina YY (PYY), importante no controle da ingestdo
caldrica e apetite, além de estar relacionada com a motilidade intestinal e esvaziamento gastrico
(REMELY; HASLBERGER, 2017).

3.3 Limosilactobacillus mucosae

Microbiologistas de diversos paises revisaram o género dos microrganismos Lactobacillus,
o0 qual compreende 261 espécies diversas a nivel fenotipico, ecoldgico e genotipico. Baseado
nos estudos taxondmicos, sequéncia genomica, filogenia de genoma central, identidade de
aminoéacidos, critérios fisiologicos e ecologia, foi proposto uma reclassificacdo do género
Lactobacillus em 25 géneros, onde foi criado, em 2020, a partir dessa separacdo, 0 género
Limosilactobacillus (ZENG et al., 2020). Os microrganismos do género Limosilactobacillus
sdo considerados integrantes das bactérias laticas (BAL) benéficas, além de serem capazes de
sobreviver em condi¢des adversas do trato gastrointestinal (TGI). Os acidos organicos
produzidos por estas bactérias formam um ambiente acido que pode inibir a viabilidade de
bactérias patogénicas. Dessa forma, cepas bem caraterizadas de BAL tém sido utilizadas como
probidticos para modular a composi¢do da microbiota intestinal, melhorando a imunidade da
mucosa e aumentando a impermeabilidade epitelial e funcdo de barreira e, dessa forma,
promovendo a salde do intestino do hospedeiro. Dentre as espécies de BAL,
Limosilactobacillus mucosae esta bastante associada a mucosa intestinal animal e humana (DE
MORAES et al., 2017; ROYAN et al., 2021; DROBNA et al., 2017; PAJARILLO et al., 2017).

Cepas autoctones de L. mucosae, isoladas de leite de cabra, foram avaliadas quanto ao seu
potencial probidtico. Dentre as cepas analisadas, L. mucosae CNPCO007 apresentou
caracteristicas que a candidatam como probidtica para uso em humanos, como: genes
relacionados a adeséo a mucosa intestinal, tolerancia a sais biliares, alta taxa de sobrevivéncia
as condicdes gastricas e entéricas pela simulacao in vitro e susceptibilidade a antibioticos (DE
MORAES et al., 2017).

Recentemente alguns trabalhos tém demonstrado o potencial probidtico das cepas de L
mucosae como prospero no tratamento de algumas doengas envolvidas na sindrome metabolica,
como reducdo e melhora de hiperlipidemia e aterosclerose (JIANG et al., 2020) e possivel efeito
cardioprotetor (RYAN et al., 2019).
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3.4 Prebidticos

Prebidtico é um substrato utilizado seletivamente por microrganismos hospedeiros que
conferem um beneficio a salde. Produtos que contém probioGticos e prebioticos sao
denominados simbidticos e, sendo assim, quando consumidos, 0 componente prebidtico
favorece a multiplicacéo e atividade do componente probidtico (GIBSON et al., 2017).

Estima-se que h& uma perspectiva de crescimento industrial acerca de prebioticos de 12,7%
nos proximos anos (MANO et al., 2018) e tanto os probidticos quanto os prebidticos sdo cada
vez mais incorporados a uma ampla gama de alimentos (CUNNINGHAM et al., 2021).

Os efeitos prebioticos classicos sdo mediados pelo consumo do substrato por grupos
especificos dentro da microbiota, promovendo seu crescimento e atividade metabdlica. Esses
compostos apresentam como principais subprodutos do metabolismo microbiano os AGCC
acetato, butirato e propionato, conhecidos por interagir com os hospedeiros e facilitar muitos
efeitos dos probioticos. A produgdo dos principais AGCC, acetato, propionato e butirato, é
influenciada pela fonte do substrato, composicdo da microbiota e tempo de transito intestinal,
sendo o acetato encontrado em niveis mais altos nas fezes dos animais (ROUPAR et al., 2022).
As mudancas resultantes na composi¢do microbiana e nas concentracdes de metabdlitos a partir
da administracdo de prebidticos afetam a sinalizagdo epitelial, imune, nervosa e enddcrina do
hospedeiro e mediam beneficios a satde, como melhorias na funcéo intestinal, metabolismo de
glicose e lipidios, regulacao de saciedade e apetite, além de serem reconhecidos por modulacéo
na sinalizacdo de células intestinais com efeitos na inflamacéo e funcéo de barreira (GIBSON
etal., 2017; BLAAK et al., 2020; BROSSEAU et al., 2019).

Estudos mostraram que uma dieta rica em gordura e agUcares, a chamada dieta ocidental
(DO) altera a funcdo de barreira intestinal e que esse comprometimento estd associado ao
desenvolvimento de obesidade e sindrome metabolica, podendo causar disfungdo dessa barreira
e aumento da permeabilidade intestinal, facilitando a translocacao de bactérias e componentes
bacterianos para a corrente sanguinea, enquanto que a ingestdo de prebioticos atua na melhora
da integridade intestinal (BEISNER et al., 2021).

Os prebioticos geralmente se referem a oligossacarideos que ndo sdo digeridos por enzimas
animais, mas podem estimular seletivamente espécies de bactérias intestinais importantes. Os
principais oligossacarideos comerciais sdo os fruto-oligossacarideos (FOS), inulina, galacto-
oligossacarideos (GOS) e xilo-oligossacarideos (XOS) (ZHU et al., 2021).
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3.5 Frutanos Tipo Inulina Como Principais Prebiéticos

A inulina é uma fibra alimentar fermentavel, solivel em agua, pertence ao grupo de
carboidratos ndo digeriveis chamado frutanos, e esta presente em vegetais como as raizes de
chicdria. Esse carboidrato é dependente da microbiota intestinal para sua decomposicdo em
produtos como 0s AGCC, j& que ndo pode ser absorvido diretamente no trato digestivo. A
inulina atua como um prebiodtico eficaz, estimulando o crescimento de populacbes de
microrganismos benéficos, como os pertencentes ao género Bifidobacterium e a familia
Lactobacillaceae, além de também poder ser extraida para uso como ingrediente alimentar.
Estudos mostraram que algumas bactérias benéficas hidrolisaram a inulina de modo a produzir
AGCC no colon e reduzir a resposta inflamatoria de baixo grau, facilitando o metabolismo da
glicose. Esses AGCC interagem com receptores acoplados as proteinas G (GPRs), GPR41,
GPR43 e GPR109A, sendo essa interacdo esta ligada a atividade das células imunes, conferindo
efeitos fisioldgicos benéficos ao hospedeiro (HIEL et al., 2019; ZHAO et al., 2018; WANG et
al., 2020).

Beisner et al. (2021) em estudo com camundongos alimentados com DO e tratados com uma
dieta controle suplementada com inulina, observaram que a inulina e o butirato de sédio
(produto da fermentacédo da inulina) reduziram o aumento de peso, a hepatoesteatite e o nivel
de triglicerideos plasmatico nos animais com obesidade induzida pela dieta, além de também
terem contribuido para melhora da permeabilidade intestinal. Outro estudo, de Miao et al.
(2022), sugeriu que camundongos alimentados com dieta rica em gordura por 4 semanas na
gestacdo e tratados com inulina, apresentaram melhora dos parametros de distarbios do
metabolismo de glicose e lipidios, reduzindo o acimulo de gordura e a intolerancia a glicose,
sendo esta melhora atribuida ao tratamento com inulina mediado pela microbiota intestinal.
Além de outros beneficios ja mostrados, evidenciou-se também melhora de alteracdes hepaticas
em pacientes com transtorno de uso de alcool durante a abstinéncia (AMADIEU et al., 2022),
efeito restaurador da mucosa intestinal de camundongos imunossuprimidos (ZOU et al., 2022)
e reducgdo da doenca hepética gordurosa ndo alcodlica em camundongos (WANG et al., 2022).

Considerando as ultimas instrucGes publicadas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), a quantidade minima de inulina e oligofrutose adicionada a por¢do de produtos
probidticos com alegacdo de satde deve ser de no minimo 5g, sem ultrapassar 30g (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016).
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3.6 Simbidtico

E uma mistura que compreende microrganismos vivos e substratos seletivamente utilizados
por microrganismos hospedeiros que conferem um beneficio a satde do hospedeiro. O
simbidtico complementar é composto por um probidtico e um prebio6tico que juntos conferem
um ou mais beneficios a salde, mas ndo requerem funcdo co-dependentes, e o simbiotico
sinérgico contém um substrato que € utilizado seletivamente pelo(s) microrganismo(s) vivo(s)
coadministrado(s) (SWANSON et al., 2020).

3.7 Sindrome Metabélica

Sindrome metabolica é um conjunto de fatores de risco cardiometabdlico com alta
prevaléncia na populacdo adulta e com altos custos para os sistemas publicos de saide em todo
0 mundo e caracteriza-se pela presenca de fatores de risco metabdlicos para diabetes tipo 2 e
doenca cardiovascular aterosclerotica (DCV), obesidade, aumento de circunferéncia
abdominal, hipertensdo, glicemia de jejum elevada e dislipidemia. O consenso é de que a
presenca de trés das cinco doencas acima listadas constitui um diagnostico da doenca. Outros
nomes aplicados incluem sindrome X, sindrome da resisténcia a insulina, quarteto mortal ou
sindrome da dislipidemia da obesidade (LIMA et al., 2021; TRAN et al., 2020; BOVOLINI et
al., 2021). Pacientes acometidos com tais doencas estdo associados a processos inflamatorios
com intensidade exacerbada, resultando em mecanismos ativados por elevados niveis de
marcadores de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), proteina C reativa, interleucina-6 (IL-6)
e interleucina-8 (IL-8) (FARIA et al., 2019). Tem sido sugerido que o sedentarismo, os padrdes
alimentares desequilibrados e inflamacdo crbnica de baixo grau levam a progressao e
complicagdes diabéticas, onde a DM2 é frequentemente acompanhada por outras doengas como
hipertensdo, dislipidemia, obesidade e aumento da circunferéncia abdominal, doencas estas que
desempenham papel fundamental no desenvolvimento da sindrome metabolica (BOVOLINE
etal., 2021).

O Brasil é um pais com uma das mais altas prevaléncias de diabetes no mundo (chegando a
ocupar o 6° lugar), com 15,7 milhGes de adultos (20-79 anos) diagnosticados com a doenca em
2021, onde a diabetes tipo 2 (DM2) representa mais de 90% de todos os casos de diabetes, com
um numero de 5 milhdes de adultos ainda ndo diagnosticados. A estimativa da incidéncia da
doenca é que em 2045 chegue a 23,2 milhGes (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2021).
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Os principais mecanismos fisiopatologicos que caracterizam a DM2 séo a resisténcia a
insulina (mais atribuida a fatores ambientais relacionados a excessos, estilo de vida sedentério
e obesidade) e secrecdo insuficiente desta pelo pancreas (em grande parte resultado de
influéncias genéticas, além de que a propria hiperglicemia pode prejudicar a funcéo das células
beta pancreéticas). H& evidéncias de que o risco de DM2 é influenciado também por fatores
genéticos, sendo estes responsaveis por apenas uma pequena porcao do risco (LANGENBERG;
LOTTA, 2018).

O sobrepeso e a obesidade sdo determinantes para acometimento de sindrome metabolica.
A medicina avalia cada fator contribuinte para tal doenca de forma individualizada, porém o
componente de circunferéncia abdominal elevada parece ter um peso maior, pois leva ndo
apenas a resisténcia a insulina, mas também ao acumulo de lipidios em outros locais como
figado e masculo, predispondo ainda mais a resisténcia a insulina e a dislipidemia. Esses fatores
aliados a hipertensao tendem a manifestar-se comumente como estados pré-trombéticos e pro-
inflamatorios, que sdo fatores de risco aumentados para doencas cardiovasculares (DCV), além
de que a obesidade causa resisténcia periférica a captacdo de glicose mediada por insulina e
também pode diminuir a sensibilidade das celulas beta a glicose (SHERLING;
PERUMAREDDI; HENNEKENS, 2017).

