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RESUMO

A dieta ocidentalizada, rica em lipideos, acucar, sédio e alimentos processados e ultra
processados tem sido apontada como um dos mais relevantes fatores associados ao excesso de
peso/obesidade, comorbidades e distlrbios fisio-metabdlicos observados em estudos
epidemioldgicos e experimentais em animais. O objetivo do presente estudo foi investigar os
efeitos do soro de leite de cabra sobre o estado nutricional, microbiota, histologia intestinal e
parametros bioquimicos de ratas e filhotes alimentados com dieta ocidentalizada. Foram
utilizados 8 machos e 24 fémeas da linhagem Wistar (da colénia do Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco) para o acasalamento dos animais. Ratas
gestantes foram divididas em quatro grupos experimentais de acordo com a dieta: Controle ou
Ocidentalizada e a suplementacdo ou ndo com soro de leite de cabra. Evolucdo ponderal e
consumo alimentar das ratas seguiram por todo experimento. Ao desmame, as ratas e metade
da prole de machos de cada ninhada foram eutanasiados para analise dos parametros
bioquimicos, histologia intestinal, micro-organismos fecais. Metade dos filhotes foi submetida
aos mesmos acompanhamentos e eutanasiados aos 45 dias de vida. A suplementacdo com soro
de leite de cabra modificou poucos parametros nas ratas com excecdo da alteracdo da
quantidade de lactobacilos totais, que nos grupos controles com solugédo salina apresentaram
uma média de 7,34+0,08 log.UFC/g™ e 6,43+0,31 log.UFC/g™ e no suplementado 7,79+0,30
log.UFC/g™ e 6,94+0,45 log.UFC/g”" para ratas com dieta ocidentalizada e padrdo,
respectivamente. Nos filhotes, a suplementacdo com soro de leite de cabra promoveu reducéo
no ganho de peso e dos depositos de gordura abdominal, alteracdo bioquimica, aumentou em
15% a contagem de lactobacilos e em 13% as enterobactérias. Além disso, minimizou o
desgaste de células intestinais, limitando o processo inflamatorio observado nos alimentados
com dieta ocidentalizada. Dessa forma, pode-se sugerir que o soro de leite teve potencial
efeito na microbiota fecal e morfologia intestinal, e que esses efeitos parecem depender da
idade e do periodo de suplementacéo.

Palavras chaves: Soro de leite. Microbiota Intestinal. Intestino delgado. Ratos.



ABSTRACT

The westernized diet rich in fat, sugar, sodium and processed foods and processed ultra has
been identified as one of the most important factors associated with overweight / obesity,
comorbidities, and physiological and metabolic disorders observed in epidemiological and
experimental studies in animals. The aim of this study was to investigate the effects of serum
of goat milk on the nutritional status, microbiota, intestinal histology and biochemical
parameters of rats and offispring fed westernized diet. Were used 8 male and 24 female
Wistar (the colony of the Department of Nutrition at the Federal University of Pernambuco)
for mating of animals. Pregnant rats were divided into four groups according to the diet:
control or Westernized and supplemented or not with serum from goat milk. weight gain and
food consumption of rats followed throughout the experiment. At weaning, rats, half male
offspring in each litter were sacrificed for analysis of biochemical parameters, intestinal
histology, faecal micro-organisms. Half of the pups was subjected to the same
accompaniments and euthanized at 45 days of life. Supplementation with goat whey modified
few parameters in rats with the exception of changing the amount of total lactobacilli that in
control groups with saline had a mean of 7,34 + 0,08 log.UFC/g™ and 6, 43 + 0,31 log.UFC/g’
! and supplemented 7,79+0,30 log.UFC/g” and 6,94 + 0,45 log.UFC/g™ to rats with
westernized diet and standard, respectively. In puppies, supplementation with goat whey
promoted reduction of 200% in weight gain and deposits of abdominal fat, biochemical
change, increased by 15% to lactobacillus count and 13% enterobacteria. In addition,
minimized wear of intestinal cells by limiting the inflammatory process observed in fed
westernized diet. Thus, it can be suggested that the whey had potential effect on fecal
microbiota and intestinal morphology, and that these effects appear to depend on the age and
supplementation period.

Key words: Whey. Microbiota fecal. Small intestine. Rats.
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1. APRESENTACAO

A ingestdo de alimentos contendo carboidratos complexos e elevados teores de fibras,
predominante em paises agricolas, tem sido reduzida em detrimento do aumento da ingestdo
de alimentos com maior teor de aditivos, gorduras totais (sobretudo de &cidos graxos
saturados e gorduras “trans”), bem como, de carboidratos simples de alto indice glicémico.
Este padrdo de alimentagdo tem sido caracterizado como “dieta ocidentalizada”, ou
“American diet” e apontado como um dos mais relevantes fatores associados ao excesso de
peso/obesidade e comorbidades em seres humanos (POPKIN, 2001), assim como diversos
distirbios  fisio-metabdlicos observados em estudos experimentais em animais
(CAVALCANTE et al., 2013; FORBES et al., 2013; DEMIGNE et al., 2006).

Ao longo da vida, existem periodos mais vulneraveis a essas influéncias ambientais,
sendo o periodo de gestacdo, lactacdo e primeira infancia, destaques nas pesquisas cientificas
devido a sua repercussdo em curto, médio e longo prazo sobre o desenvolvimento do
organismo e 0 processo saude-doenca (POWER; SCHULKIN, 2013). Deficiéncias ou
excessos nutricionais no inicio da vida tém sido associados a diversas doengas como a
obesidade e surgimento de um estado inflamatorio no organismo, a exemplo da reducdo da
atividade do sistema imunologico (PISABARRO et al., 2004).

O sistema imunoldgico é um sistema complexo que, na crianca, ndo se encontra
completamente maturado antes dos 5-6 anos de vida. Dentre os fatores relevantes para o
desenvolvimento do sistema imune encontra-se a colonizagdo do trato gastrointestinal (TGI)
pela microbiota intestinal (RUMBO; SHINFRIN, 2005). A colonizacdo do TGI estéril do feto
inicia-se imediatamente ap0s o parto, e, esta microbiota diversificada possui importante papel
para a maturacdo local e sistémica da imunidade, expressao de diversos genes do TGlI, a
exemplo dos relacionados com a defesa do organismo, atividade das células intestinais,
incluindo digestdo, sintese de vitaminas, absorcdo de nutrientes e compostos bioativos
(CHIOU et al., 2013; COLLADO et al., 2012; PALMER et al., 2007).

Depois de formada, a microbiota intestinal humana é composta, principalmente, por
trés filos: Bacteroidetes (Bacteroides e Prevotella), Firmicutes (Ruminococcus e
Eubacterium) e Proteobacteria, sendo os principais enterotipos presentes na flora intestinal
compostos por Bacteroides, Prevotella e Ruminococcus, com maior predominancia das do filo
Bacteroidetes, sequidos do filo Firmicutes (DORE et al., 2013; RAMAKRISHNA, 2013).

A atividade da microbiota intestinal é influenciada tanto por meio da administracao de

probidticos, que sdo micro-organismos Vivos, cuja ingestdo em quantidades adequadas é
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benéfica a saude (BUTEL, 2014), quanto por compostos ndo digeriveis pelo TGI
(prebidticos). Os prebidticos sdo totalmente ou parcialmente metabolizados pela microbiota
no intestino grosso, estimulando o crescimento e atividade de bactérias, tais como 0s
lactobacilos e as bifidobactérias (QUIGLEY, 2012). Dentre os compostos com esta
capacidade destacam-se as fibras dietéticas soluveis, com inclusdo do amido resistente e de
oligossacarideos.

O leite de cabra é considerado um leite de boa qualidade e de propriedades
nutricionais por vezes superiores ao de vaca. Além disso, apresenta uma grande quantidade de
oligossacarideos (DADDAOQUA et al., 2006). Um estudo realizado por Sprong, Schonewille,
e Van-Der (2010) observou que apesar dos animais se alimentarem com uma dieta
ocidentalizada, a inclusdo de proteina do soro do leite aumentou a quantidade de lactobacilos
e bifidobactérias fecais.

Frente ao sucinto leque de evidéncias, parecem existir maneiras de atenuar os efeitos
negativos da dieta “ocidentalizada” ou hiperlipidica sobre alteragdes metabolicas a partir da
microbiota intestinal e, por conseguinte, do risco de desenvolvimento de doencas relacionadas
ao metabolismo. Diante do exposto, parece que a intervencdo dietética ou de componentes
alimentares com aspecto funcional tem se mostrado relevante. Ademais, estudos que
impulsionem o aproveitamento do soro de leite tornam-se importante, tendo em vista que este
produto é um residuo proveniente da inddstria do processamento de queijos e necessita de um
destino sustentavel na cadeia produtiva (SANTMARTIN; DIAZ; TURIENZO, 2012).

Dessa forma, a pergunta que conduziu o trabalho foi: a suplementacéo do soro do leite
modifica a microbiota fecal de ratas e filhotes alimentados com dieta ocidentalizada? A partir
desta pergunta chave e das evidéncias citadas anteriormente, hipotetizou-se que a
suplementacdo do soro do leite de cabra ird& minimizar os efeitos causados pela dieta
ocidentalizada na microbiota fecal de ratas e filhotes.