3.8 Produtos Lacteos Probidticos e/ou Prebidticos e Seus Beneficios Para as DCNT

(Reducéo dos Fatores de Risco Para a Sindrome Metabdlica)

Alguns estudos ja comprovam que diferentes produtos lacteos podem conferir beneficios a
salde através de reducdo de fatores de risco para doencas cronicas ndo transmissiveis.
Delgadillo-Puga et al. (2020) avaliaram o efeito do leite de cabra sobre alteragdes
metabolicas em camundongos alimentados com dieta rica em gordura e chegaram a concluséo
de que a incorporacdo desse leite a dieta desses animais acarretou em reducéo do peso corporal
e da massa gorda, melhorou a tolerancia a glicose, preveniu a hipertrofia do tecido adiposo e a
esteatose hepatica, associados a um aumento no gasto energético e reducdo dos marcadores
inflamatdrios, caracterizando-o como uma estratégia ndo farmacol6gica para melhorar as
alteracdes metabdlicas induzidas por dieta rica em gordura. Um potencial efeito benéfico foi
identificado atraves da separacdo e identificacdo de um peptideo inibidor da ECA de
hidrolisados de caseina do leite de cabra, caracterizando como potencial efeito benéfico contra
hipertensdo arterial (QIAO et al., 2022). O kefir de leite de cabra simbiotico, suplementado

com glicomanana extraida do tubérculo porang (Amorphophallus oncophyllus), bactérias e
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leveduras, apresentou melhora a satde de ratos alimentados com dieta rica em gordura de forma
que conseguiu reduzir os niveis de hemoglobina glicada (HbAl) e TNF-a plasmaticos
(NURLIYANI; HARMAYANI; SUNARTI, 2022).

3.9 Leite de Cabra (Importancia Nutricional, de Desenvolvimento Social e Econdémico

para a Regido Nordeste)

Vem sendo demonstrado que o leite de cabra é uma 6tima fonte alimentar, proporcionando
beneficios na manutencdo da salde, no processo fisioldgico e na nutricdo da populacgéo,
podendo ser consumido pela maioria da populacdo que apresentam alergia ao leite de vaca,
além de ser uma boa fonte de compostos bioativos (peptideos, acido linoleico conjugado,
AGCC, entre outros). No entanto, a composicdo desse leite depende, entre outros, da
alimentacdo, raca, periodo de vida e habitat do animal (DELGADILLO-PUGA et al., 2020).

A partir do leite caprino podem ser fabricados diversos produtos lacteos, como iogurte,
queijo, bebidas fermentadas e ndo fermentadas, sobremesas, manteiga, etc, além de que o
mesmo apresenta uma alta quantidade de proteinas, &cidos graxos, minerais e um bom potencial
terapéutico, o que o candidata como alimento funcional (NAYIK et al., 2021).

Segundo censo agro do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2017), o rebanho de
caprinos no Brasil é de 8.260.607, sendo 1.415.953 no estado de Pernambuco, o que
corresponde a aproximadamente 17% do rebanho nacional. Visto que € uma atividade bem
desenvolvida na regido, a caprinocultura leiteira fortalece ainda mais a necessidade de
diversificacdo e desenvolvimento de novos produtos, podendo se expandir através da agregacao

de valor e comercializacdo dos produtos lacteos finais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da Pesquisa

Os ensaios de toxicidade, confeccdo da DO, inducdo da SM, tratamento e analises pds-
tratamento foram realizados no Laboratério de Farmacologia e Produtos Bioativos da
Universidade Federal de Pernambuco-LFPB-UFPE.

4.2 Obtencao das Culturas Laticas

A cepa de L. mucosae CNPCO007, isolada por De Moraes (2017), foi proveniente, na forma
liofilizada, da colecdo de microrganismos nativos de interesse para a agroindustria da Embrapa

Caprinos e Ovinos (Sobral, CE, Brasil).

4.3 Processo de Ativacdo da Cepa Liofilizada de Limosilactobacillus mucosae

O processo de ativacdo foi realizado no Nucleo de Pesquisa e Extensdo em Alimentos
(NUPEA) do Centro de Ciéncias e Tecnologia (CCT) da Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB), segundo metodologia descrita por De Barcelos (2017), com modifica¢es. A cepa
liofilizada L. mucosae CNPCO007 foi inoculada em tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo
De Man, Rogosa & Sharpe — MRS. Em seguida os tubos foram incubados em estufa
bacterioldgica a 37°C/24h (12 ativacdo). Um novo cultivo foi realizado com transferéncia de
100 pL do conteudo dos tubos incubados (1% ativagdo) para tubos tipo Falcon contendo 10 mL
de MRS caldo e foram incubados em estufa a 37° C/24h (22 ativagdo). Posteriormente, 0
material foi centrifugado a 3.500 rpm/ 15min em centrifuga mod. CT — 0603 (Parsec Tecnologia
Laboratorial, Itajai, SC, Brasil). O pellet obtido foi lavado com 10 mL de solucéo salinaa 0,85%
e centrifugado sob as mesmas condicGes anteriores. Cada pellet obtido foi utilizado em 100 mL

de formulagéo de leite de cabra fermentado.
4.4 Producao do Leite de cabra Fermentado
A fermentacdo do leite foi realizada no Nucleo de Pesquisa e Extensdo em Alimentos

(NUPEA) do Centro de Ciéncias e Tecnologia (CCT), da Universidade Estadual da Paraiba,

segundo protocolo de Galdino et al. (2021) para o tratamento de nimero T35. Para tal, o leite
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foi inoculado com a cultura iniciadora comercial de Streptococcus thermophilus QGE (Biotech
Fermentos e Coagulantes Ltda., Alto Piqui, PR, Brasil, 0,004 g/100 mL) e com a cepa nativa L.
mucosae CNPCO007 como cultura adjuvante probiotica (pellet da segunda ativacao, conforme
descrito no item 4.3), e também adicionado de inulina (5g/100mL) (Orafti GR, Beneo,
distribuido pela Sweetmix, Sdo Paulo, SP, Brasil) como ingrediente prebidtico.

A fermentacdo foi conduzida em leite de cabra ap6s seu tratamento térmico por 15 min a
90°C. A incubacado foi realizada em temperatura de 42°C e em tempo necessario para se chegar
a acidez minima desejavel de 0,6 g de acido latico/ 100 mL para leites fermentados segundo a
legislagdo vigente (BRASIL, 2007). Antes de oferecer o produto aos animais foram feitas
andlises previstas na referida legislacdo que garantiram a qualidade do mesmo e que indicaram
a viabilidade média da cultura nativa L. mucosae entre 7,4 log UFC/mL e 8,2 log UFC/mL ao

longo do periodo de estocagem.

4.5 Modelos Animais e Principios Bioéticos

Para determinacdo da toxicidade de dose Unica do leite fermentado foram utilizados 10
camundongos fémeas Swiss Webster (25-30 g), com idade de 45 dias de vida, ndo-isogénicas,
nuliparas, provenientes do Biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-
UFPE). Para a toxicidade de dose repetida, foram utilizados 40 ratos Wistar, sendo 20 machos
e 20 fémeas, com peso entre 188-220 g e 148-162 g (com idade de 5 semanas de vida),
respectivamente, provenientes do Biotério de Criacdo do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco. Todos 0s animais passaram por uma
adaptacdo de 72 horas antes de cada ensaio e foram mantidos sob condi¢Oes padrédo
(temperatura de 22 + 2°C, umidade relativa do ar de 30-70%, com controle claro/escuro de
12h). Os animais tiveram acesso a racdo comercial Presence® (Presence Nutricdo Animal,
Paulinia, SP, Brasil) e agua ad libitum.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco,
sob o n° 0062/2018. Os procedimentos adotados nos experimentos seguiram as normas da
Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratério (SBCAL) (ANEXO 2).

4.6 Avaliagdo da Toxicidade de Dose Unica
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A toxicidade de dose Unica (TDU) foi realizada em camundongos Swiss webster fémeas (n=5
animais/grupo), de acordo com método up and down das diretrizes da OECD 425. Os animais
foram divididos em dois grupos: Toxicidade dose Unica controle (TDUc) e Toxicidade dose
Unica tratado (TDUt) (n=5 animais/grupo). Eles foram submetidos a jejum de 12 horas e
pesados antes de receberem dose Unica de agua ou leite fermentado. Os animais aos quais
ingeriram o leite fermentado, receberam a dose de 20 mL/kg via gavagem, o grupo controle
recebeu agua em igual volume. Os animais foram submetidos aos respectivos tratamentos em
dose Unica, via gavagem, no dia zero e foram analisados para possiveis sinais de toxicidade em
intervalos de 24 horas pelo periodo de 14 dias e eutanasiados no 15° dia. Em caso de
mortalidade, a dose mais baixa subsequente poderia ser administrada até possibilitar a
estimativa de uma faixa de DL50%, conforme os padrdes da Globally Harmonised System
(GHS) (OECD-423/2001).

4.7 Avaliacéo da Toxicidade de Doses Repetidas

Para a toxicidade de doses repetidas (TDR) foram utilizados 40 ratos Wistar divididos em 4
grupos, com n=10 animais/grupo, sendo 5 de cada sexo por grupo, que recebiam diariamente
via gavagem por 28 dias, 3 mL/kg (TDR3), 6 mL/kg (TDR6), 12 mL/kg (TDR12) de leite
fermentado ou 12 mL/kg de 4gua (TDRc). A avaliacdo seguiu as diretrizes da OECD 407, onde
a menor dose do leite fermentado simula um consumo médio de uma xicara (200 mL)/dia por
um adulto de 70 kg e duas doses subsequentes maiores. Os animais foram mantidos em jejum
prévio de 12 horas e foram pesados antes de serem tratados, foram submetidos aos respectivos
tratamentos diariamente, via gavagem, analisados para possiveis sinais de toxicidade em

intervalos de 24 horas pelo periodo de 28 dias e eutanasiados no 29° dia.

4.8 Avaliacdo Comportamental, Peso Corporal e Consumo Ragéo In Vivo

Apo0s a administracdo do leite fermentado, com as suas respectivas doses, de acordo com o
teste em questdo, os parametros de consumo de racdo, avaliagdo comportamental (tremores,
agressividade, aumento de frequéncia respiratoria, convulsdo, marcha, piloerecdo, hipnose,
cianose, espasmos, resposta ao toque, fotofobia, etc), assim como a producao de excretas, foram
avaliados durante 30 min, 1h, 2h, 4h e a cada 24 horas por 14 dias, para toxicidade de dose
Unica e por 28 dias para toxicidade de doses repetidas. Para a evolugdo do peso na avaliagdo da
toxicidade dose Unica, todos os animais foram pesados para obter as medidas de peso corporal
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(PC) antes do inicio do teste (dia 0), e depois, periodicamente (5, 10 e 15 dias) até o dia da
eutandsia. Para a toxicidade de doses repetidas, 0 mesmo procedimento foi adotado até o dia da
eutanasia. Um procedimento semelhante e periodos de amostragem foram aplicados na
avaliacdo do consumo alimentar. O estado de consciéncia, disposicdo geral, coordenacao
motora, tdnus muscular, reflexos, atividade do sistema nervoso central e autbnomo, e o nimero

de 6bitos também foram avaliados.

4.9 Avaliagbes Ex Vivo

4.9.1 Método de Eutanésia e Obtencdo do Sangue

Ao final do experimento, no 15° dia para toxicidade de dose Unica e ao 29° dia para
toxicidade de doses repetidas, os animais foram deixados em jejum por 10 horas, pesados,
submetidos a anestesia via intraperitoneal com cloridrato de xilazina (10-15 mg/kg) e cloridrato
de cetamina (100-150 mg/kg) e eutanasiados através de decapitacdo. No momento da
decapitacdo, o sangue dos animais foi coletado (apenas para os animais de toxicidade de doses
repetidas) em dois tubos diferentes: um com anticoagulante (EDTA) e outro em tubo vazio.
Esse altimo foi imediatamente centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos e ap6s, o sobrenadante
foi separado, armazenado em tubo Eppendorf e refrigerado a 4°C até o momento da andlise.

4.9.2 Determinacéo do Peso Relativo dos Orgdos

Os 6rgdos (figado e rim) dos animais submetidos aos testes de toxicidade dose Unica e
toxicidade de doses repetidas foram imediatamente retirados e pesados em balanca digital com
precisdo de 0,005 g. Os valores foram expressos em peso relativo (grama de 6rgao ou tecido /
cada 100 g de peso corporal total), obtidos através do seguinte calculo: (peso do tecido ou érgédo

do animal x 100) / peso corporal do animal no momento da eutanasia.

4.9.3 Determinacdo do Perfil Hematoldgico e Bioquimico.

As amostras de sangue coletadas em tubo com EDTA, dos grupos para toxicidade de doses
repetidas, foram utilizadas para determinacdo do perfil hematoldgico. O hemograma foi
realizado por automacdo em Hematoclin 5.4 (Bioclin, Quimica Bésica Ltda., Belo Horizonte,
MG, Brasil).
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As anélises bioquimicas de TGO/AST (transaminase glutdmico-oxalacética/aspartato
aminotranferase), TGP/ALT (transaminase glutdmico-pirdvica/alanina aminotransferase),
ureia e creatinina foram realizadas mediante calibracdo dos parametros utilizando amostras de
animais controle, sendo esses 0s animais que receberam agua nas avaliacfes de toxicidade.
Toda a andlise bioquimica foi realizada por automagéo com o auxilio do analisador automético
bioquimico (MH-Lab URIT 8021A, MH Equipamentos para Laboratério, Sdo Paulo, SP,
Brasil).

4.9.4 Avaliacdo Macroscopica e Histopatoldgica

Apbs a eutanasia, foram removidos de todos os animais (TDU e TDR) o figado e os rins.
Esses 6rgdos foram pesados, avaliados macroscopicamente e fixados por 24 horas em tampao
formalina 10%, tamponado, pH 7.4 para realizacdo de analises histopatologicas. Apos o periodo
de fixacdo as amostras foram acondicionadas em cépsulas histoldgicas e colocadas no
autotécnico (Metalurgica OMA, Sdo Paulo, Brasil), para processamento overnight, sendo
desidratadas em doses crescentes de alcool etilico a 70, 80 e 90%. Posteriormente, as amostras
foram diafanizadas em xilol contendo misturas sequencialmente concentradas de parafina
durante 12 horas e inclusas em parafinas quente. Os blocos foram microtomizados, obtendo
cortes de 5um dispostos em lamina de vidro de 75 x 25 mm?, sendo coradas com hematoxilina-

eosina para avaliacdo de alteracdes teciduais em microscopia éptica.

4.10 Inducéo da Sindrome Metabdlica

4.10.1 Modelo Experimental

Foram utilizados 40 ratos Wistar machos aos 21 dias de vida, provenientes do biotério de
criagdo do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de
Pernambuco.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (n=4/caixa) sob condig¢Oes
constantes de temperatura (22 + 2°C), umidade relativa de 55-60%, receberam agua ad libitum.

Inicialmente, os animais foram divididos em dois grupos de acordo com a dieta fornecida:
1) grupo dieta controle padrdo de laboratorio consumindo Dieta Presence® (DP), com n=8; e
2) Dieta Ocidentalizada (DO), com n=32, pois como mostrado na Figura 1, esses animais

posteriormente foram subdivididos em outros 4 diferentes grupos. Ambos os grupos foram
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alimentados pelas respectivas dietas durante o periodo de 150 dias. Os detalhes da dieta estdo
descritos no item 4.10.2.

Figura 1 — Formacdo dos grupos experimentais (n=40)

40 ratos Wistar machos
com 21 dias de vida.

Grupo controle Grupo controle
alimentado com Dieta alimentado com Dieta
Presence® (DP) n=8 Ocidental (DO) n=32

Fonte: O préprio autor.

4.10.2 Dieta e Tratamento

A Dieta Ocidentalizada (DO) experimental é caracterizada por apresentar um maior teor de
lipidios saturados, quando comparada a dieta padrdo para animais de laboratério. A dieta foi
constituida de alimentos hiperenergéticos, triturados e misturados, formando pellets e ofertados
aos animais. Os dados sobre a composicao da dieta ja foram publicados em trabalhos anteriores
do grupo (FERRO-CAVALCANTE et al., 2013, 2014).

Também foi utilizado o Mix de mineral AIN-93G-MX (Rhoster®) essencial para a etapa de
crescimento, do desmame até os 60 dias de vida e, em seguida, alterado para 0 Mix de mineral
AIN-93M — MX (Rhoster®), utilizado na manutencdo dos animais adultos. A composicéo
percentual centesimal dos macronutrientes das dietas em relacdo ao seu valor energético

encontra-se apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Composi¢do de macronutrientes segundo o Valor Energético Total (VET) da dieta

normocaldrica para roedores (Presence®) e da Dieta Ocidentalizada

Dieta Proteina Carboidrato Lipidio VET
(% kcal VET) (% kcal VET) (% kcal VET) (kcal/g)
Ocidentalizada 19 46 35 4,04
crescimento
Ocidentalizada 15 51 34 4,08
manutengéo
Presence** 26 63 11 3,6

*Qs célculos da composicao centesimal de macronutrientes foram baseados nas informag6es nutricionais enviadas
pela empresa fornecedora dos produtos e na Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO).

**Determinado pelo Instituto Adolfo Lutz, 1985.

Completados 150 dias de consumo da Dieta Ocidentalizada, os 32 animais (DO) foram

aleatoriamente redistribuidos em 4 subgrupos: leite fermentado (nas doses de 3mL/kg ou

6mL/kg v.0); metformina (500 mg/kg; v.0) ou agua (10 mL/kg). Esses animais continuaram

com a mesma alimentacdo e, concomitantemente, receberam seus respectivos tratamentos

diariamente, durante 30 dias. O grupo que foi alimentado com DP recebeu veiculo (10 mL/kg)

por igual periodo de tempo, conforme exposto na Figura 2.
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Figura 2 — Delineamento experimental dos grupos a serem tratados, durante 30 dias por
gavagem, com leite fermentado 3 ou 6mL/kg, metformina (500 mg/kg) ou &gua (10

mL/kg)
40 ratos Wistar machos
com 21 dias de vida.
Grupo controle Grupo controle
alimentado com Dieta alimentado com Dieta
Presence® (DP) n=8 Ocidental (DO) n=32
150 dias de 150 dias de
consumo da DP consumo da DO
i + ] Leite 1 ( Leite
A,\gua destilada fermentado - » fermentado
(veiculo) 10 mL/kg 3mL/kg (n=8) J L 6mL/kg (n=8)
4 N\
Metformina 500
mg/kg (n=8)
v
- N
Agua destilada
(veiculo) 10
mL/kg (n=8)

Fonte: O prdprio autor.
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4.10.3 Avaliacdes in vivo

4.10.3.1 Evolucédo do Peso Corporal e Consumo Alimentar

A determinacdo da evolucdo corporal foi realizada utilizando balanca eletronica digital
Yihua SF-400 (Zhejiang, China), uma vez por semana, a partir do 21° dia até a instalacdo da
sindrome metabdlica, no 150° dia, e durante o tratamento que ocorreu do 150° ao 180° dia. O
consumo alimentar dos animais foi avaliado no mesmo periodo. O célculo baseia-se na

subtracdo do peso inicial da alimentacdo fornecida pela sobra da gaiola nesse periodo.

4.10.3.2 Medida de Presséo Arterial Sistolica e Frequéncia Cardiaca

A medida da presséo arterial sistolica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC) foi realizada de
forma indireta, em animais acordados, através de pletismégrafo de cauda IITC Life Science
B60-7/16”, Life Science Instruments (Woodland Wills, California). Para o procedimento, em
sala livre de ruidos, ndo exposta a luz direta do sol e a temperatura de 22°C, os animais foram
postos em um compartimento que limitava seus movimentos e permitia, assim, a colocacéo de
um manguito acoplado a um sensor de pulso ao redor de sua cauda. Apds o aquecimento dos
animais até a temperatura de 34°C por um periodo de 15-25 minutos, cinco medidas da PAS e
da FC foram captadas sequencialmente. Previamente a aquisicdo dos dados, os animais foram
submetidos, por trés dias consecutivos aos mesmos procedimentos experimentais para que

ocorresse adaptacéo.
4.10.3.3 Determinacgdo das Medidas Murinométricas

As medidas de comprimento corporal, circunferéncia torécica, circunferéncia abdominal e
indice de massa corporal (IMC) foram determinadas aos 150 dias, quando detectado a instalacéo
da sindrome metabdlica e ao final do tratamento (180 dias).
4.10.3.4 Determinacéo do Perfil Lipidico, Glicemia de jejum, Ureia e Creatinina

Aos 150 dias de consumo da dieta DO (periodo necessario para inducdo da sindrome

metabolica), todos os animais foram colocados em jejum por 10 horas e anestesiados com

guetamina (50mg/Kkg; i.p.) para serem coletadas amostras de sangue através da punc¢éo do plexo
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infra-orbital com o auxilio de tubo capilar (microhematdcrito com heparina) e aos 180 dias
(final do tratamento) apds a eutanéasia, para avaliacdo do perfil lipidico [colesterol total (CTO),
triglicerideos (TG) e high-density lipoprotein cholesterol — HDL-c], glicemia de jejum, ureia e
creatinina. As amostras foram centrifugadas a 7500 rpm por 15 minutos para obtencéo do soro,
o qual foi utilizado para as referidas andlises através de automatizacdo em analisador
automatico bioquimico Urit-8021A (Guilin, China).

4.10.4 Avaliacdes ex vivo

4.10.4.1 Método de Eutanasia e Obtengdo do Sangue

Ao final do experimento, os animais foram deixados em jejum por 10 horas, sendo
posteriormente anestesiados com quetamina (50mg/kg; i.p.) e eutanasiados por decapitacdo. No
momento da decapitacdo, o sangue dos animais foi coletado em dois tubos diferentes: um com
anticoagulante (EDTA) e outro vazio. Esse ultimo foi imediatamente centrifugado a 7500 rpm.
por 15 minutos, para obtencdo do soro que foi utilizado nas analises de perfil lipidico, glicemia
de jejum, ureia e creatinina. O sangue coletado em tubo com EDTA foi utilizado para

determinar o perfil hematoldgico.

4.10.4.2 Determinacéo do Peso Relativo dos Org&os

Apo0s a eutanasia, os 6rgdos (coracao, figado e rim) dos animais foram imediatamente
retirados e pesados em balanga digital com precisdo de 0,005 gramas. Os valores foram
expressos em peso relativo (grama de 6rgédo / cada 100 gramas de peso corporal total), obtidos
através do seguinte calculo: peso do tecido do animal x 100) / peso corporal do animal no

momento da eutanasia.

4.11 Andlises Estatisticas

Os resultados foram expressos por média + erro padrdo da media, sendo considerada a
significancia minima de 5 % (p<0,05). Primeiramente, a normalidade das medidas foi avaliada
através do teste de Kolmogorov Smirnov. Sendo atendida essa premissa, os dados de toxicidade
foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) de dois fatores com aplicacdo de pds-teste

de Tukey, inclusive para o teste de toxicidade de dose Unica, em que foram comparados para a
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evolucdo do peso corporal quatro periodos de amostragem (fator tempo) para os animais TDUc
e TDUt (fator tratamento). Para os demais dados foram utilizados os testes paramétricos Analise
de Variancia (ANOVA) de dois fatores, com aplicacao do pos-teste de Bonferroni, ou ANOVA
com a aplicacdo de pos-teste de Tukey. Os dados foram analisados estatisticamente com auxilio

do Prism® 6.00 software (GraphPad Software Inc., San Diego, California, US).
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5 RESULTADOS

5.1 Toxicidade Dose Unica

5.1.1 Avaliagdo Comportamental, Peso Corporal e Consumo de Ragéo

A andlise de avaliagdo comportamental dos animais fornece uma estimativa geral da
toxicidade da substancia em relacdo as caracteristicas apresentadas imediatamente apds a
administracdo do leite fermentado, nas horas seguintes, apds 24 horas, e por 14 dias posteriores,
a fim de avaliar os possiveis efeitos contra atividades estimulantes e depressoras do sistema
nervoso central (SNC), atividades do sistema nervoso autbnomo (SNA), outros
comportamentos observaveis e mortes.

Os animais do grupo controle (TDUc) e do grupo tratado com leite de cabra fermentado
contendo L. mucosae CNPCO007 e inulina (TDUt) ndo apresentaram quadro clinico detectével,
mudancas comportamentais e/ou mortalidade imediatamente ap6s a administracdo, nas horas
seguintes e nem mesmo apos 14 dias, para ambos os grupos avaliados.

Para a evolucao do peso corporal (Figura 3), observou-se que o grupo TDUt ndo apresentou
diferenca estatistica significativa quando comparado ao TDUc durante o periodo de analise para
toxicidade de dose Unica e também que ambos 0s grupos apresentaram aumento de peso
corporal ao longo do tempo.

O consumo médio de racdo foi de 150g (£ 3,33) (gaiola/5 dias, cada gaiola com n=5), para
ambos os grupos TDUc e TDUt, sem diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos
analisados.
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Figura 3 — Evolucdo do peso corporal dos animais submetidos ao teste de toxicidade de dose
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Fonte: Dados da pesquisa.
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TDUc: controle (20 mL de &4gua/kg/dia, sem consumo de leite fermentado);
TDUL: tratado com leite fermentado (20 mL de leite fermentado/kg/dia) (média 1,8 x 10 ® UFC L. mucosae e 1 g
de inulina por kg/dia).