Portanto, o estudo se propds a investigar os efeitos do soro de leite de cabra sobre a
microbiota, estado nutricional, histologia intestinal e pardmetros bioquimicos de ratas e
filhotes alimentados com dieta ocidentalizada. A partir da hipdtese que a suplementacdo com
soro de leite de cabra é benéfica ao organismo, supbe-se que os resultados obtidos possam
propiciar um fator benéfico a salde do individuo, com agregacdo de valor ao produto,
ampliando seu consumo e mercado. Igualmente pode fortalecer a economia local e,
possivelmente, em nivel Nacional e Internacional, a partir de informacBes oriundas de

pesquisa cientifica com vistas ao desenvolvimento, inovacao e a¢fes sobre a salde.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementagdo do soro do leite de cabra liofilizado sobre o estado

nutricional, consumo alimentar, microbiota e morfologia intestinal de maes e filhotes.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a composicao centesimal do soro de leite de cabra

e Acompanhar a evolugdo ponderal e consumo alimentar durante o periodo de
experimentacao;

e Quantificar a glicemia, os lipidios séricos e enzimas hepaticas de maes e filhotes;

e Avaliar o0 peso do tecido hepatico, intestinal e o adiposo visceral;

e Analisar a morfologia intestinal dos animais;

e Identificar a presenca de algumas cepas de bactérias nas amostras de fezes de maes e
filhotes;
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. DIETA OCIDENTALIZADA: IMPACTOS A SAUDE

No inicio do século passado, a participacdo da nutricdo ndo era o foco nas pesquisas
com énfase nos fatores predisponentes da obesidade. No entanto, com o passar dos anos, foi-
se observando diversas mudancas no estilo de vida. Dentre essas se destacam o padrdo
alimentar e a pratica de atividade fisica culminando com a reducdo da qualidade das dietas e
da préatica de exercicios. Neste contexto destaca-se 0 aumento no consumo de alimentos
processados/ultraprocessados e fast-foods, propiciando um aumento da gordura corporal,
repercutindo na elevacdo do sobrepeso e obesidade, com ressalvas ao incremento de sua da
prevaléncia nas Ultimas décadas (POPKIN; ADAIR; WEN, 2012). As consistentes mudancas
no padrdo alimentar e comportamentais trazem como consequéncia incremento na prevaléncia
de doencas cronicas nao transmissiveis, reducdo da desnutricio e aumento do
sobrepeso/obesidade caracterizando o quadro de transicdo nutricional (VORSTER;
KRUGER; MARGETTS, 2011).

Os paises em desenvolvimento tém vivenciado o processo de transi¢do nutricional e
epidemiologica como resultantes das mudancas no estilo de vida, caracterizados
principalmente por uma reducdo da atividade fisica e aumento do consumo de alimentos
industrializados com elevado teor calérico em detrimento da ingestdo de produtos de natureza
mais agricola (COHEN et al., 2013). As alteracdes nos habitos alimentares como o aumento
da densidade energética, proveniente de um elevado teor de gordura total e de &cidos graxos
saturados, bem como de agUcares, com concomitante reducdo no teor de fibras, e, aumento de
alimentos processados, caracteriza o padréo ocidental de alimentacdo conhecida como dieta
ocidentalizada (ASTRUP, 2007). Em longo prazo, essa dieta predispde o desenvolvimento de
obesidade, resisténcia a insulina e esteatose hepatica em ratos adultos e seres humanos e nos
processos de recompensa alimentar, além de alteragdes na microbiota intestinal
(ETXEBERRIA et al., 2015).

Diversas alteracfes na microbiota tem sido influenciada por uma dieta com maior
quantidade de gordura saturada e carboidratos simples. A longo prazo, especialmente em
individuos obesos, essa dieta promove um aumento nas bactérias do filo Firmicutes,
consideradas prejudiciais a satde, e uma reducdo do filo Bacteroidetes consideradas bactérias
benéficas a salde (KOTZAMPASSI; GIAMARELLOS-BOURBOULIS; STAVROU, 2014).
Outro estudo, utilizando dois tipos de dieta (rica em fibras e pobre em gorduras; pobre em

fibras e rica em gorduras), demonstrou que a composicéo da dieta afeta a microbiota intestinal
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em longo prazo, a exemplo do maior nimero do filo Bacteroidetes, sobretudo quando estas
possuem abundancia em proteina animal e gorduras saturadas. Contudo, quando uma dieta
rica em fibras e baixa em gordura foi utilizada em curto prazo (dez dias) ndo foram
observadas mudancgas significativas, no enterotipo Prevotella, sugerindo que os enterotipos
refletem mais os habitos alimentares em longo prazo (WU et al., 2011).

Modelos animais de obesidade a partir de dietas com desequilibrios nutricionais
(maior quantidade de gordura saturada) promovem aumento do filo Firmicutes e reducdo do
Bacteroidetes (LEY et al., 2005). Em humanos obesos demonstrou-se que além do aumento
dos Firmicutes, ocorre incremento do filo Actinobacterium e reducdo do filo Bacteroidetes
(TURNBAUGH et al., 2009). Essas alteracfes nas proporcles de bactérias que habitam o
trato intestinal sdo de suma importancia devido aos inimeros estudos que a associam a um
estado vulneravel a instalacdo da obesidade outras doencas de natureza inflamatoria e
metabolica (CLEMENTE et al, 2012). Além de mudangas na microbiota, a dieta
ocidentalizada também tem sido associada ao desenvolvimento de esteatose hepatica
(ISHIMOTO et al., 2013) que pode incrementar o processo inflamatério no organismo.

Outro modelo dietético observou que os efeitos relativos ao acumulo de energia
corporal mostraram-se semelhantes quando se utiliza dieta elevada em gordura e dieta com
suplementacdo de frutose associada a uma dieta rica em gordura. Contudo, 0 mesmo néo
procedeu para 0 acumulo de gordura hepatica e perfil lipidico, cujas consequéncias adversas
foram mais acentuadas na dieta que associou frutose e gordura (CRESCENZO et al., 2008).

O uso de dieta estilo ocidental antes e durante a gestacdo e lactacdo, ndo alterou a
glicemia de jejum, mas, promoveu aumento na gordura corporal e aumento dos niveis de
insulina (SEN; SIMMONS, 2010). Recente estudo que utilizou dieta “ocidentalizada” apenas
na gestacdo e lactacdo, demonstrou na prole adulta, hiperglicemia, maior quantidade de
gordura visceral, hiperinsulinemia e elevados valores de triglicerideos e VLDL-c, e, reduzido
HDL-c (CAVALCANTE et al.,, 2014). O aumento do teor de gordura no leite materno
também parece causar relevantes mudancas na microbiota intestinal da prole com aumento
das populacbes de Enterococcus e Lactobacillus e reducdo de Bacteroides e Prevotella
(MOZES et al., 2008).

As consequéncias da dieta ocidentalizada ingerida na vida perinatal sobre o estado de
salde da prole, parecem se estender em curto (a exemplo de alteracGes na microbiota) e em
longo prazo, a desordens do metabolismo favorecendo a instalacdo de sindrome metabélica
(PRUIS et al., 2013).
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3.2. MICROBIOTA INTESTINAL E FECAL

A colonizagdo do trato gastrointestinal por bactérias se inicia logo apds o nascimento
quando ocorre uma exposicdo a microflora intestinal e ao contato com a pele da mée
(TORMO-BADIA et al., 2014). Estudos como o de Gronlund et al. (2011), que avaliaram a
influéncia da microbiota intestinal materna na colonizagéo intestinal na infancia, observaram
que um més apO6s 0 nascimento, havia uma correlacdo na contagem do género
Bifidobacterium em mées e em seus filhos. Estes relatos sugerem a importancia da associacdo
entre a microbiota intestinal das mées e dos filhos durante a primeira infancia.

O intestino fetal é estéril e a colonizagcdo dos micro-organismos ocorre apos o parto,
por meio da mée, e pelo contato do recém-nascido com o ambiente. Portanto, acredita-se que
0S micro-organismos podem ser importantes para seu desenvolvimento da prole (KARLSSON
et al., 2011). O trato gastrointestinal (TGI) humano possui aproximadamente 500-1000
espécies diferentes de micro-organismos, apresentando diferencas entre os individuos a
depender de fatores internos como genética, salude e idade e externos a exemplo da dieta
(COLLADO et al., 2012). O papel do TGI na satde do hospedeiro tem sido discutido com
mais dominio nas ultimas decadas. Alguns estudos apontam que uma vez formada a
microbiota, esta permanece inalterada ao longo da vida, podendo apenas realizar mudancas
transitorias (BROWN et al., 2012).

A formacdo da microbiota intestinal é influenciada por diversos fatores, como a
microbiota materna, o meio-ambiente e a alimentacdo. Ao atingir a vida adulta esta ja terad
completado a sua formacdo. Os trés filos predominantes na microbiota de adultos saudaveis
compreendem 75% dos micro-organismos do TGI: os Bacteroidetes, Firmicutes e
Actinobateria (COLLADO et al., 2012; MARIAT et al., 2009).