5.1.2 Avaliagdo Macroscopica e Histopatoldgica

No 15° dia, apés a eutandsia, o figado e o rim foram removidos para avaliagao.

Macroscopicamente, 0s 6rgdos apresentavam aspecto, cor, tamanho e consisténcia normais,

sem qualquer alteragdo significativa, o que foi confirmado na histologia, que também néo

identificou nenhuma alteracdo (Figura 4).
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Figura 4 — Cortes histologicas (coloragdo de hematoxilina e eosina, 400 x) de 6rgaos dos
animais submetidos ao teste de toxicidade de dose Unica

Fonte: O préprio autor.

Parénquima hepético morfologicamente normal, com a presenca de triade portal representada por uma vénula (V),
ducto biliar (seta laranja), arteriola (seta verde) e corddes de hepatocitos uninucleado e binucleado em A e C. Rim
apresentando tdbulos proximal e distal (TP e TD, respectivamente) com debris celulares no 1dmen, corpusculos
renais morfologicamente normais (seta amarela) e vasos sanguineos (VS) para B e D.

TDUc: controle (A e B);

TDUt: tratado com leite fermentado (20 mL de leite fermentado/kg/dia) (C e D) (média 1,8 x 10 ° UFC L. mucosae
e 1 g de inulina por kg/dia). Imagens analisadas por 2 analisadores diferentes (Carina Scanoni Maia e Bruno
Mendes Tenorio).

5.2 Toxicidade de Dose Repetida

5.2.1 Avaliacdo Comportamental, Peso Corporal e Consumo de Racéo

Durante a avaliacdo comportamental dos animais, uma estimativa da toxicidade da
substancia foi obtida em relacdo as caracteristicas apresentadas imediatamente apos a
administracdo de leite fermentado, nas horas seguintes, apds 24 h, e diariamente por 28 dias, a
fim de avaliar os possiveis efeitos contra atividades estimulantes e depressoras do sistema

nervoso (SNC), atividades do sistema nervoso autbnomo (SNA), outros comportamentos e
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obitos. No fim de do experimento, verificou-se que nenhum dos animais dos grupos avaliados
(TDRc, TDR3, TDR6 e TDR12) apresentaram alteracGes clinicas imediatamente ou apds 28
dias de analise, bem como nenhuma mortalidade.

Para a andlise de peso corporal, foi demonstrado que, para os machos (Figura 5) houve
diferenca significativa (p <0,05) entre o grupo TDRc e TDR6 no dia 0, entre TDR6 e TDR12
com TDRc e entre TDR3 com TDR6 no dia 7. No dia 14 TDR3 diferiu de TDR6 e de TDR12,
assim como os grupos TDR6 e TDR12 diferiram de TDRc (p <0,05), igualando o peso dos
animais aos 28 dias, sem diferenca significativa (p > 0,05) entre todos os grupos tratados quando
comparados ao controle. Para as fémeas (Figura 5), houve diferenga significativa (p < 0,05) no
peso aos 21 dias, no qual o grupo TDR3 diferiu dos grupos TDRc, TDR6 e TDR12, igualando
0 peso aos 28 dias, quando nenhum dos grupos tratados com leite fermentado diferiu do controle
e nem entre si (p > 0,05). Aqui, pode-se notar que também houve aumento de peso dos animais
dos animais ao longo dos 28 dias de analise, indicando que, assim como para 0s machos, a
ingestdo do leite fermentado por 28 dias ndo afetou no aumento de peso dos animais de ambos
0S SEXOS.

O consumo diario de racdo € mostrado na Tabela 2. Na anélise estatistica, pode-se observar
que ndo houve diferenca (p > 0,05) entre os grupos tratados comparados ao controle, indicando

que o produto em questdo ndo interfere no consumo de racao pelos animais.
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Figura 5 — Evolucdo do peso corporal (g) de ratos Wistar machos e fémeas dos grupos tratados
com respectivas doses do leite fermentado para o teste toxicidade de doses repetidas
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Fonte: Dados da pesquisa.

Anaélise estatistica obtidos com o software GraphPad Prism ®. Os valores sdo representados por média + desvio
médio, submetido a ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey. Os simbolos acima das barras denotam
diferengas (p < 0,05) em relagdo ao grupo TDRc (*), em relagdo ao grupo TDR6 (#), e em relacdo a TDR12 (9).
TDRc: controle (12 mL &gua filtrada/kg/dia, sem consumo de leite fermentado);

TDR3: 3 mL de leite fermentado/kg/dia (média 2,75 x 108 UFC L. mucosae e 0,15 g de inulina por kg/dia);
TDR6: 6 mL de leite fermentado/kg/dia (média 5,5 x 108 UFC L. mucosae e 0,3 g de inulina por kg/dia);

TDR12: 12 mL de leite fermentado/kg/dia (média 1,1 x 10° UFC L. mucosae e 0,6 g de inulina por kg/dia).
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Tabela 2 — Consumo médio de racdo (g) de ratos Wistar machos e fémeas dos grupos
toxicidade dose repetida controle ou tratados com respectivas doses do leite

fermentado para o teste toxicidade de doses repetidas

Consumo de racéo (g) + erro médio

Sexo Grupos

TDRc TDR3 TDRG6 TDR12
Machos 125,0 + 13,2 1325+16,2 121,0+x11,0 1250%17,0
Fémeas 1245+ 14,0 135,0 £13,2 1275+15,0 130,0+125

Fonte: Dados da pesquisa.

Andlise estatistica obtida pelo software GraphPad Prism® 6. Valores séo representados por média + erro médio,
submetidos a ANOVA. Os dados nao diferiram significativamente entre os grupos (p > 0,05).

TDRc: controle (12 mL agua filtrada/kg/dia, sem consumo de leite fermentado);

TDR3: 3 mL de leite fermentado/kg/dia (média 2,75 x 108 UFC L. mucosae e 0,15 g de inulina por kg/dia);
TDR6: 6 mL de leite fermentado/kg/dia (média 5,5 x 108 UFC L. mucosae e 0,3 g de inulina por kg/dia);
TDR12: 12 mL de leite fermentado/kg/dia (média 1,1 x 10° UFC L. mucosae e 0,6 g de inulina por kg/dia).

5.2.2 Determinacéo do Peso Relativo dos Orgéos

A Tabela 3 mostra os valores de peso relativo do figado e rins dos ratos Wistar machos e
fémeas, submetidos ao tratamento de 28 dias com leite fermentado, para 0os grupos TDR3 (3
mL/kg), TDR6 (6 mL/kg), TDR12 (12 mL/kg) e TDRc (12 mL agua/kg). Pode-se observar que

ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os grupos tratados e o grupo controle.
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Tabela 3 — Peso relativo (g/100g de peso corporal) do figado e rins de ratos Wistar machos e

fémeas dos grupos tratados com respectivas doses do leite fermentado para o teste

toxicidade de doses repetidas

Peso relativo dos 6rgaos (g) + erro médio

Sexo Orgéo Grupos
TDRc TDR3 TDR6 TDR12
Machos Figado 3,33+0,11 3,23+0,24 3,67%0,16 3,44+0,05
Rins 0,34+0,02 0,39+0,02 0,40+0,03 0,37+£0,03
Fémeas Figado 3,17+0,06 3,16+0,07 3,14+0,11 3,11+0,10
Rins 0,35%0,03 0,38+0,01 0,31+0,04 0,39+0,04

Fonte: Dados da pesquisa.

Anélise estatistica obtida pelo software GraphPad Prism® 6. VValores sdo representados por média + erro médio,
submetidos a ANOVA. Os dados ndo diferiram significativamente entre 0s grupos para um mesmo 6rgao (p >
0,05).

TDRc: controle (12 mL &gua filtrada/kg/dia, sem consumo de leite fermentado);

TDR3: 3 mL de leite fermentado/kg/dia (média 2,75 x 108 UFC L. mucosae e 0,15 g de inulina por kg/dia);
TDR6: 6 mL de leite fermentado/kg/dia (média 5,5 x 108 UFC L. mucosae e 0,3 g de inulina por kg/dia);
TDR12: 12 mL de leite fermentado/kg/dia (média 1,1 x 10° UFC L. mucosae e 0,6 g de inulina por kg/dia).

5.2.3 Determinacdo do Perfil Hematoldgico e Bioquimico

Em relacdo ao perfil hematologico, pode-se observar na Tabela 4 que ndo houve diferenca
significativa (p > 0,05) para nenhum dos pardmetros avaliados entre os grupos tratados ou em
relagdo ao grupo controle. Além disso, os animais tratados de ambos os sexos obtiveram todos
0s parametros hematologicos com os valores dentro da faixa normal de variacédo de acordo com
os valores de referéncia. Para os resultados dos parametros bioquimicos de atividade das
enzimas hepaticas aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase (TGO/AST e
TGP/ALT) e dos niveis séricos de ureia e creatinina mostrados na Tabela 5, revelam que nédo
houve diferenga significativa (p > 0,05) nos niveis destas enzimas ou produtos do metabolismo,

entre nenhum dos grupos analisados, para machos e fémeas.
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Tabela 4 — Perfil hematoldgico de ratos Wistar machos e fémeas dos grupos tratados com

respectivas doses do leite fermentado para o teste toxicidade de doses repetidas

Parametros TDRc TDR3 TDR6 TDR12 Valores
hematologicos de
referéncia
*

Machos
Células vermelhas 7,62+0,27 7,2+0,39 7,27+0,14 7,310,09 4,72-10,25
(105/pL)
Hemoglobina (mg/dL) ~ 12,80+0,34 12,50+0,74 12,90+0,20 13,30+0,25 10,20-17,80
Hematocrito (%) 50,60+0,52 50,00+3,28 49,80+3,01 50,70+2,22 23,80-51,90
Plaquetas (10% pL) 822,00+16,80 757,00+26,48  812,00+31,68  818,00+42,80  727-1351
Leucécitos (103 pL) 6,40+1,30 8,80+1,88 11,30+0,36 7,230,87 3,41-13,70
Linfocitos (%) 69,70+2,06 71,30+2,86 71,30+0,91 69,80+1,00 43,10-93,7
Fémeas
Células vermelhas 8,00+0,14 7,40+0,25 7,30+0,30 8,10+0,49 5,2-8,83
(105/pL)
Hemoglobina (mg/dL)  12,80+0,25 13,10+0,22 12,50+0,39 11,90+0,40 11,10-17,10
Hematdcrito (%) 43,10+0,81 40,10+0,84 40,90+1,56 40,30%0,92 27,20-48,50
Plaquetas (10% pL) 798,00458,64 712,00+14,08  758,00+29,84  789,00+24,48  760-1313
Leucécitos (103 pL) 8,70+0,65 7,50%0,77 8,10+0,62 9,30+0,82 2,30-9,9
Linfécitos (%) 70,10+1,24 70,20+1,10 70,20+1,12 68,70+0,93 30,10-95,00

Fonte: Dados da pesquisa.

Anélise estatistica obtida pelo software GraphPad Prism® 6. Valores sdo representados por média + erro médio,
submetidos 8 ANOVA. Para os mesmos parametros, os dados ndo diferiram significativamente entre os grupos

(p > 0,05).

TDRc: controle (12 mL &gua filtrada/kg/dia, sem consumo de leite fermentado);
TDR3: 3 mL de leite fermentado/kg/dia (média 2,75 x 108 UFC L. mucosae e 0,15 g de inulina por kg/dia);
TDR6: 6 mL de leite fermentado/kg/dia (média 5,5 x 108 UFC L. mucosae e 0,3 g de inulina por kg/dia);
TDR12: 12 mL de leite fermentado/kg/dia (média 1,1 x 10° UFC L. mucosae e 0,6 g de inulina por kg/dia).
*Os valores de referéncia sdo dados obtidos do biotério de origem do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia-Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco e correspondem a animais de
mesmo peso, Sexo, raca e idades.
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Tabela 5 — Perfil bioquimico de ratos Wistar machos e fémeas dos grupos tratados com
respectivas doses do leite fermentado para o teste toxicidade de doses repetidas

Perfil TDRc TDR3 TDR6 TDR12 Valores de
bioquimico referéncia*
Machos

Ureia (mg/dL)  48,40+5,13 50,20+1,92 44,60+3,65 46,20+3,27  26-58
Creatinina 0,46+0,03 0,48+0,03  0,51+0,07 0,46+0,04 0,24-1,20
(mg/dL)

TGO/AST 91,804+6,89  85,80+6,10 86,60+5,03  90,80+11,52 61-210
(U/L)

TGP/ALT (U/L) 52,80+4,44 5520+2,86 53,20+3,70  54,40+3,65 38-82

Fémeas

Ureia (mg/dL)  41,60+1,21 43,20+1,66 42,80+1,39 41,40+1,03 24-49

Creatinina 0,46+0,01 0,48+0,01  0,49+0,01 0,49+0,02 0,28-1,10
(mg/dL)
TGO/AST 85,60+1,91 86,80+2,13 85,20+2,38  89,200+1,16 51-211
(U/L)

TGP/ALT (U/L) 30,80+1,53 32,00+2,35 32,40+0,81  33,40+1,36 32-63

Fonte: Dados da pesquisa.