Seguindo a hierarquia de prevaléncia, as bactérias anaerdbias séo dominantes (>10°
Unidades Formadoras de Colbnias - UFC), representadas pelos géneros Bacteroidetes,
Eubacterium e Bifidobacterium, e subdominantes (<10° UFC), bactérias da familia
Enterobacteriaceae, tais como E.coli, e 0s géneros Streptococcus, Enterococcus,
Lactobacillus e Fusobacterium (MARIAT et al., 2009).

Estudos como o de Vaishampayan et al. (2010) mostram que a composicdo da
microbiota é variavel no inicio da vida. Os resultados revelaram que Escherichia e
Bacteroides sdo os mais abundantes no primeiro més de vida; ja os Bifidobacterium so6
iniciaram o desenvolvimento ap6s o primeiro més, seguindo até o décimo primeiro més.

Porém, os resultados deste estudo devem ser interpretados com cautela visto que a mae
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utilizou antibidticos dias antes do parto. Assim, foi possivel observar que houve um aumento
no Bifidobacterium e uma redugéo nos Bacteroidetes. Alteracbes na microbiota causadas pelo
uso de antibidticos também foram observadas no estudo de Savino et al. (2011). Apés cinco
dias da administracdo de um antibidtico observou-se em andlises microbioldgicas redugdo na
contagem total de bactérias, especialmente, uma reducdo significativa de Enterobacteriaceae,
Enterococos e Lactobacilos, quando comparado ao grupo controle.

Outro fator que pode atuar na alteracdo da microbiota intestinal no inicio da vida é a
alimentacdo da crianga. Criangas alimentadas exclusivamente com leite materno apresentam
modificagdes na microbiota intestinal quando comparadas a criangas alimentadas com
formula infantil. As alimentadas com férmulas possuem maiores proporc¢des de Bacteroides,
Clostridium, Streptococcus, Enterobactérias e Veillonella spp., enquanto as amamentadas
apresentam maior proporcdo de Bifidobactérias e Lactobacillus (ARRIETA et al., 2014). O
estado nutricional do individuo também influencia na composi¢do da microbiota intestinal.
Estudos com individuos magros e obesos verificaram respectivamente, menor propor¢do de
Bacteroides, e, maior proporcdo de Acinetobactérias (TURNBAUGH et al., 2009).

Doencas metabolicas, como a sindrome metabdlica e o diabetes tipo Il, também tém
sido relacionadas com alteracdes na microbiota intestinal, bem como no processo inflamatorio
(KAHN; FLIER, 2000; WELLEN et al., 2005). Em geral, os resultados observados em
estudos envolvendo individuos diabéticos comparados aos individuos saudaveis, mostram que
a proporcdo de Bacteroidetes e Proteobacteria € um pouco mais elevada, e que os Firmicutes
sdo significativamente menores nos individuos diabéticos (LARSEN et al., 2010).

Mozaffarian et al. (2011) observaram que a microbiota intestinal alterada ou disbiose
(desequilibrio da microbiota intestinal) possui fortes associacdes com o ganho de peso e a
obesidade. Camundongos alimentados com dieta com baixo teor de gordura, a base de
polissacarideos vegetais, quando permutam esta racdo por uma dieta estilo “Ocidental”
modificam a microbiota exibindo altos niveis de Clostridium innocuum, Eubacterium
dolichum, Catenibacterium mitsuokai e Enterococcus spp concomitante com a reducdo de
Bacteroides spp. (TURNBAUGH et al., 2009).

Apesar de alguns fatores contribuirem para a composicdo da microbiota, a dieta
configura como um dos de maior impacto. Os fatores dietéticos como a proporcdo de
macronutrientes (carboidratos, proteinas e lipideos) podem alterar o tempo de transito
intestinal e o pH afetando de forma significativa a microbiota intestinal (SCOTT et al., 2013).

Em mamiferos, alguns componentes dietéticos ndo conseguem ser digeridos no

intestino delgado, devido a auséncia de enzimas hidroliticas especificas e chegam intactos ao
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intestino grosso. Entre esses componentes destacam-se fibras dietéticas (celulose e pectina,
por exemplo), oligossacarideos e o amido resistente. S&o esses residuos ndo digeriveis que
atuam fornecendo a principal fonte energética para o crescimento dos micro-organismos no
célon (FLINT, 2012).

A depender da ingestdo de carboidratos, (a exemplo das fibras e do tipo de amido),
diferentes composicOes da microbiota intestinal podem ocorrer. Estudo com criangas mostrou
que aquelas alimentadas com maior quantidade de fibras apresentaram maior proporcao de
Bacteroidetes, principalmente, Prevotella. Por outro lado, as criangas cuja alimentacdo era
rica em amido apresentaram maior proporcao de Firmicutes (DE FILIPPO et al., 2010).

A ingestdo elevada de gorduras também tem sido relacionada com alteragcbes no
padrdo da microbiota intestinal em ratos. A elevada ingestdo de gordura em ratos durante o
aleitamento promoveu alteragfes funcionais e na microbiota intestinal, bem como, aumento
da gordura corporal. Filhotes alimentados com leite rico em gordura apresentaram reducao no
nimero de Bacteroides e Prevotella e aumento no nimero de Lactobacillus e Enterococcus
(MOZES et al., 2008).

Em suma, é possivel observar que a colonizacdo da microbiota intestinal €
influenciada por diversos fatores e que a composicdo da microbiota é influenciada por
diversos fatores com destaque para a composi¢cdo nutricional e/ou distribuicdo e tipo de
macronutrientes na dieta ingerida (JEFFERY; O’TOOLE, 2013). Estas precoces alteracfes na
microbiota parecem ter consequéncias em longo prazo sobre o metabolismo, configurando
assim o inicio da vida como uma janela critica para a interacdo da microbiota do hospedeiro
com o metabolismo (COX et al., 2014).

3.3. SORO DO LEITE DE CABRA E EFEITOS PREBIOTICOS

A criacdo de cabras € uma atividade econdémica em expansao que assume particular
relevancia para o clima semiarido do Nordeste. Uma pesquisa realizada pela Embrapa
Caprinos e Ovinos demonstrou que, entre os consumidores de leite de cabra, a principal
motivacdo (33,3%) para a sua escolha de consumo foi o reconhecimento do alto valor
nutritivo e associacdo com salude (BOMFIM et al., 2011). Ademais, o leite de cabra possui
um potencial alergénico menor e uma digestibilidade maior (HAENLEIN, 2004). Esta

condigdo pode representar uma via factivel de incremento do seu consumo pela populagéo.
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O soro de leite, obtido por meio da fabricagédo de queijos, embora seja descartado
pelos produtores por considera-lo um produto residual, € um produto valioso do ponto de
vista nutricional, uma vez que este é rico em proteinas, carboidratos (lactose e
oligossacarideos), minerais e vitaminas hidrossoliveis (SANTMARTIN; DIAZ; TURIENZO,
2012).

A realizacdo de estudos sobre as propriedades funcionais do soro advindas do leite
caprino o expde a um mercado em potencial. Observacdes como estas, somadas a crescente
busca dos consumidores por alimentos relacionados a promocao de saude, vem a impulsionar
a necessidade de pesquisas com enfoque na avaliagdo das propriedades bioativas dos
componentes presentes ndo apenas no leite de cabra, mas, em seus produtos derivados
(BOMFIM et al., 2011).

Os componentes do leite foram reconhecidos como alimentos funcionais na década de
1980 por pesquisadores japoneses (OLIVEIRA et al., 2012). Os alimentos funcionais séo
aqueles que contem componentes biologicamente ativos e que, além de fornecer energia e
atuar na manutencdo dos processos vitais de reparacdo, conferem beneficios especificos a
salide humana (AMERICAN DIETETIC ASSOCIATION, 2009).

Alguns estudos tem sugerido que o leite humano estd associado com funcdes anti-
inflamatdrias, por meio da producdo de mediadores anti-inflamatérios, anti-viral e de
imunomodulacdo. A ingestdo dos componentes do leite in natura por suas espécies
promovem o crescimento das bifidobactérias, auxiliando assim, a melhoria da satde intestinal
(BOEHM; STAHL, 2007; BHAT, Z.; BHAT, H., 2011). Bifidobactérias sdo espécies que
naturalmente participam das fungdes da microbiota intestinal e relatos recentes indicam que a
dieta é um dos fatores mais factiveis de intervir na melhora do perfil da microbiota (BOEHM,;
STAHL, 2007). No caso da alimentacdo, as maiores estratégias para melhoria da microbiota
intestinal tém sido focadas no uso de probidticos e prebioticos.

Os probioticos sdo microrganismos que, ingeridos em quantidades adequadas, podem
auxiliar na satde do hospedeiro, enquanto os prebidticos sdo compostos ndo digeriveis pelo
trato gastrointestinal humano, seletivamente fermentados no intestino grosso, que promovem
alteracdes especificas na composicdo e/ou atividade da microbiota, estimulando seu
crescimento e atividade no intestino, conferindo beneficios a salde ao hospedeiro
(FAO/WHO, 2002; GIBSON et al., 2004; QUIGLEY, 2012). Quando 0 mesmo composto
possui interacdo in vivo da atividade probiotica e prebidtica simultaneamente e atuando

sinergicamente, recebe a denominacdo de simbidtico (MUGAMBI et al., 2012). O leite
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materno possui claras evidéncias desta condicdo de atuar como um composto simbiotico
(ABRAHAMSSON et al., 2009; MARTIN et al., 2005)

Os oligossacarideos do leite materno sdo considerados prebidticos e estimulam o
crescimento de bifidobactérias. Além disso, os oligossacarideos do leite humano sé&o
associados a um mecanismo de defesa do organismo, tendo em vista que possui estrutura
semelhante & encontrada em células intestinais (DADDAOUA et al., 2006).

O leite de cabra, embora possua uma quantidade inferior de oligossacarideos quando
comparado ao leite materno humano, apresenta quantidade superior de oligossacarideos em
relagdo ao leite bovino e ovino (DADDAOQUA et al., 2006; MARTINEZ-FEREZ et al., 2006).
Os oligossacarideos presentes no leite de cabra, por exemplo, foram associados a melhoria da
sindrome do intestino irritdvel, por serem prebioticos com potencial efeito anti-inflamatério
(DADDAQUA et al., 2006).

Apesar das evidéncias do potencial benéfico do soro de leite, seu potencial como
modulador do microbioma e relages com futuras doencas ainda € um tema que necessita ser

mais bem investigado, sobretudo se derivado do leite de cabra.
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4. METODOS
4.1. SORO DO LEITE DE CABRA

4.1.1. Obtencéo do Soro do Leite de Cabra

O leite de cabra utilizado no experimento foi obtido do Setor de Caprinocultura da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus de Bananeiras - PB, Brasil. O plantel do
setor dispGe de um total de 150 cabras alpinas, das quais foram selecionados os animais com
40 = 6 kg de peso vivo e 30 + 5 dias de lactacdo. Os animais foram mantidos em sistema
intensivo alocados em galpéo coberto, onde receberam racdo completa (a base de milho, soja,
algoddo e trigo) composta de concentrado, feno de tifton e palma forrageira. As dietas
consumidas pelos caprinos foram calculadas segundo National Research Council (NRC,
2007) para satisfazer as exigéncias de producao de leite de 1,5 kg/dia, com 4% de gordura. As
amostras de leite foram coletadas em cinco dias consecutivos, através de ordenha manual.
Foram obtidas amostras de leite caprino pela manha e tarde para cada animal, constituindo
amostras compostas, proporcional a producdo de leite para cada turno de ordenha, que foram
acondicionadas em garrafas de polietileno de 500 mL.

A partir do processamento deste leite foi obtido o soro tipo doce, garantindo o controle
de sua origem como residuo da fabricacdo de queijos de coalho. Apds coleta,
aproximadamente 7L de soro foram inicialmente desnatados e filtrados em tripla camada de
gaze para remogdo de contaminantes grosseiros. Em seguida, foram congelados a -22°C até o
momento da liofilizacio (SANTMARTIN; DIAZ; TURIENZO, 2012).

4.1.2 Liofilizacdo do soro do leite de cabra

As amostras do soro do leite de cabra congeladas a -22°C em freezer foram liofilizadas
sob pressao de vacuo de 69 puHg e temperatura de -47°C em Liofilizador L101 Liotop® (Séo
Carlos — SP, Brasil) durante 24h. O processo de liofilizacdo consiste na retirada total da agua
do leite por sublimacdo. Apds o processo de secagem, as amostras foram armazenadas em
freezer a -22°C em recipientes de vidro protegidos da luz (SANTMARTIN; DIAZ;
TURIENZO, 2012).
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4.1.3. Andlises Fisico-Quimicas

Apds o processo de liofilizagdo foram realizadas as anélises do soro, no Laboratorio de
Bromatologia do Departamento de Nutricdo, no Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). As amostras foram analisadas em triplicata, quanto
ao percentual de umidade, cinzas, proteinas, lipideos e lactose, seguindo a metodologia
recomendada pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2010), conforme

exposto na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizacdo fisico-quimica do soro do leite de cabra liofilizado utilizado no
experimento.

Parametros Media + SD
Proteina (%) 15,78 £ 0,52
Carboidratos (%)
Lactose (%) 9,95 £ 0,37
Outros N.d
Lipidio (%) 11,40 £ 0,74
Umidade (%) 4,14 + 0,02
Cinzas 6,88+0,70
Valor energético — VET (Kcal) 205,52

4.1.4. Analise microbiologica do soro

O soro liofilizado foi submetido a analise microbioldgica quanto aos Coliformes totais
e fecais, Estafilococos coagulase positiva, Bacillus cereus e Salmonella, para garantir a
auséncia de contaminantes (BRASIL, 2001). Também foram realizadas analises quanto aos
Lactobacillus, Bacteroides, Bifidobacterium e Enterobactérias. Todos 0s micro-organismos

investigados mostraram-se ausentes.

4.2. ANIMAIS E DIETA
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Todos os procedimentos experimentais descritos a seguir foram realizados somente
apds analise e aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, da UFPE sob processo
n® 23076.044893/2014-21 (ANEXO A).

Foram utilizados 8 machos e 24 fémeas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus,
variedade albinus) da colonia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco. Realizou-se o acasalamento dos animais na propor¢do de 1 macho: 3 fémeas,
para isto, foram utilizadas fémeas com peso corporal entre 220-240g.

Apo6s o acasalamento, a prenhez foi detectada a partir da presenca de espermatozoide
no esfregaco vaginal e acompanhamento do ganho de peso corporal. Ao detectar o inicio da
gestacdo, as ratas foram mantidas, durante o periodo gestacional, em gaiolas individuais e
transparentes para evitar o isolamento. Neste momento, as ratas foram randomizadas em
quatro grupos experimentais, com n=6 ratas por grupo, assim distribuidas:

e Grupo Dieta Controle e gavagem com Solucdo Salina (CSAL);

e Grupo Dieta Ocidentalizada e gavagem com Solugéo Salina (OSAL);

e Grupo Dieta Controle e Suplementacdo com soro do leite de cabra (CSORO) e

e Grupo Dieta Ocidentalizada e Suplementacdo com soro do leite de cabra
(OSORO).

Os grupos de animais foram alimentados ad libitum com dieta para crescimento a base
de caseina como fonte proteica (AIN-93G) nos grupos com dieta controle (REEVES et al.,
1993) ou dieta ocidentalizada (grupos com dieta experimental) contendo caseina, maior teor
de gordura, acucar e sodio e reduzida quantidade de fibras (CAVALCANTE et al., 2013)
(Tabela 2).

Tabela 2 - Composicdo quimica e energética das dietas controle e ocidentalizada usadas nos
experimentos.

Composic¢do quimica Dieta controle Dieta ocidentalizada

Proteina g/100g 17,0 22,0
Carboidrato (g/100g), dos quais: 58,9 49,6

Carboidrato simples 10,0 23,0

Carboidrato complexo 47,0 22,0

Fibras 5,0 4,6
Lipidio 7,2 19,0
Umidade e substancias volateis (g/100g) 9,5 4,2
Cinzas (g/100g) 6,0 5,22
Energia total (cal/g) 3,6 4,1
%kcal VET
Proteina 19,0 21,0
Carboidrato 63,0 42,0

Lipidio 18,0 37,0
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Fonte: Laboratério de Analise de Alimentos LEAAL/Departamento de Nutrigdo-
UFPE e Tabela Brasileira de Composigéo de Alimentos- TACO, 42 ed.

O soro de leite de cabra foi utilizado como suplementacdo para os animais formando
0s grupos CSORO e OSORO. Para isto, foi realizada a diluicdo do soro de leite de cabra
liofilizado (1g/Kg de peso do animal) em solucdo salina (volume de 0,1g/mL) (AFUWAPE;
TURNER; STROBEL, 2004; PESSI et al., 1998) e administrado por meio de gavagem, a
partir do dia de deteccdo da prenhez. Da mesma forma, foi realizada a gavagem nos grupos
CSAL e OSAL com solugdo salina (0,9%), no volume de 10mL/Kg de peso corporal do
animal.

Ao nascimento dos filhotes, foram determinados: o peso das ninhadas, o niUmero de
filhotes por cria e 0 sexo mediante a diferenciacdo da distancia genito-anal, onde para machos
a distancia ano-genital € maior que das para fémeas, (em torno de 2,5mm). Durante a lactacéo,
0s animais (8 por ninhada) foram mantidos em gaiolas de polietileno (51 x 36 x 16,5 cm).
Como critério de selecdo, apenas os filhotes acima de 6g no primeiro dia pos-parto foram
incluidos no experimento.

Posteriormente, de forma aleatoria foram selecionados 18 filhotes machos de cada
grupo experimental, totalizando 72 filhotes. Desse total, 08 animais de cada grupo
experimental, foram eutanasiados ao desmame (21 dias — 12 etapa) e os outros 10 animais
seguiram até o final do experimento (45 dias — 22 etapa), sendo distribuidos em 4 animais por

gaiola, que permaneceram se alimentando da mesma dieta das ratas (Figura 1). A gavagem de
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todos os filhotes iniciou-se sempre no sétimo dia de vida, seguindo até o final do

experimento.

Figura 1 — Fluxograma com a randomizac¢do dos animais nos grupos experimentais.