Analise estatistica obtida pelo software GraphPad Prism® 6. Valores sdo representados por média * erro médio,
submetidos a ANOVA duas vias seguido de teste de Tukey. Para 0s mesmos parametros, os dados nédo diferiram
significativamente entre os grupos (p > 0,05).

TDRc: controle (12 mL &gua filtrada/kg/dia, sem consumo de leite fermentado);

TDR3: 3 mL de leite fermentado/kg/dia (média 2,75 x 108 UFC L. mucosae e 0,15 g de inulina por kg/dia);
TDR6: 6 mL de leite fermentado/kg/dia (média 5,5 x 108 UFC L. mucosae e 0,3 g de inulina por kg/dia);
TDR12: 12 mL de leite fermentado/kg/dia (média 1,1 x 10° UFC L. mucosae e 0,6 g de inulina por kg/dia).
*QOs valores de referéncia sdo dados obtidos do biotério de origem do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia-Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco e correspondem a animais de
mesmo peso, sexo, raca e idades.
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5.2.4 Avaliacdo Macroscopica e Histopatoldgica

Apds a eutanasia, no 29° dia do experimento, as analises histopatoldgicas do figado e rim
foram realizadas. Macroscopicamente, os 0Orgdos analisados ndo apresentaram qualquer
alteracdo quanto aos parametros aparéncia, tamanho, cor e consisténcia nos grupos tratados,
tanto para o sexo masculino quanto para o feminino. Da mesma forma, nenhuma alteragao

histologica anormal foi observada para todos os animais de cada grupo estudado (Figura 6).

Figura 6 — Cortes histologicas (coloragdo de hematoxilina e eosina, 400 x) de 6rgdos dos

animais dos grupos tratados com respectivas doses do leite fermentado para o teste

de toxicidade de doses repetidas

Fonte: O prdprio autor.

Parénquima hepéatico morfologicamente normal, com presenca de triade portal representada por vénula (V), ducto
biliar (seta laranja), arteriola (seta verde), e corddes de hepatocitos uninucleados e binucleados (A e C). Rim (B e
D) mostrando tabulos contorcido proximal e distal (TP e TD, respectivamente) com debris celulares no limen,
corpusculos renais (seta amarela) com todos 0s componentes apresentando caracteristicas morfolégicas normais e
vasos sanguineos (VS).

TDRc: controle (12 mL de agua filtrada/kg/dia, sem consumo de leite fermentado), imagens A e B;

TDR12: 12 mL de leite fermentado/kg/dia (média 1,1 x 10° UFC L. mucosae e 0,6 g de inulina por kg/dia), imagens
C e D. Imagens analisadas por 2 analisadores diferentes (Carina Scanoni Maia e Bruno Mendes Tenorio).
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5.3 Indugéo da Sindrome Metabdlica e Pos-Tratamento

5.3.1 Evolucéo do Peso Corporal e Consumo Alimentar

A evolugéo do peso corporal dos animais alimentados com a Dieta Ocidentalizada (DO)
durante a inducgdo da sindrome (Figura 7) mostra que, a partir da décima semana de consumo,
esses animais apresentaram um peso corporal significativamente maior (p <0,05) quando
comparados aos animais dos grupos alimentados com a Dieta Presence ® (DP) e assim se
mantiveram até a semana 20. Esse aumento percentual variou de 14,56 % (semana 10) a 24,08
% (semana 20).

Figura 7 — Evolucao do peso corporal (gramas) semanal dos animais alimentados com Dieta
Ocidentalizada ou Dieta Padrdo de laboratério (Presence ®), do pds-desmame até
a 202 semana (pré-tratamento)
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Fonte: Dados da pesquisa.

—@- Subgrupo 1: Dieta Presence® (pré-tratamento - dgua 10 mL/kg). —s— Subgrupo 2: Dieta Ocidentalizada (pré-
tratamento - 4gua 10 mL/kg). —*— Subgrupo 3: Dieta Ocidentalizada (pré-tratamento - leite fermentado 3 mL/kg).
~¥-Subgrupo 4: Dieta Ocidentalizada (pré-tratamento - leite fermentado 6 mL/kg). —+Subgrupo 5: Dieta
Ocidentalizada (pré-tratamento - Metformina 500 mg/kg).

Os dados estdo representados pela média + erro-médio (n= 8 animais/grupo), submetidos a ANOVA duas vias,
com aplicacdo de pos-teste de Bonferroni (p < 0,05).

(*) quando comparado cada subgrupo ao grupo Dieta Presence ®.
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O consumo alimentar (em gramas) do grupo alimentado com DP ou DO encontram-se
representados na Figura 8. A analise estatistica mostrou que os animais do grupo DO
apresentaram significativa reducdo (p < 0,05) do consumo alimentar a partir da 22 semana pos-
desmame, mantendo-se com consumo significativamente menor (p < 0,05) até a semana 20,
sendo que essa diferencga variou entre 36,7%-45,4% (semana 2 e 20, respectivamente). No
entanto, é curioso observar que, apesar dos animais alimentados com DO mostrarem um
consumo de racdo menor, este grupo apresentou peso corporal significativamente maior (p <

0,05) a partir da 102 semana quando comparados aos animais que consumiram DP.

Figura 8 — Consumo alimentar semanal (gramas) dos animais alimentados com Dieta
Ocidentalizada ou Dieta Padrdo de laboratoério (Presence ®), do pds-desmame até

a 202 semana
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Fonte: Dados da pesquisa.

—@- Subgrupo 1: Dieta Presence® (pré-tratamento - dgua 10 mL/kg). —s— Subgrupo 2: Dieta Ocidentalizada (pré-
tratamento - 4gua 10 mL/kg). —*— Subgrupo 3: Dieta Ocidentalizada (pré-tratamento - leite fermentado 3 mL/kg).
~¥— Subgrupo 4: Dieta Ocidentalizada (pré-tratamento - leite fermentado 6 mL/kg). —+— Subgrupo 5: Dieta
Ocidentalizada (pré-tratamento - Metformina 500 mg/kg).

Os dados estdo representados pela média + desvio-médio (n= 8 animais/grupo), submetidos a ANOVA duas vias,
com aplicacdo de pos-teste de Bonferroni (p < 0,05).

(*) quando comparado cada subgrupo ao grupo Dieta Presence ®.
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Durante o periodo de 30 dias de tratamento, os animais alimentados com DO mantiveram
um padrao e ndo apresentaram reducdo de peso corporal nem diferiram entre si, como podemos
observar na Figura 9, e assim, continuaram a apresentarem peso significativamente maior

(p<0,05) que os animais alimentados com DP.

Figura 9 — Efeito do tratamento por gavagem com o leite fermentado (3mL/kg ou 6mL/kg),
metformina (500mg/kg) ou agua (10mL/kg), durante o periodo de 30 dias de

tratamento sobre o peso corporal

30.0
27.5
25.0
22.5
20.0
17.5
15.0
12.5

b bbb b bbb b bbb

Consumo alimentar (g)

Semana 20 Semana 22 Semana 24

Fonte: Dados da pesquisa.

mmm Subgrupo 1: Dieta Presence® (&4gua 10 mL/kg). H=® Subgrupo 2: Dieta Ocidentalizada (dgua 10 mL/kg).
mm Subgrupo 3: Dieta Ocidentalizada (leite fermentado 3 mL/kg) 8 Subgrupo 4: Dieta Ocidentalizada (leite
fermentado 6 mL/kg). mm Subgrupo 5: Dieta Ocidentalizada (Metformina 500 mg/kg).

Os dados estdo representados pela média £+ desvio médio (n= 8 animais/grupo), submetidos a ANOVA duas vias,
com aplicacdo do pds-teste de Bonferroni (p < 0,05).

Letra minuscula igual néo difere significativamente entre si p>0,05.

Letra minuscula diferente difere significativamente entre si p<0,05.

Para o consumo alimentar, durante o periodo de tratamento, os animais alimentados com DO
e concomitantemente tratados com o leite de cabra fermentado, seja na dose de 3 ou 6 mL/kg,
ou com metformina, continuaram com o consumo alimentar menor que 0s animais alimentados
com DP (p <0,05) (Figura 10).
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Figura 10 — Efeito do tratamento por gavagem com o leite fermentado (3mL/kg ou 6mL/kg),
metformina (500mg/kg) ou agua (10mL/kg), durante o periodo de 30 dias de

tratamento sobre o consumo alimentar
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Fonte: Dados da pesquisa.

mmm Subgrupo 1: Dieta Presence® (agua 10 mL/kg). H8® Subgrupo 2: Dieta Ocidentalizada (dgua 10 mL/kg).
mm Subgrupo 3: Dieta Ocidentalizada (leite fermentado 3 mL/kg). ®® Subgrupo 4: Dieta Ocidentalizada (leite
fermentado 6 mL/kg). mmSubgrupo 5: Dieta Ocidentalizada (Metformina 500 mg/kg).

Os dados estéo representados pela média + desvio-médio (n= 8 animais/grupo), submetidos 8 ANOVA duas vias,
com aplicacdo de pos-teste de Bonferroni (p < 0,05).

Letra minuscula igual néo difere significativamente entre si p>0,05.

Letra minuscula diferente difere significativamente entre si p<0,05.

5.3.2 Medidas de Pressao Arterial Sistélica e Frequéncia Cardiaca

Observa-se, na Figura 11, que todos os animais dos grupos DO apresentaram valores de
pressdo arterial sistélica (PAS) significativamente maiores (= 150 mmHg) (p < 0,05) que 0s
animais dos grupos DP (= 100 mmHg). Esses animais do grupo DP n&o sofreram alteracéo
alguma nesses valores comparando-se o periodo pré- com o pds-tratamento. Pode-se observar
também que os animais do subgrupo 2 DO que receberam agua entre os 150-180 dias nédo
tiveram alteragdo nos niveis de PAS no poés-tratamento. Porém os animais DO que foram
tratados durante 0 mesmo periodo com o leite fermentado, seja na dose de 3 ou 6 mL/kg, tiveram
uma reducdo significativa (p < 0,05) dos valores de PAS de = 21,67 % (= 117,5 mmHg).
Verifica-se também que os valores da PAS desses animais apds o tratamento com o leite
fermentado estdo mais proximos dos valores dos animais DP, porem ainda com diferenga
significativa entre eles (p < 0,05). Os grupos tratados com o leite fermentado seja ele na dose

de 3 ou 6 mL/kg (subgrupo 3, Dieta Ocidentalizada (pds-tratamento — Leite fermentado 3mL/kg
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e subgrupo 4, Dieta Ocidentalizada (pds-tratamento — Leite fermentado 6mL/Kg,
respectivamente) nao diferem entre si, bem como os animais do subgrupo 1 DP pré-tratamento

e 0s animais subgrupo 1 DP que receberam agua pelo periodo de 30 dias.

Figura 11 — Pressdo arterial sistélica (mmHg) dos animais alimentados com Dieta
Ocidentalizada ou Dieta Padrdo de laboratério (Presence ®), antes e ap6s 0
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Fonte: Dados da pesquisa.

mmm Subgrupo 1: Dieta Presence® (pré-tratamento — dgua 10 mL/kg). B8 Subgrupo 1: Dieta Presence® (pos-
tratamento — agua 10 mL/kg). I8 Subgrupo 2: Dieta Ocidentalizada (pré-tratamento — agua 10 mL/kg).

=3 Subgrupo 2: Dieta Ocidentalizada (pos-tratamento — 4gua 10 mL/kg). == Subgrupo 3: Dieta Ocidentalizada
(pré-tratamento — leite fermentado 3 mL/kg). === Subgrupo 3: Dieta Ocidentalizada (pos-tratamento — leite
fermentado 3 mL/kg). ™88 Syhgrupo 4: Dieta Ocidentalizada (pré-tratamento — leite fermentado 6 mL/Kkg).

=8 5ybgrupo 4: Dieta Ocidentalizada (p6s-tratamento — leite fermentado 6 mL/kg). =88 Subgrupo 5: Dieta
Ocidentalizada (pré-tratamento — Metformina 500 mg/kg). BB Subgrupo 5: Dieta Ocidentalizada (pos-
tratamento — Metformina 500 mg/kg).