Os animais foram mantidos no Laboratério de Nutricdo Experimental (Departamento
de Nutricdo/Centro de Ciéncias da Saude/UFPB) sob as condi¢BGes padrdes de iluminacao
(ciclo claro/escuro, 12/12 horas, iniciando o ciclo claro as 08h00), temperatura de 22 £ 1°C e
umidade de 65% (MERUSSE; LAPICHIK, 1996) de acordo com as normas estabelecidas no
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), recebendo &dgua e comida ad libitum
durante todo o periodo experimental.

O acompanhamento da evolucdo ponderal e do consumo alimentar das ratas e dos

filhotes foi realizado uma vez por semana sempre no mesmo dia e horario.

4.3. DETERMINACAO DO CONSUMO ALIMENTAR

Durante a gestacdo e lactacdo a racdo foi pesada e reposta a cada 2 dias, para
quantificacdo do consumo semanal. Dessa forma, o controle do consumo, quantitativo e
energético da racdo foi realizado pesando-se o rejeito da racédo, e subtraindo-o da quantidade
ofertada a cada dois dias. No caso da prole, o consumo foi calculado de forma acumulativa ao

final do periodo obtendo-se a média consumida por cada grupo ao término do experimento.

4.4. DETERMINACOES PONDERAIS

4.4.1. Determinacéo do Peso Corporal

A partir da determinacdo da prenhez, as ratas tiveram acompanhamento semanal do
peso corporal durante a gestacdo e lactacdo (0, 7°, 14° e 21° dias de gestacdo; e LO, L7, L14 e
L21 de lactacdo). A partir do nascimento, as ninhadas também tiveram acompanhamento do
peso corporal, sendo pesadas no dia do nascimento para obtencdo da média do peso da cria
(Peso dos filhotes + n° de filhotes). Porém, um dia ap6s o parto (d1), os animais foram

novamente pesados e apenas 0s animais com 6g ou mais foram incluidos no experimento,
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dessa forma, os mesmos tiveram o peso acompanhado semanalmente até o final do
experimento (d7, d14, d20, d21, d28, d35, d42 e d45).

4.4.2. Avaliacdo Murinométrica e Determinacéo do Estado Nutricional

Com os animais anestesiados, ao final do experimento, foi possivel realizar as medidas
murinométricas: circunferéncia toracica (abaixo das patas dianteiras), circunferéncia
abdominal (acima das patas traseiras) e 0 comprimento (da regido nasal até o anus), utilizando
fita métrica inextensivel, todas aferidas em cm. As realiza¢des das medidas corporais serviram
para calcular o Indice de Massa Corporea (IMC), calculado pelo peso corporal (g)/
comprimento? (cm?) (NOVELLI et al., 2007).

4.5. EUTANASIA

Ao desmame, as maes foram anestesiadas com xilazina (10 mg/kg) associada com
guetamina (45 mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.). Posteriormente, foi realizada a eutanasia
por puncdo cardiaca, segundo principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacédo
Animal (COBEA). O sangue foi utilizado para realizagdo das dosagens bioquimicas. Neste
mesmo dia também foram eutanasiados oito filhotes de cada grupo experimental, 0s mesmos
foram anestesiados com quetamina (45mg/kg) associado com xilazina (10 mg/kg), por via
intraperitoneal (i.p.) seguindo os mesmos protocolos descritos anteriormente. Os demais
filhotes (dez filhotes de cada grupo experimental) foram eutanasiados 44 (+1) dias ap0s o
nascimento, com a finalidade de comparar os parametros que foram influenciados pela

alimentacdo materna ou pela alimentacdo pos-desmame.

4.6. ANALISES BIOQUIMICAS

Amostras de sangue foram coletadas por puncdo cardiaca (descrito no topico 4.5).
Apos a coleta, foram colocados 5mL de sangue em cada tubo que continha ativador de
coagulos. Aproximadamente 20 minutos ap0s cada coleta, as amostras foram centrifugadas a
5.8136 x g por 15 minutos e o sobrenadante foi coletado e armazenados em tubos eppendorfs

sob refrigeragdo a -15°C até o dia da analise.
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O soro foi utilizado para determinar a glicemia (Glicose Liquiform), as dosagens de
Colesterol Total (CT) e Triglicerideos (TG), ambos por meio enzimético. Ja a Lipoproteina de
Alta Densidade (HDL-c, do inglés High Density Lipoprotein) foi analisada por meio da
Polietilenoglicol (PEG). Também foram analisadas as enzimas hepaticas Alanina
Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotrasferase (AST), utilizando kits Labtest
(ALT/TGP Liquiform e AST/TGO Liquiform, respectivamente). O célculo da Lipoproteina
de Baixa Densidade (LDL-c, do inglés Low Density Lipoprotein) e a Lipoproteina de Muito
Baixa Densidade (VLDL-c, do inglés Very Low Density Lipoprotein) foi realizado por meio
das seguintes formulas: LDLc= CT — HDL colesterol — VLDL colesterol e VLDLc= TG+5. A
leitura foi realizada utilizando espectrofotometro em 520nm para glicemia, 500nm para
colesterol total, 600nm para HDL e 505nm para triglicerideos, 340nm para ALT e AST,
seguindo as recomendacdes do fabricante (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972).
As concentragbes foram determinadas em analisador automatico Labmax 240 premium
(Labtest, Minas Gerais, Brasil).

4.7. ANALISE DOS TECIDOS

O tecido adiposo visceral (intra-abdominal) dos animais foi coletado e pesado, apos a
eutanasia, sendo calculado em percentual com base na seguinte férmula: (peso da gordura
visceral/ peso ao final do experimento) x 100 (KISHINO et al., 2009). Igualmente foram

pesados os tecidos hepaticos e o intestino para determinacdes da massa total.

4.7.1. Determinacdes morfoldgicas do intestino

Apos a eutanasia, fragmentos do jejuno foram lavados com solugdo salina (NaCl a
0,9%), posteriormente foram retificados e medidos com um paquimetro sobre a bancada,
sendo imediatamente acondicionados em solucdo fixadora de formol tamponado a 10%
durante 48 horas. Apds esse periodo, foi realizada lavagem em agua corrente por um periodo
de 12 horas, para que o0 excesso do fixador fosse retirado.

Em seguida, o material passou 72h em alcool a 70% e apds este periodo, passou por
sucessivas desidratagcdes em alcool em graduagdes crescentes, iniciando com 70%, 80%, 90%,
95% e 100%, trinta minutos cada. Posteriormente, o material passou pelo processo de

diafanizacdo em xilol. Em seguida, foi transferido para recipientes contendo parafina
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histolégica fundida, com ponto de fusdo entre 54-56 °C. Ao fim deste procedimento, o
material foi incluido em parafina para realizacdo dos cortes histolégicos transversais no
micrétomo (Leica), para obtencdo de um material com 5 pm. Em seguida, foi realizada a
coloragéo utilizando os corantes Hematoxilina-Eosina (HE) (BECAK; PAULTE, 1976) e, por
fim, montados com resina sintética (Entellan-Merck) para analise em microscopio.

A morfologia foi realizada utilizando-se um microscopio éptico (Motic BA 200) por
meio da objetiva de 40x. A analise dos dados foi realizada o programa de imagens
ImageLab2000. Foi avaliada a presenca de padrdes inflamatdrios intestinais, como, estase,
migracdo de células, hemorragia, vasodilatacdo, necrose, preservacao epitelial, além de
hipertrofia e hiperplasia da camada muscular lisa (KIM; ONG; OKUNO, 2002; PATURI et
al., 2012).

Todo o processamento histologico foi realizado no Laboratdrio de Processamento de
Material Biologico, localizado na Escola Técnica de Salde da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB).

4.8. ANALISE DA MICROBIOTA FECAL

Para realizar a analise da microbiota fecal, um grama de fezes de cada animal foi
suspenso em 9 mL de &gua peptonada a 0,1% esterilizada (120°C/15min), transferindo-se 1
mL deste para tubos de ensaio contendo 9 mL de agua peptonada também a 0,1% para obter a
diluicdo 10™. Este procedimento foi realizado sucessivamente até obter a diluicdo 10 para
definir a melhor diluicdo de contagem.

Para cada diluicdo, foram transferidas duas gotas das suspensdes para as placas de
Petri, utilizando-se micropipetas de 20 pL. A inoculagcdo foi feita em meios de cultura
seletivos previamente preparados, conforme € possivel observar abaixo:

e Bactérias aerdbias e anaerObias totais, utilizando-se o meio de cultura agar
Standard Methods (Acumedia, EUA), incubada em estufa a 37°C/48h, no caso das anaerobias,
incubadas em jarras de anaerobiose (EDLUND et al., 2000);

e Lactobacillus spp., utilizando-se agar MRS (Merck, Alemanha) incubado em
estufa a 37°C/48h em jarras de anaerobiose (Permution, Curitiba/Brasil) (YOSHIOKA et al.,
1983);
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e Bifidobacterium spp., utilizou-se o0 meio Bifidobacterium medium 25 — BIM-
25, incubado em jarras de anaerobiose (Permution, Curitiba/Brasil) em estufa a 37°C/72h
(MUNOA; PARES, 1988);

e Enterobactérias, por meio do 4gar MacConkey (Acumedia, EUA), incubada a
37°C/48h (BRIGIDI et al., 2001);

e Bacteroides spp. utilizou-se o agar BBE (Acumedia, EUA) incubada a
37°C/72h em jarras de anaerobiose (Permution, Curitiba/Brasil) (LIVINGSTON et al., 1978).

Apb6s o periodo de incubacdo respeitado para cada bactéria estudada, conforme
descrito anteriormente, realizou-se a contagem e o numero de microrganismos viaveis foi
transformado em Unidade Formadora de Colénia (UFC) por g de fezes (UFC™.g™) (SILVA et
al., 2013). O célculo da média e do desvio padrdo foi realizado a partir dos valores de UFCg*
em log10.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar se as variaveis seguiam a normalidade (paramétricos) foi realizado o teste
de Kolmogorov-Smirnnov (p<0,05). Para analisar as diferencas médias entre consumo
alimentar e evolugdo ponderal do peso em funcéo da dieta e suplementacdo com soro de leite
de cabra, bem como, a interacdo entre dieta e soro em funcdo do tempo em cada um dos
parametros foi utilizado a Andalise de Variancia de duas vias de medidas repetidas (Two-way
repeated measures ANOVA). Para analise do peso umido de érgéos, bioquimica, IMC, ganho
de peso, foi utilizado ANOVA de uma via (one way ANOVA). Para o teste de comparacoes
multiplas entre os grupos foi usado o pds-teste de Bonferroni. Em todos os testes considerou-
se a significancia de 5% (P <0,05). Em cada grupo de filhotes, um ou mais dados
inconsistentes (outliers) foram retirados da andlise, fazendo o total de animais variarem entre
7-10 por grupo. A analise estatistica e elaboracdo das figuras foi realizada no Programa
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Para fins comparativos, o
grupo ocidentalizado suplementado (OSORO) foi comparado ao seu par controle (OSAL) ou

ao grupo salina equivalente (CSORO).
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5. RESULTADOS

O peso corporal médio das ratas ao inicio da gestacdo nao diferiu (p>0,05) entre os
grupos (CSAL=250,0g; CSOR0=239,2g; OSAL=249,0g; OSOR0=253,3g, p=0,47). Durante
a gestacdo, o ganho de peso dos grupos teve variacdo média de 51 g a 77 g, sem apresentar
diferencas entre os grupos (Figura 2A). O mesmo ocorreu com 0s grupos durante a lactacao,
cuja variacdo meédia foi de -1,0g a -25g, p=0,05. Contudo, apesar desta variacdo negativa
distinta entre os grupos (Figura 2B), o peso corporal final das maes ao sacrificio, ndo diferiu

entre os grupos tratados.
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Figura 2 — Variacao de peso corporal de ratas dos grupos que consumiram dieta controle ou
dieta ocidentalizada durante o periodo gestacional (A) e lactacional (B). Dados expressos em
média e desvio padrdo da média (DP). Teste one way ANOVA seguido do pos-teste de
Bonferroni (p>0,05). CSAL.: ratas alimentadas com dieta controle e gavagem com solucédo
salina; OSAL.: ratas alimentadas com dieta ocidentalizada e gavagem com solucéo salina;
CSORO: ratas alimentadas com dieta controle e suplementacdo com soro de leite de cabra;
OSORO: ratas alimentadas com dieta ocidentalizada e suplementacdo com soro de leite de
cabra.

Os filhotes da primeira etapa, oriundos de maes que consumiram dieta ocidentalizada,
apresentaram maior peso corporal (p<0,05) ao final da lactacdo (Figura 3A), corroborado pelo
maior percentual de ganho de peso (Figura 3B). Portanto, observa-se relevante interacdo no
tempo [F(9,87)=8,83, p<0,00), pelo tratamento dietético [F(3,87)= 413,69, p<0,00]; e pela
interacdo entre a dieta e o tempo [F (29,87)=3,13, p<0,00]. Contudo, fica evidente que a
ingestdo de soro de leite de cabra, reduziu o peso em ambos 0s grupos na segunda etapa do
experimento (Figura 3C), com diferengas intergrupo (p<0,05), ou seja, entre CSALp2 e
OSALp2 e entre CSOROp2 e OSOROp2 (Figura 3D).
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Figura 3 — Evolucdo ponderal de filhotes durante a lactagcdo (3A) e apds o desmame (3C),
percentual de ganho de peso na lactacdo (3B) e apds o desmame (3D) segundo manipulacdo
dietética e suplemento de soro de leite de cabra. Dados apresentados em média +DP.
(CSALp/p2= controle-salina, n=8; CSOROp/p2= controle-soro, n=7; OSALp/p2,
ocidentalizada-salina, n=8; OSOROp/p2, ocidentalizada soro, n=8). Teste two way RM
ANOVA (A) e teste one way ANOVA (B) seguido do pos-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs
CSALp/p2; “p<0,05 vs CSOROp/p2; vs OSOROp/p2. ***p<0,001.

Com relacdo ao consumo alimentar (Figura 4) durante a gestacdo (A) foi verificado
um efeito do tempo ou semanas [F(2,57)=4,71, p=0,01] e do tratamento dietético dos grupos
[F (3,57)=13,62, p=0,00], mas sem interacdo entre o tempo e tratamento dietético

[F(6,57)=0,98, p=0,013]. Durante a lactacdo (B), foi verificado um relevante efeito das
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semanas no consumo de alimento [F (2,54)=9,20)], mas ndo do tratamento dietético dos
grupos [F (3,54)=0,26, p=0,086)].

O consumo alimentar acumulado da prole apés o desmame demonstrou que a
suplementagdo com soro de leite de cabra ndo modificou a ingestdo nos grupos controles
(CSALp2=192,8+26,4g; CSOROp2=196,7+21,7g), mas, alterou o consumo de dieta
ocidentalizada, em que o grupo OSOROp2 apresentou uma ingestdo maior que o OSALp2
(OSOROpP2=187,946,59; OSALp2=152,1+12,2g, p<0,05). Com relagdo ao consumo
energético, o grupo OSOROp2 ingeriu maior quantidade de energia que o grupo OSALp2 e
CSOROp2 (OSOROp2= 826,8+28,5kcal; OSALp2= 669,2+53,6kcal; CSOROp2=
727,7+80,4kcal; CSAL=713,3£97,5kcal, p<0,05).
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Figura 4 — Influéncia da dieta materna e da suplementacdo com soro de leite de cabra sobre a ingestéo
alimentar de ratas durante as semanas de gestacdo (A) e de lactacdo (B) e sobre o valor energético
durante a gestacdo (C) e lactacdo (D). Dados expressos em média £DP, resultados obtidos a partir do
Teste two way RM ANOVA seguido do pés-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs CSAL; *p<0,05 vs OSAL.
CSAL.: ratas alimentadas com dieta controle e gavagem com solucgéo salina; OSAL: ratas alimentadas
com dieta ocidentalizada e gavagem com solucdo salina; CSORO: ratas alimentadas com dieta controle
e suplementacdo com soro de leite de cabra; OSORO: ratas alimentadas com dieta ocidentalizada e
suplementacdo com soro de leite de cabra.
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Os parametros murinométricos e peso de 6rgaos das ratas, avaliado ao final do periodo
lactacional, foram semelhantes entre os grupos (p>0,05). Em relac&o aos filhotes da primeira
etapa do experimento (23 dias), foi possivel observar que os grupos alimentados com dieta
ocidentalizada apresentaram maiores parametros de IMC, CT e CA (p<0,05), independente da
suplementacdo com soro de leite de cabra, quando comparados aos respectivos grupos
alimentados com dieta controle (Tabela 3). Quanto ao peso relativo dos 6rgéos, o tecido
adiposo abdominal mostrou-se elevado no grupo OSALp comparado ao CSALp e CSOROp.
Mas, nenhuma diferenca foi observada no peso umido relativo (g/g ou g/100g) do figado ou
intestino.

Na segunda etapa do experimento, o grupo alimentado com dieta ocidentalizada e soro
de leite de cabra, apresentou menor IMC e CT, sendo que o grupo OSALp2 apresentou IMC
maior que 0s outros grupos do experimento (p<0,05), bem como a CT foi menor no
CSOROp2 quando comparado a todos 0s grupos experimentais. Em relacdo ao peso relativo
dos orgdos, foi verificado que a suplementacdo com soro de leite de cabra aumentou o
tamanho do figado em ambos o0s grupos suplementados independente da dieta consumida. O
tecido adiposo abdominal apresentou-se maior nos animais do grupo OSALp2 comparado ao
seu par controle CSALp2, mas sem diferencas nos grupos suplementados com soro de leite
de cabra, sugerindo, um efeito benéfico da suplementacdo. E, para o intestino, o grupo

OSOROp2 mostrou maior peso comparado ao CSOROp2 e ao OSALp2.
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Tabela 3 - Parametros murinométricos e peso relativo dos 6rgdos de ratas, filhotes da 12 etapa
de experimento e 22 etapa de experimento.