Os valores foram submetidos a ANOVA duas vias, seguido de pos-teste de Tukey e representados por média £
erro padrdo da média.

Letra minuscula igual néo difere significativamente entre si p>0,05.

Letra minuscula diferente difere significativamente entre si p<0,05.

Para as medidas de frequéncia cardiaca (FC) (Figura 12), pode-se observar que 0s animais
do grupo DO ndo apresentaram diferenca significativa entre si (p >0,05) comparando as
medidas de pré e po6s periodo de 30 dias de tratamento e que esses apresentaram valores

significativamente maiores (= 11,83 %) que os animais do grupo DP (p < 0,05).
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Figura 12 — Frequéncia cardiaca (bpm) dos animais alimentados com Dieta Ocidentalizada ou
Dieta Padrdo de laboratorio (Presence ®), antes e apds o tratamento
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Fonte: Dados da pesquisa.

mmm Subgrupo 1: Dieta Presence® (pré-tratamento — agua 10 mL/kg). EEE Sybgrupo 1: Dieta Presence® (pos-
tratamento — 4gua 10 mL/kg). W Subgrupo 2: Dieta Ocidentalizada (pré-tratamento — agua 10 mL/kg).

E=3 Sybgrupo 2: Dieta Ocidentalizada (pos-tratamento — agua 10 mL/kg). == Subgrupo 3: Dieta Ocidentalizada
(pré-tratamento — leite fermentado 3 mL/kg). =3 Subgrupo 3: Dieta Ocidentalizada (pds-tratamento — leite
fermentado 3 mL/kg). 8 Sybgrupo 4: Dieta Ocidentalizada (pré-tratamento — leite fermentado 6 mL/kg).

E== sybgrupo 4: Dieta Ocidentalizada (p6s-tratamento — leite fermentado 6 mL/kg). 8 Subgrupo 5: Dieta
Ocidentalizada (pré-tratamento — Metformina 500 mg/kg). BEEl Subgrupo 5: Dieta Ocidentalizada (pos-
tratamento — Metformina 500 mg/kg).

Os valores foram submetidos a ANOVA duas vias, seguido de pds-teste de Tukey e representados por média +
erro padrdo da média.

Letra minuscula igual ndo difere significativamente entre si p>0,05.

Letra minuscula diferente difere significativamente entre si p<0,05.

5.3.3 Determinacéo de Medidas Murinométricas

A Tabela 6 apresenta os valores referentes ao comprimento corporal, circunferéncia
torécica, circunferéncia abdominal e indice de massa corporal (IMC) dos animais alimentados
com DP ou DO antes e apds seus respectivos tratamentos. Conforme pode-se observar, tanto o
comprimento corporal quanto a circunferéncia toracica dos animais, sejam eles do grupo DO
ou DP néo sofreram alteracGes (p > 0,05) quando comparado o tipo de alimentagdo ou em
decorréncia do tratamento de 30 dias. Para a circunferéncia abdominal e IMC, ambos 0s grupos
(DP e DO), ndo diferem entre si quando se compara o periodo de 30 dias de tratamento, porém,
o0s animais que foram alimentados com DO apresentaram um aumento significativo (p < 0,05)
dessas medidas (32,2 e 35,9 %, respectivamente) quando comparados aos animais alimentados

com DP.



Tabela 6 — Comprimento corporal, circunferéncia abdominal e indice de massa corpérea (IMC) de ratos Wistar antes e apos o tratamento
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SUBGRUPO 1 DIETA

SUBGRUPO 2 DIETA

SUBGRUPO 3 DIETA

SUBGRUPO 4 DIETA

SUBGRUPO 5 DIETA

_ PRESENCE® OCIDENTALIZADA OCIDENTALIZADA OCIDENTALIZADA OCIDENTALIZADA
Medidas Pos- Pos-
i otri Pos- Pés- tratamento tratamento POs-
murinometricas Pré- tratamento Pré- tratamento Pré- . Pré- . Pré- tratamento
P ) Leite Leite .
tratamento Agua tratamento agua tratamento fermentado tratamento fermentado tratamento Metformina
(10mL/kg) (10mL/kg) BmL/ka) (6mL/ka) (500mg/kg)
g‘;’;‘g{;ﬂi‘;g’ 40,83+0.40°  4150+043°  4050+0,62°  41,00+0,52°  40,17+060° 40,33+061° 39,83+048° 4033+0,49° 39.83+0,31%  40,00+0,26°
ﬁ,‘{;"é‘,ﬂ;e{fg‘;'a 16,43+022¢  17.0040,11%8  17.42+0,17°  17,73+021°  17.65+0,11° 17,83+0,10° 17,28+013% 17,60+0,14° 17,18+0,10° 17,47+0,08°
fg{,‘;“;‘fﬁ;?’}ﬁﬁ) 18.00£026°  18.48+025°  2348+019°  2373+0,18° 2338+032% 2372+4018% 2332+4030° 2362+020° 2383+017° 23,50+0,15°
IMC (g/cm?) 23.60+1,19°  23.73+1,03°  28,74+0,60°  32,76+0,80°  29,00+0,00° 31,91+087°  30,10+,62° 31,99+028° 30,68+0,79°  32,10+0,32°

Fonte: Dados da pesquisa.

Os valores foram submetidos a ANOVA duas vias, seguido de pés-teste de Tukey e representados por média + erro padrao da média.

Letra minuscula igual em uma mesma linha ndo difere significativamente entre si p>0,05.
Letra minuscula diferente em uma mesma linha difere significativamente entre si p<0,05.
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5.3.4 Determinacdo do Perfil Lipidico, Glicemia de Jejum, Ureia e Creatinina

Para todos os parametros do perfil lipidico (Tabela 7), os animais do subgrupo 1,
alimentados com DP, ndo apresentaram diferenca entre si (p > 0,05) em funcédo do tratamento
de 30 dias. Para os animais dos subgrupos DO pré-tratamento, podemos observar que eles
apresentam um aumento significativo (p < 0,05) dos niveis de colesterol total, triglicerideos e
LDL-c (= 36,8%, 80,15%, 47,4%, respectivamente), quando comparados aos animais
alimentados com DP no mesmo periodo antes do tratamento. Para esse periodo pré-tratamento,
0s subgrupos 2, 3, 4 e 5 (alimentados com DO) ndo apresentam diferencas entre si (p > 0,05).
Quando se compara o periodo de 30 dias de tratamento (pds-tratamento) dos animais dos
subgrupos 3, 4 e 5 alimentados com DO e que receberam seus tratamentos (tratados com leite
fermentado 3mL/kg, tratados com leite fermentado 6 mL/kg e tratados com metformina
500mg/kg, respectivamente), pode-se observar que os subgrupos tratados com o leite
fermentado nas doses 3 ou 6 mL/kg e tratados com metformina 500mg/kg apresentam redugéo
significativa (p < 0,05) nos niveis de colesterol total, triglicerideos e LDL-c de = 20,79, 38,97%
e 24,08% respectivamente, quando comparados ao periodo antes do tratamento para seus
respectivos grupos, chegando a igualar aos niveis dos animais controle que foram alimentados
com a DP, e que esses mesmos subgrupos para esse mesmo periodo (pds-tratamento de 30 dias)
ndo apresentam diferenca entre si(p > 0,05), nem diferem com relacdo ao aumento da dose do
leite fermentado (3 ou 6 ml/kg) (p > 0,05). Pode-se observar também que os animais dos
subgrupos 2 DO os quais receberam agua, ndo diferem entre si quando compara o pré- e pos-
tratamento (150 e 180 dias).



Tabela 7 — Perfil lipidico (mg/dL) de ratos Wistar antes e ap0s o tratamento

61

SUBGRUPO 1 DIETA

SUBGRUPO 2 DIETA

SUBGRUPO 3 DIETA

SUBGRUPO 4 DIETA

SUBGRUPO 5 DIETA

PRESENCE® OCIDENTALIZADA OCIDENTALIZADA OCIDENTALIZADA OCIDENTALIZADA
Perfil lipidico Pbs- Pés- Pos- POs- Pés-
, , , tratamento , tratamento ,
Pré- tratamento Pré- tratamento Pré- . Preé- . Preé- tratamento
P , Leite Leite .

tratamento Agua tratamento agua tratamento fermentado tratamento fermentado tratamento Metformina
(10mL/kg) (10mL/kg) (3mL/kg) (6mL/kg) (500mg/kQ)
Colesterol total 64,67+1,16% 67,33+0,922 88,67+1,33" 92,00+0,73" 91,00+1,57° 69,83+1,302 86,50+1,15° 71,502,512 87,67+2,16° 67,67+1,092
Triglicerideos 75,00+4,018 77,831,828  13550+2,79° 141,17+1,14° 135,67+2,09° 89,50+1,068 135,75+2,46° 82,33+1,992 133,50+1,82°  75,33+2,362
HDL-c 26,15+0,542 26,67+1,022 27,57+0,722 26,33+0,622 26,67+0,842 26,50+0,432 26,00+0,662 26,33+0,422 26,00+0,682 26,83+0,48%
LDL-c 23,67+1,88% 25,08+0,872 34,07+1,24° 37,77+1,45° 37,20+2,05° 25,431,502 33,35+1,12° 28,60+2,762 34,97+2,36° 25,77+1,27%2

Fonte: Dados da pesquisa.

Os valores foram submetidos a ANOVA duas vias, seguido de pés-teste de Tukey e representados por média + erro padrdo da média.

Letra minuscula igual em uma mesma linha ndo difere significativamente entre si p>0,05.
Letra minuscula diferente em uma mesma linha difere significativamente entre si p<0,05.
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Os valores de glicemia de jejum (mg/dL) dos animais pré e pés encontram-se expostos na
Figura 13. No pré-tratamento (aos 150 dias), os animais dos subgrupos 2, 3, 4 e 5 (DO)
apresentam niveis de glicemia de jejum significativamente maiores (= 24 %) (p < 0,05) que os
animais do subgrupo 1 (DP), para o poés-tratamento, pode-se observar que 0s animais
alimentados com DO e que receberam agua (subgrupo 2) ndo apresenta diferenca significativa
(p > 0,05) com o seu respectivo grupo quando comparado o periodo pré-tratamento. Observa-
se também que os animais tratados com o leite fermentado nas doses 3 ou 6 ml/kg e os tratados
com Metformina 500 mg/kg (subgrupos 3, 4 e 5 pds-tratamento) apresentam uma reducéo
significativa (p < 0,05) dos niveis de glicose quando comparados aos mesmos subgrupos no
periodo antes do tratamento, chegando o subgrupo 5 pos-tratamento (tratados com Metformina
500 mg/kg) a niveis de glicemia de jejum equivalentes aos animais dos subgrupos 1 (DP). Nota-
se que ndo ha diferenca em funcao da dose de leite fermentado oferecida, ja que os subgrupos
tratados com 3 ou 6 ml/kg ndo diferem entre si. Destaca-se que a reducao nos niveis de glicose
de jejum que esses subgrupos (3 e 4) tratados com o leite fermentado nas diferentes doses

tiveram em comparacao aos animais que receberam agua no mesmo periodo foi de = 13%.

Figura 13 — Glicemia de jejum (mg/dL) dos animais alimentados com Dieta Ocidentalizada
ou Dieta Padrao de laboratério (Presence ®), antes e apds o tratamento
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Fonte: Dados da pesquisa.

mmSubgrupo 1: Dieta Presence® (agua 10 mL/kg). B Subgrupo 2: Dieta Ocidentalizada (a4gua 10 mL/kg).

mm Subgrupo 3: Dieta Ocidentalizada (leite fermentado 3 mL/kg). I Subgrupo 4: Dieta Ocidentalizada (leite
fermentado 6 mL/kg). EmSubgrupo 5: Dieta Ocidentalizada (Metformina 500 mg/kg).

Os valores foram submetidos a ANOVA duas vias, seguido de pds-teste de Tukey e representados por média +
erro padrdo da média.

Letra minuscula igual ndo difere significativamente entre si p>0,05.

Letra minuscula diferente difere significativamente entre si p<0,05.
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Para os niveis bioquimicos de ureia e creatinina (Tabela 8), ndo apresentam diferencas
significativas em funcédo do tratamento ou quando se comparou animais que receberam DP com
DO.



Tabela 8 - Perfil bioquimico (mg/dL) de ratos Wistar antes e apds o tratamento

64

SUBGRUPO 1 DIETA SUBGRUPO 2 DIETA SUBGRUPO 3 DIETA SUBGRUPO 4 DIETA

SUBGRUPO 5 DIETA

PRESENCE® OCIDENTALIZADA OCIDENTALIZADA OCIDENTALIZADA OCIDENTALIZADA
Bioquimica ) . Pds- Pés- )
Pos- Pos- Pos-
Pré- tratamento Pré- tratamento Pré- tratlflerint:nto Pré- tratl_aer?tcznto Pré- tratamento
tratamento Agua tratamento agua tratamento tratamento tratamento Metformina
(10mL/kg) (10mL/kg) fermentado fermentado (500mg/kg)
g g (3mL/kg) (6mL/kg) 9/kg
Uréia 38,33+0,992 38,00+0,86% 38,17+1,25* 38,50+0,67% 38,67+0,76% 38,33+1,05* 39,17+1,62% 38,00+0,73* 36,67+1,26% 39,33+0,21°2
Creatinina 0,72+0,052 0,580,042 0,55+0,03? 0,57+0,03¢ 0,53+0,022 0,600,042 0,58+0,052 0,50+0,042 0,600,052 0,600,042

Fonte: Dados da pesquisa.
Os valores foram submetidos a ANOVA duas vias, seguido de pés-teste de Tukey e representados por média + erro padrdo da média.

Letra minuscula igual nédo difere significativamente entre si p>0,05.
Letra minuscula diferente difere significativamente entre si p<0,05.
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5.3.5 Determinagéo do Peso Relativo dos Orgaos

Apbs os 30 dias de tratamento, observou-se que para o peso relativo dos 6rgéos, coracéo,
figado e rim (Figura 14) ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre 0s grupos, seja em
comparagdo aos animais que receberam DP ou em comparagao aos animais que receberam DO

e diferentes tratamentos.

Figura 14 — Peso relativo dos 6rgdos dos animais ap06s 30 dias de tratamento

Peso relativo (g/100g)
de peso corpoéreo

Coragéo Figado Rim

Fonte: Dados da pesquisa.

mmmSubgrupo 1: Dieta Presence® (dgua 10 mL/kg). M@ Subgrupo 2: Dieta Ocidentalizada (dgua 10 mL/kg).

mm Subgrupo 3: Dieta Ocidentalizada (leite fermentado 3 mL/kg). B Subgrupo 4: Dieta Ocidentalizada (leite
fermentado 6 mL/kg). EmSubgrupo 5: Dieta Ocidentalizada (Metformina 500 mg/kg).

Anélise estatistica obtida pelo software GraphPad Prism® 6. Valores séo representados por média + desvio médio,
submetidos &8 ANOVA. Os dados ndo diferiram significativamente entre os grupos para um mesmo 6érgdo (p >
0,05).
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6 DISCUSSAO

De acordo com o Guia ANVISA n° 21/2019 (ANVISA, 2019), para provar a seguranca de
uma cepa probiotica, alguns testes in vitro sao exigidos antes dos testes em animais, estes
ultimos envolvendo estudos de toxicidade subcrénica. Os testes in vitro devem demonstrar que
0S microrganismos ndo possuem resisténcia a antibioticos, genes capazes de serem transferiveis
horizontalmente ou qualquer fator de viruléncia que possa prejudicar a satde do consumidor.
Como a cepa em estudo é nova e nao tem historico de uso, é necessario e essencial realizar uma
avaliacdo de seguranca, uma vez que sera destinado ao consumo humano. Dentro o primeiro
estudo realizado com a cepa L. mucosae CNPCO007, ap6s seu isolamento de produtos lacteos
caprinos e selecdo juntamente com outras bactérias laticas autoctones com potencial probidtico,
testes de suscetibilidade antimicrobiana foram realizados (TONUCCI et al., 2017). Os
resultados provaram que esta cepa foi sensivel a ampicilina e, portanto, a cepa é adequada para
testes em animais.

Considerando os microrganismos autorizados para uso como probioticos no Brasil pela
ANVISA (ANVISA, 2017), os produtos em que sdo adicionados permitem um consumo diario
de 8 a9 log UFC/dia. Em um estudo anterior, L. mucosae CNPCO0Q7 provou ser viavel quando
co-cultivado com S. thermophilus QGE em leite de cabra fermentado adicionado de inulina,
atingindo 8,24 log UFC/mL ap06s a fermentacdo, permanecendo no intervalo de 6,50-7,60 log
UFC/mL apos ser submetido as condi¢bes gastricas e entéricas simuladas in vitro ao longo de
6 h (GALDINO et al., 2021). A administracdo de leite fermentado em doses maiores, a qual
permite que a quantidade recomendada de probidtico seja ingerido, foi bem tolerado nos
animais tanto na dose Unica (20 mL/kg) quanto no teste de toxicidade de dose repetida (3 mL/kg,
6 mL/kg e 12 mL/kg).

No presente estudo, pode-se identificar que o tratamento ocorreu sem efeitos toxicoldgicos
significativos sobre o crescimento ou a saude dos animais, que ndo mudaram de
comportamento, alimentacdo, consumo, ingestao de agua ou peso corporal de qualquer um dos
animais em qualquer um dos grupos tratados quando relacionados aos respectivos controles,
seja para toxicidade de dose Unica ou para toxicidade de dose repetida. Aumento do consumo
de racdo em todos os grupos de toxicidade de dose repetida tambem foi observado ao longo dos
28 dias, quando comparado ao dia 7 (dados ndo mostrados), e consequentemente, houve uma
necessidade ainda maior de consumo de agua em todos os grupos. Em relag&o ao peso corporal,
0s animais ndo apresentaram sinal de toxicidade relacionado a esse parametro. A diferenca

apresentada no teste TDR para os machos no primeiro dia de tratamento (Figura 6A), sugere-
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se, que foi proveniente do biotério de origem e ao final do tratamento esta diferenca de peso
corporal foi normalizada. Ao final do teste (28 dias) houve diferenca de peso para todos os
grupos quando comparados ao dia inicial de tratamento, o que pode-se dizer que o produto em
teste ndo afetou o crescimento dos animais, confirmado pela ingestdo de agua e racéo,
mostrando assim que o leite fermentado com o microrganismo em estudo ndo é considerado
toxico, e é seguro para uso por um periodo de 28 dias em relacdo ao comportamento, consumo
de agua e racdo, ou aumento de peso, corroborando com resultados encontrados por Fareez et
al. (2018), onde ao avaliarem a toxicidade aguda e subcrbnica da cepa Lactiplantibacillus
plantarum LAB12, observaram que ndo houve mortalidade relacionada aos testes de toxicidade,
bem como ndo houve alteragdo no peso corporal, ingestdo hidrica, consumo, ou mudancgas no
comportamento clinico relacionadas ao tratamento, sugerindo que o microrganismo avaliado é
provavelmente ndo tdxico ou patogénico, assim como o produto em estudo.

Foi constatado no presente estudo que ndo houve mudanca nos pesos ou aparéncia
macroscopica dos 6érgdos, figado e rins, entre os grupos tratados ou controle, para a toxicidade
de doses repetidas, o que é confirmado pelos achados histopatoldgicos que ndo revelaram
anormalidades nem alteracfes nos grupos tratados quando relacionadas ao controle, mesmo
guando submetido a tratamento em dose mais elevada, onde podemos acreditar que o produto
em questdo ndo apresenta toxicidade em qualquer um desses 6rgaos.

Na analise hematol6gica do presente estudo, observou-se que ndo houve diferenca
significativa entre nenhum dos pardmetros avaliados para ambos os sexos, confirmando mais
uma vez a auséncia de preditores de toxicidade, assim como encontrado em estudos feitos por
Silva (2015) onde também ndo encontrou sinais de toxicidade na analise hematoldgica. Além
de destacar que os valores encontrados para todos os parametros analisados estdo dentro do
intervalo de referéncia considerado normal.

Na anélise da funcdo hepatica, um aumento persistente das enzimas ALT e AST é indicativo
da existéncia de danos ao figado, e a avalia¢do da funcéo renal pode ser guiada medindo a ureia
e a creatinina. Os valores bioquimicos fornecem referéncias ao estado clinico dos animais, bem
como ao seu equilibrio nutricional, estado imunoldgico e também permitem monitorar seus
tratamentos e progndstico. Os niveis plasméticos bioquimicos, tanto para a funcéo renal quanto
para fungéo hepatica, de animais machos e fémeas nos grupos de toxicidade de dose repetida
ndo sofreu alteracdes significativas ap0s o tratamento, e seus valores estdo dentro da faixa de
referéncia considerada normal, compativel com a analise histopatol6gica que também néo
mostra sinais de danos a esses 6rgados, indicando que o produto em teste é seguro para uso

também a nivel renal e hepatico.
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Nesse estudo também foi investigado o impacto da Dieta Ocidentalizada e o efeito do
tratamento do leite fermentado sobre o perfil lipidico e outros fatores relacionados a sindrome
metabdlica nos animais.

Os resultados apresentados reproduziram um quadro de obesidade nos animais alimentados
com DO a partir da décima semana, concordando com Silva (2015) e Franco (2016), onde, em
estudos semelhantes, também observaram quadro de obesidade nos animais a partir do mesmo
periodo (10* semana). Pode-se afirmar que os animais desenvolveram um quadro clinico
compativel com sindrome metabdlica (dislipidemia, niveis séricos de glicose elevados,
aumento do peso corporal, da circunferéncia abdominal e do IMC, além de aumento da pressdo
arterial). Esses resultados sdo corroborados com He et al. (2022), onde observaram que 0s
animais alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram quadro compativeis com sindrome
metabdlica semelhantes aos resultados desse estudo.

E provavel que a maior quantidade de calorias (12%) presentes na Dieta Ocidentalizada
(4,08 kcal/g), em relacdo a dieta padrdo (3,6 kcal/g) tenha contribuido para a reducdo da
ingestdo verificados no grupo DO e, possivelmente, o maior teor de lipidios presente na DO,
tenha influenciado o0 aumento de peso dos animais. Os resultados aqui mostrados se assemelham
aos obtidos por Oblak et al. (2022), que avaliaram animais alimentados com dieta hiperlipidica
e como resultado esperado, esses apresentaram um aumento significativo no peso corporal em
comparacédo aos alimentados com dieta controle.

Yang et al. (2018) abordam a relacdo entre a microbiota intestinal e a comunicacao intestino-
cérebro, onde trazem ser este um ponto crucial para o inicio de desenvolvimento e
estabelecimento da hipertensdo. A partir da desregulacdo do eixo microbiota-intestino-cérebro,
0 quadro de obesidade e de dislipidemia pode ter contribuido para o aumento dos niveis
pressoricos nos animais alimentados com a DO no presente estudo. Os resultados mostraram
que os animais tratados por 30 dias com o leite de cabra fermentado com a cultura
potencialmente probiotica L. mucosae e o prebi6tico inulina nas doses 3 e 6 mL/kg tiveram
reducdo significativa nesses niveis pressoricos e que esses valores nao foram influenciados pela
frequéncia cardiaca, j& que ndo houve diferenca nesses valores durante o periodo de tratamento.
Tal fato pode ter ocorrido pelo reestabelecimento dessa microbiota intestinal e/ou pela hidrélise
das proteinas do leite ocorrendo a liberacdo de peptideos bioativos com acdo hipotensora,
através da atividade dos microrganismos presentes no produto oferecido durante o periodo de
tratamento. Fulling et al. (2019) trazem dados semelhantes quando mostram que a microbiota
tem a capacidade de sintese e liberagdo de neurotransmissores, como noradrenalina, dopamina

e serotonina, conduzindo a sinalizacdo intestino-cérebro, atuando diretamente no sistema
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nervoso central (SNC), influenciando assim no controle da pressao arterial. Sabe-se também
que esses microrganismos sao responsaveis pela producdo de AGCC gerados no intestino e que
podem influenciar a PA, que através de receptores acoplados a proteina G podem modular
indiretamente a PA e através da ligacdo com seus receptores GPR43 e GPR41 nos colondcitos.
Também podem sinalizar para o cérebro a inducdo de secrecdo de horménios intestinais, como
0 peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP1) e o peptideo YY (PYY), além de promover a
secrecdo de leptina, ativando uma cascata de sinaliza¢des envolvidas no aumento da saciedade,
melhorando a sensibilidade a insulina e reduzindo a ingestao alimentar (DALILE et al., 2019;
CHRISTIANSEN et al., 2018). Tomando como base essas avaliagdes, é possivel afirmar que
alteracbes na microbiota intestinal pode levar a desregulacdo da PA causando hipertenséo.
Assim, um potencial alvo terapéutico na prevencdo dessa doenca é a manipulacdo desse local
através de tratamento com produto probiotico e/ou prebidtico.