VARIAVEIS GRUPOS
Ratas CSAL CSORO OSAL OSORO Valor de
R (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) p
Murinometria
IMC 0,46+0,05 0,42+0,03 0,48+0,05 0,46+0,03 >0,05
CT 12,25+0,61 11,50+0,45 12,60+0,42 12,08+0,80 0,05
CA 13,83+1,13 12,33+0,98 13,80+1,15 13,42+0,92 >0,05
Peso eutanasia  236,67+34,45 203,33+21,37 249,00+31,30 220,00+20,25 0,05
Peso dos 6rgaos
(9/100g de peso)
Gordura
abdominal 2,99+1,21 1,95+0,80 1,50+0,89 0,78+0,10 >0,05
Figado 3,66+0,45 3,79+0,57 3,38+0,36 3,72+0,43 >0,05
Intestino 4,76+0,62 3,92+0,75 4,77+0,71 4,73+0,54 >0,05
. CSALp CSOROp OSALp OSOROp Valor de
Filhotes 23d (n=8) (n=7) (n=8) (n=8) 0
Murinometria
IMC 0,25+0,04 0,27+0,03 0,31+0,04* 0,29+0,04 <0,05
CT 7,56+0,68 7,07+0,53 8,55+0,50* 8,63+0,74" <0,05
CA 8,19+0,70 7,21+0,64 8,87+0,55 8,94+0,82" <0,05
Peso eutanasia 35,01+9,43 32,36+2,29 49,75+4,34* 51,50+6,63" <0,05
Peso dos 6rgaos
(9/g de peso)
Gordura 4
. 0,005+0,004  0,005+0,001  0,012+0,003*  0,010+0,003 <0,05
abdominal
Figado 0,03+0,01 0,04+0,00 0,03+0,00 0,04+0,00 >0,05
Intestino 0,07+0,03 0,05+0,00 0,06+0,02 0,06+0,01 >0,05
. CSALp; CSOROp; OSALp; OSOROp; Valor de
Filhotes 45d (n=9) (n=10) (n=10) (n=10) 0
Murinometria
IMC 0,40+0,03 0,34+0,04 0,47+0,04*° 0,38+0,06 <0,05
CT 10,56+0,73  9,78+0,75*° 11,05+0,60 10,45+0,76 <0,05
CA 12,0+0,83 11,39+0,93 12,15+1,20 11,85+1,27 >0,05
Peso eutandsia  122,78+16,79 96,50+14,82 * 156,00+20,39* 120,50+24,55%  <0,05
Peso dos 6rgaos
(9/100g de peso)
Gordura 2,23+0,41 2,58+0,63 3,46+0,79% 3,23+1,05 <0,05
abdominal
Figado 3,77+0,32 4,90+0,96* 3,96+0,28 5,12+1,18% <0,05
Intestino 4,57+0,74 5,47+1,25 5,35+0,67 7,66+1,33 <0,05

Dados expressos em médiatzDP, resultados obtidos a partir do Teste one way ANOVA
seguido do pés-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs CSAL; “p<0,05 vs CSORO; & p<0,05 vs
OSAL; ®vs OSORO. CSAL: ratas alimentadas com dieta controle e gavagem com solucéo
salina; OSAL: ratas alimentadas com dieta ocidentalizada e gavagem com solucdo salina;
CSORO: ratas alimentadas com dieta controle e suplementacdo com soro de leite de cabra;
OSORO: ratas alimentadas com dieta ocidentalizada e suplementacdo com soro de leite de

cabra.
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N&o foram observadas alteracdes nos pardmetros bioquimicos das ratas (p>0,05),

contudo, aos 23 dias de vida, os filhotes do grupo CSOROp apresentaram alteracdes na

maioria dos parametros bioguimicos mensurados (glicemia, AST, LDLc, HDLc) quando
comparado ao CSALp ou a0 OSOROp (Tabela 4).

Tabela 4 — Pardmetros bioquimicos de ratas, filhotes da 12 etapa e 22 etapa do experimento.

Parametros
R Grupos
Bioquimicos
Ratas CSAL CSORO OSAL OSORO Valor de p
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Glicemia 178,40+52,29  154,20+56,28 175,04£20,55 164,00+33,82 >0,05
ALT 101,60+37,06  94,00+35,01 66,20+7,60 58,20+29,42 >0,05
AST 254,80+56,71  200,20455,11 197,0£12,55 141,40+30,56 >0,05

CT 64,20+16,93 84,80+27,00 100,20+31,85 69,60+20,44 >0,05

TG 52,40+15,71 43,60+10,61 64,80+24,00 46,40+9,32 >0,05

HDL 25,8016,34 28,00+8,54 31,40+9,10 28,40+10,92 >0,05

LDL 27,92+8,94 48,08+19,40 55,84+20,59 31,92+12,74 >0,05

VLDL 10,48+3,14 8,72+2,16 12,96+4,80 9,28+1,86 >0,05
Filhotes 234~ 2P Sy P Ccsy gy Valordep

Glicemia 102,20£12,33  141,30+20,16*  108,80+21,14 111,50+9,89" <0,05
ALT 32,50+7,84 41,29+8,79 28,00+5,50 30,75+4,74" <0,05
AST 313,60+53,01 499,43+69,84*  242,70+60,69 290,90+33,28" <0,05

CT 127,75£24,57  119,71+8,67 124,75£15,27 122,13+20,75 >0,05
TG 125,38+£11,95  75,20£9,39* 97,60£12,24 115,50+20,88" <0,05
HDL 30,50+4,93 17,71+1,60 29,00+5,58 28,8815,82 <0,05
LDL 68,93+14,92 66,53+£12,63 66,53+12,63 63,45+12,07 <0,05
VLDL 25,16+2,39 15,04+1,88* 19,52+2,45 23,10+4,18" <0,05
. CSALp; CSOROp; OSALp; OSOROp;
Filhotes 45d (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) Valor de p

Glicemia 78,14+8,59 95,00£17,73  134,00+24,03* 149,30+19,78" <0,05
ALT 32,78+8,09 32,50+4,60 44,90+9,21 41,30+12,20 <0,05
AST 227,20+37,62  246,70+47,36  299,70+33,5* 145,10+£19,77% ¢ <0,05

CT 69,33£8,86  130,20+23,13*  81,50+10,23 73,50+5,25" <0,05
TG 51,13£17,12  206,20+19,54*  41,00+12,52 59,090+10,22* <0,05
HDL 24,89+4,20 27,40£3,84 28,80+3,49 32,10+2,33 <0,05
LDL 33,02+7,82 86,32+7,50* 43,80+8,57 30,54+3,47" <0,05
VLDL 11,42+4,81 43,28+6,46 * 8,90+3,24 11,80+2,06" <0,05

Dados expressos em médiatzDP, resultados obtidos a partir do Teste one way ANOVA
seguido do pos-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs CSALp/p2; *p<0,05 vs CSORO p/p2; &
p<0,05 vs OSALp/p2.

Aos 45 dias de vida 0s grupos que continuaram a ingerir dieta ocidentalizada,

independentemente da suplementacdo com soro exibiram elevados niveis glicémicos.

Contudo, o uso de soro pelo grupo ocidentalizado reduziu os niveis de AST, triglicerideos,

colesterol, LDLc e VLDLc comparado ao CSOROp2. Porém, tal resultado merece cautela de
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interpretacdo visto que todos esses parametros mostraram-se elevados em CSOROp2
comparados ao CSALp2 e ndo houve grandes diferencas entre OSOROp2 e OSALp2, exceto,
evidente reducdo da AST no grupo OSOROp2 comparado ao OSALp2 (p<0,05) (Tabela 4).

A suplementacdo de soro de leite de cabra nas ratas durante a gestacéo e lactacdo, ndo
modificou a contagem do género Lactobacillus na avaliagdo intragrupo nos controles,
(CSAL=6,43+0,35 log.UFC/g™; CSOR0=6,94+0,49 log.UFC/g™) nem entre os grupos com
dieta ocidentalizada (OSAL=7,34+0,09 log.UFC/g™"; OSORO=7,78+0,35 log.UFC/g™).
Porém, os grupos com a dieta suplementada com soro apresentaram maior contagem de
Lactobacillus do que seus pares (OSAL=7,34+0,08 log.UFC/g™*; CSAL=6,43+0,31
log.UFC/g™; OSORO=7,79+0,30 log.UFC/g™"; CSOR0=6,94+0,45 log.UFC/g™). Para o
grupo das bactérias anaerobias, a suplementacdo com soro de leite de cabra diminuiu a
contagem desses micro-organismos tanto no grupo controle (CSAL= 7,58+0,37log.UFC/g™;
CSORO= 6,94+0,29 log.UFC/g™") quanto no grupo ocidentalizado (OSAL= 8,08+0,06
log.UFC/g™; OSORO= 7,02+0,23 log.UFC/g™). Quanto ao género das bifidobactérias e
anaerdbias totais, ndo foram observadas nas ratas nenhuma diferenca decorrente dos
tratamentos utilizados.