As medidas murinométricas dos animais sdo indicadores de sobrepeso e obesidade;
entretanto, essas medidas ndo sofreram alteracbes em decorréncia do tratamento de 30 dias.
Porém, a circunferéncia abdominal e o IMC dos animais alimentados com a DO foram maiores
que as apresentadas pelos animais alimentados com a DP, o que ja era esperado quando se
correlaciona com o encontrado de resultado sobre o peso corporal dos animais do mesmo grupo
e esses dados podem predizer também alteracdes no perfil lipidico desses animais. Resultados
semelhantes podem ser encontrados por Silva (2015), onde percebeu um aumento de 10% na
circunferéncia abdominal aos 60 dias e de 11% no IMC aos 90 e 120 dias dos animais que
consumiram DO quando comparado aos que consumiram DP. Yang et al. (2021) por sua vez,
concluiram que Limosilactobacillus reuteri FYNLJ109L1 reduziu 0 aumento de peso, ingestao
de alimentos e acumulo de gordura, e amenizou sinais da sindrome metabdlica por reducdo da
inflamacdo através da modulagdo da microbiota intestinal. Talvez um tratamento por maior
tempo desses animais com o leite fermentado fosse necessario para que houvesse uma alteragcdo
relacionada a esses parametros. Hariri et al. (2015), avaliaram pacientes tratados por 8 semanas
com leite de soja probiotico e também perceberam que ndo houve alteracdo no IMC desses
individuos decorrentes do tratamento com o referido produto.

Quanto a analise do perfil lipidico e bioquimico, pode-se dizer que a Dieta Ocidentalizada
causou alteracdo nesses parametros, induzindo aumento dos niveis de colesterol total,
triglicerideos e LDL-c, quando comparados aos animais que consumiram DP, corroborando
com resultados encontrados por Franco (2016) em estudo semelhante, onde percebeu que 0s
animais alimentados por DO aos 150 dias apresentaram aumento médio significativo para

colesterol total e triglicerideos de 23,59% e 38,75%, respectivamente, quando comparados aos
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animais que consumiram DP. Apo6s 30 dias de tratamento, pode-se encontrar resultados
positivos para 0s animais tratados com o leite fermentado, pois tiveram niveis de colesterol
total, triglicerideos e LDL-c reduzidos. Pode-se atribuir essa redugdo ao produto administrado,
visto que os animais do grupo controle ndo apresentaram diferenca alguma. Resultados
semelhantes foram encontrados por Yadav et al. (2019), os quais perceberam uma redugéo nos
niveis séricos de CT, LDL-c e TG em ratos com hipercolesterolemia induzida por dieta rica em
colesterol e que tiveram tratamento com leite fermentado com a cepa probidtica MTCC 5898,
atualmente classificada como pertencente a espécie Limosilactobacillus fermentum
(anteriormente denominada Lactobacillus fermentum MTCC 5898). Alguns estudiosos
propuseram que o efeito hipocolesterolémico dos probidticos esta relacionado a capacidade de
assimilacdo do colesterol, adesdo epitelial ao cdlon e inibicdo da captacdo de colesterol pelas
células epiteliais do célon, o que reduz a disponibilidade do colesterol no Iimen intestinal, e
também através da atividade da enzima hidrolase de sais biliares. Quando a desconjugacao dos
sais biliares é catalisada por essa enzima esses sais biliares desconjugados séo absorvidos com
menor eficiéncia no intestino, aumentado a excrecdo de acidos biliares nas fezes e assim
diminuindo os niveis séricos de colesterol (PALANIYANDI et al., 2020; KHARE; GAUR,
2020). Estes efeitos podem justificar os resultados obtidos para o colesterol nos animais do
presente estudo. J& para os parametros de ureia e creatinina ndo foram encontradas diferencas
durante o periodo de tratamento e nem entre os grupos de diferentes dietas, assim como no
trabalho semelhante de Silva (2015), onde também ndo foi encontrado diferenca para esses
parametros quando se comparou animais gque consumiram DO aos que consumiram DP.
Alteracdes nesses parametros poderiam ser indicadores de danos renais e, fazendo a correlagéo
com a histologia renal, pode-se reforcar que os 6rgdos permaneceram sem danos quanto aos
parametros bioquimicos e histoldgicos.

A glicemia de jejum mais elevada nos animais alimentados com DO pode ser relacionada ao
teor de gorduras e agucares refinados presentes na dieta, 0 que também pode contribuir para a
hiperlipidemia nesses animais, resultados semelhantes foram encontrados nos trabalhos de
Silva (2015) e Franco (2016), onde também obtiveram resultados de aumento de glicemia de
jejum em animais alimentados com DO quando comparados aos alimentados com DP. Os
resultados mostraram uma reducdo nesse parametro bioguimico nos animais do grupo DO
tratados com o leite de cabra fermentado quando comparados aos animais do mesmo grupo que
receberam agua, o que nos faz relacionar essa reducéo a formulagdo do produto, contendo L.
mucosae e o prebiotico inulina. Ndo houve diferenca do efeito sobre a glicemia para a dosagem

de leite fermentado utilizada (3 mL/kg e 6mL/kg). Resultados semelhantes foram encontrados
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por Sun et al. (2019), quando ao estudarem camundongos com obesidade induzida por dieta
rica em gordura, constataram que o tratamento com cepa probidtica de Lactobacillus
acidophilus La-SJLHO01 que conseguiu reduzir a hiperglicemia e a hipercolesterolemia dos
animais através de melhoria da homeostase da glicose e colesterol. Segundo Yabe et al. (2019),
a microbiota intestinal saudavel é capaz de converter carboidratos nao digeriveis em AGCC e
esses compostos organicos podem estimular as células intestinais a secretarem horménios GLP-
1, GLP-2 e PYY, influenciando as células beta pancreaticas a liberarem insulina e, assim,
contribuir para a reducdo da glicemia de jejum. De acordo com Cao et al. (2021), em revisdo
de ensaios sobre o efeito da suplementacdo de probidticos nos parametros glicémicos em
pacientes com metabolismo anormal da glicose, as principais espécies as quais relataram ter um
efeito significativo no papel de reducdo da glicemia foram da familia Lactobacillaceae e do
género Bifidobacterium.

Quanto ao peso relativo dos 6rgéaos (coracao, figado e rim) dos animais pode-se dizer que
ndo houve diferenga significativa entre os grupos, tanto em decorréncia do tratamento de 30
dias, como quando relacionando os animais que receberam diferentes tipos de dietas,
semelhante ao encontrado por Franco (2016), onde ndo encontrou diferenca significativa nos
pesos relativos de coragdo e figado frente ao tipo de dieta consumida pelos animais, se DO ou
DP, ja em estudo semelhante realizado por Silva (2015), o peso relativo do figado de animais
alimentados com DO foi maior que o dos animais alimentados com DP. Esses resultados
concordam com a avaliacdo macroscopica desses 6rgaos, 0s quais ndo apresentaram alteracdes
aparentes e/ou danos a olho nu.

Estudos mostram que alterag6es na microbiota intestinal induzida pelo consumo de dietas
hiperlipidicas e hipercaldricas promovem alteragbes na composicdo de microrganismos
intestinais favorecendo a multiplicacdo de patdgenos, o desencadeamento de processos
inflamatorios e outras doencas associadas a sindrome metabolica. Alguns lipopolissacarideos
das células desses patogenos sdo considerados um dos fatores da resposta inflamatoria,
sugerindo uma possivel associacdo entre eles e as doencas cardiometabdlicas. Os processos
inflamatdrios sobre o tecido adiposo tendem a ser minimizados com o consumo de probidticos
e prebidticos, pois sabe-se que estes inibem o crescimento da populagdo de bactérias
patogénicas devido a capacidade de colonizar o epitélio intestinal por meio de exclusao
competitiva de patogenos pela adeséo e por nutrientes, além de inibir a proliferacdo dos mesmos
pela producéo de substancias antimicrobianas. Reduzindo essa inflamacdo, os adipocitos param
de acumular gordura descontroladamente e o individuo tende a apresentar redugdo de peso
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corporal. (CAVALCANTE et al., 2019; ORTEGA et al., 2020; PLAZA-DIAZ et al., 2019;
YOSHIDA et al., 2018).
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o leite de cabra adicionado da inulina prebidtica e
fermentado com autoctone de L. mucosae CNPCO007, usada como cultura adjunta com o
iniciador S. thermophilus QGE, néo causou efeito tdxico quando aplicado em dose Unica de 20
mL/kg (1,8 x 10° UFC L. mucosae CNPCO007 e 1 g de inulina por kg/ dia), nem em doses
repetidas de 3 mL/kg, 6 mL/kg e 12 mL/kg por 28 dias (2,75 x 108, 5,5 x 108, e 1,1 x 10° UFC
L. mucosae CNPCO007 e médias de inulina de 0,15 g, 0,3 g e 0,6 g por kg/dia, respectivamente).

Pode-se dizer que o nivel de efeito adverso (NOAEL) do leite fermentado com L. mucosae
CNPCO007, S. thermophilus QGE e inulina para machos e fémeas é considerado superior a 20
mL/kg ap6s administracdo oral de dose Unica e superior a 6 mL/kg apds administracdo oral de
doses repetidas (sendo que cada mL fornece 7,4 — 7,9 log UFC de L. mucosae), que foi a dose
mais alta analisada em cada teste, para a qual ndo foi demonstrado sinais de toxicidade ou
mortalidade.

Com base nesses resultados e de acordo com os niveis de dose mais altos exigidos pelo
Sistema Globalmente Harmonizado (GHS) OCDE 423, o material em estudo é considerado de
baixa toxicidade, seguro para uso em roedores e, portanto, permitiu um possivel uso futuro em
novos estudos. No entanto, o presente estudo ainda ndo pode confirmar o efeito probidtico in
vivo de L. mucosae CNPCO007, sendo esta uma limitacdo do estudo, que deve ser melhor
investigada.

Os animais em estudo alimentados com a Dieta Ocidentalizada desencadearam a sindrome
metabdlica, j& que apresentaram aumento de peso corporal, de IMC, de circunferéncia
abdominal, de colesterol total, de LDL-c, de triglicerideos, de glicemia de jejum e hipertenséo
arterial sistdlica frente aos alimentados com a dieta padrdo. O tratamento desses animais com
o leite fermentado pelo periodo de 30 dias promoveu reducdo dos niveis de presséo arterial, de
colesterol total, de LDL-c, de triglicerideos e de glicemia de jejum mesmo com a continuidade
da ingestdo da Dieta Ocidentalizada, e que esses resultados ndo séo alterados em funcéo da dose
administrada de 3 mL/kg ou 6 mL/kg.

Sugere-se, portanto, que o leite fermentado com o probidtico L. mucosae CNPCO007
adicionado de inulina € um produto com potencial a ser usado frente ao tratamento de doengas
que envolvem a sindrome metabdlica, necessitando, para isso, de estudos complementares com
animais para que possam ser avaliados pontos que o candidatem como possivel terapia ndo

farmacoldgica.
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Abstract

Despite functional goat milk products having emerged due to their importance for human nutrition and health, few studies
have assessed the safety of consumption of goat dairy products containing potentially probiotic autochthonous lactic acid
bacteria supplemented with prebiotic carbohydrates. Aiming this field, this study evaluated the safety of goat’s milk fermented
with Streptococcus thermophilus QGE, the autochthonous Limosilactobacillus mucosae CNPCOO07 culture, and the prebiotic
inulin, through single- and repeated-dose oral toxicity tests (SDT and RDT, respectively) in animals. Ten female Swiss Web-
ster mice were used for SDT evaluation — 2 groups, SDTc (20 mL/kg of filtered water) and SDTt (20 mL/kg of fermented
milk) — and 40 Wistar rats for RDT — RDT3, RDT6, and RDT12 (treated with fermented milk at doses of 3 mL/kg, 6 mL/
kg, and 12 mL/kg, respectively) and also RDTec (12 mL/kg of filtered water). For SDT, no signs of mortality or toxicity
were observed, and the animals maintained the expected weight gain and feed intake. The RDT trials did not show mortal-
ity or signs of toxicity, as well as no change in body weight and organs, in the hematological and biochemical parameters,
and also in relation to morphology and histology. Since the fermented milk did not cause any toxic effect in the conditions
evaluated, it can be said that its no-adverse effect level (NOAEL) was considered to be higher than 20 mL/kg/day. Thus,
the fermented milk with L. mucosae CNPC007 and inulin was considered to be of low toxicity, safe for use in rodents, and
allowed for use in further studies.
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