Nos filhotes ndo foram verificadas diferencas estatisticas (p<0,05), com excecdo do
género Lactobacillus que estavam mais elevados nos grupos suplementados com soro
comparados aos seus pares (CSALp, =6,31+0,57 log.UFC/g?; CSOROp,=7,30+0,11
log.UFC/g™; OSALp2= 6,66+0,14 log.UFC/g-1; OSOROp2=7,40+0,29 log.UFC/g™ ) para o,
conforme é possivel observar na Figura 5. Nos filhotes aos 45dias também avaliamos a
contagem de Enterobactérias (aerdébias) e Bacteroides (anaerdbios) obtendo os seguintes
resultados: o grupo OSALp2 mostrou menor quantidade das enterobactérias de
aproximadamente 0,92 ciclos logaritmicos para o grupo CSALp2 e o OSOROp2
(OSALp2=6,85+0,26; CSALp2=7,77+0,35; OSOROp2=7,76+0,41 log.UFC/g-1) e na classe
de Bacteroides, o grupo OSALp2 também foi menor que o grupo OSOROp2 na ordem de
0,12 ciclos logaritmicos (OSAL = 7,15+0,12; OSORO= 7,62+0,10 log.UFC/g™).
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Figura 5 — Médias das popula¢cdes de micro-organismos nas amostras de fezes cultivados em
aerobiose (Bactérias aerdbias) e anaerobiose (Lactobacillus, Bifidobactérias e Anaerdbios), de
ratas (A) e de filhotes (B) alimentados com dieta controle ou ocidentalizada e tratados com
solucdo salina ou soro de leite de cabra. Teste one way ANOVA seguido do pos-teste de
Bonferroni. Dados expressos em Logl0 do ndmero de unidades formadoras de
coldnia/mL).*p<0,05 vs CSAL e “vs CSORO. CSAL: ratas alimentadas com dieta controle e
gavagem com solucdo salina; OSAL.: ratas alimentadas com dieta ocidentalizada e gavagem
com solucdo salina; CSORO: ratas alimentadas com dieta controle e suplemento com soro de
leite de cabra; OSORO: ratas alimentadas com dieta ocidentalizada e suplemento com soro de
leite de cabra.
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A avaliagdo morfoldgica foi realizada por meio da analise histologica das células
intestinais, especificamente no jejuno. Foi possivel observar, que as ratas do grupo controle
alimentadas com dieta ocidentalizada (OSAL) apresentaram desgaste epitelial, destruicdo e
necrose das vilosidades, além de hemorragia central com perda da arquitetura tecidual. Porém,
nas ratas que receberam a dieta ocidentalizada e suplementa¢do com soro de leite, houve a
auséncia do processo inflamatério assemelhando-se aos animais do grupo controle (Figura
6A).

Figura 6 — Histologia do jejuno de ratas (A), filhotes aos 23 dias (B) e filhotes aos 45 (C)
dias. Imagem de microscopia com aumento de 40x. Seta: destruicdo epitelial. Estrela:
exsudato inflamatdrio. Tridngulo: necrose.

Resultados semelhantes foram encontrados na prole aos 23 dias de vida (Figura 6B).
Contudo, observou-se que nos filhotes alimentados com dieta ocidentalizada (OSALp) por
maior periodo de tempo, ocorreu um agravo do desgaste epitelial e da destruicdo das
vilosidades. Mas, a suplementacdo com soro de leite de cabra em um periodo maior
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(OSOROp2) também minimizou estes impactos adversos e ndo se observou processo
inflamatorio (Figura 6C).
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6. DISCUSSAO

A dieta ocidentalizada, caracterizada pelo excesso de lipideos, sodio, agucar e
alimentos processados associados ao reduzido teor de fibras alimentares, tem sido associada
ao aumento de doencgas metabolicas, bem como o aumento da prevaléncia de obesidade
(CRESCENZO et al., 2008). No nosso estudo, foi ofertado a maes e a prole jovem, uma dieta
experimental, estilo dieta ocidental, e investigado seus efeitos sobre estado nutricional,
microbiota e morfologia intestinal associada ou néo a ingestéo de soro de leite de cabra.

Sobre o peso corporal, a murinometria e o consumo alimentar das ratas durante
gestacdo e lactacdo, ndo se observou alteracdo decorrente da dieta ou da suplementacéo.
Contudo, foi observado nos filhotes do grupo ocidentalizado, a seguir ao desmame, um
aumento das medidas murinométricas e do peso corporal durante a lactacdo. No entanto, com
a continuidade da suplementacdo, houve redugdo do ganho de peso e de medidas
murinométricas nos grupos suplementados com soro de leite de cabra, apesar da pouca
influéncia observada sobre o consumo alimentar ou energético. Os resultados de peso e
consumo detectados nas médes e filhotes, corroboram os observados por Cavalcante et al.,
(2013) que utilizaram semelhante dieta. O menor ganho de peso encontrado nos filhotes que
receberam suplementacdo com soro de leite de cabra estd em acordo com o estudo de
Tranberg et al. (2013) que ao substituir na dieta a proteina caseina por proteina oriunda do
soro de leite de vaca, tambeém verificou menor ganho ponderal. Em concordancia tambem
com os resultados de Shertzer et al. (2011), ao adicionar proteina do soro a uma dieta elevada
em gordura relatou menor ganho de peso em ratos. Os resultados convergem para projetarmos
a hipotese que a fonte proteica pode interferir sobre o ganho de peso corporal. Estudo
utilizando duas fontes proteicas distintas (carne vermelha v.s. proteina do soro de leite de
vaca-whey protein) também observou menor ganho ponderal para o grupo suplementado com
proteina de soro de leite de vaca (BELOBRAJDIC; MCINTOSH; OWENS, 2004).

A diferente composi¢do aminoacidica das fontes proteicas pode estar envolvida na
colonizacdo da microbiota intestinal. A suplementacdo de ratos com solucdo bacteriana de
Lactobacillus plantarum comparada a outros tipos de suplementos bacterianos também
reduziu o ganho de peso e a gordura corporal (KARLSSON et al., 2011). Outro estudo
conduzido com a suplementacdo de Lactobacillus reuteri (presente no iogurte) observou
semelhante perfil com a reducdo de ganho de peso em camundongos alimentados que se

alimentaram com dieta ocidentalizada (POUTAHIDIS et al., 2013). Vale salientar que neste
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estudo foi detectado um maior nimero de Lactobacillus na prole suplementada comparada
aos seus pares ndo suplementados. O conjunto de resultados sugere que a dieta e/ou o
alimento/nutriente parece interferir na colonizagdo microbiana e que esta por sua vez
influencia notavelmente o ganho de peso corporal. Entretanto, é importante salientar que
dietas com elevados teores de gordura, particularmente, a saturada, podem aumentar o risco
de desenvolvimento de doencas cardiovasculares e diabetes tipo I, independente do peso
corporal global (BUIJSSE et al., 2015).

Porém, mais que o peso corporal total, a gordura da regido abdominal/visceral é
considerada uma das mais deletérias para o surgimento de disturbios metabdlicos. Nossos
resultados demonstram que a dieta ocidentalizada promoveu maior depdsito de gordura
abdominal nos filhotes aos 23 dias de idade. Porém, a continuidade da prole ingerindo dieta
ocidentalizada associada a suplementacdo do soro aboliu a significancia encontrada aos 23
dias no grupo que consumiu dieta ocidentalizada e soro, mas no grupo ndo suplementado com
soro caprino a magnitude de diferenca da gordura corporal atingiu 55% a mais no OSALp2
comparado ao CSALp2. O efeito da dieta ocidentalizada sobre o aumento da quantidade de
gordura abdominal também € referido em estudos prévios (CAVALCANTE et al., 2014;
POUTAHIDIS et al., 2013). Um estudo utilizando suplementacdo com Lactobacillus reuteri
em camundongos alimentados com dieta ocidentalizada durante 8 semanas, também reduziu
a quantidade de gordura na regido visceral (POUTAHIDIS et al., 2013).

A maior quantidade de gordura visceral observada nos filhotes alimentados com dieta
ocidentalizada corrobora com resultados prévios utilizando dietas semelhantes (PEREZ et al.,
2015; BAUTISTA et al.; 2016). O aumento na gordura visceral do grupo ocidentalizado
manteve-se nos filhotes aos 45 dias, mas, se observa auséncia de significancia no grupo
suplementado com soro sugerindo um efeito positivo da suplementacdo nesse grupo. Outros
estudos, porém, demonstram que animais alimentados com dieta padrao e suplementados com
oligossacarideos do leite caprino apresentaram aumento da gordura (THUM et al., 2016).

No presente estudo, 0 maior peso encontrado no figado pode ter sido decorrente da
suplementacdo com soro de leite de cabra e ndo pela ingestdo da dieta ocidentalizada, tendo
em vista que nos estudos realizados por Cavalcante et al. (2014) e Bautista et al. (2016) nédo
foi observado aumento do peso deste 6rgdo em animais que consumiram dieta ocidentalizada
apenas durante o periodo perinatal. Igualmente, no estudo de Lopez-Aliaga et al. (2005), a
suplementacdo da dieta com leite de cabra ndo determinou diferencas significantes no peso do
figado. Porém, Rodrigues et al., (2014) observaram esteatose hepatica em ratos alimentados

com leite de cabra rico em acido linoleico conjugado. Como nao foram investigados possiveis
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fatores que possam explicar o aumento do peso do figado, suspeitamos que algum dano
hepatico possa ter sido desenvolvido haja vista as alteracdes encontradas.

Os parametros bioquimicos também sdo utilizados para verificar os impactos da dieta
ocidentalizada. As dosagens bioquimicas ndo revelaram significancia no grupo das ratas.
Contudo, nos filhotes aos 23 dias, diversos dos parametros analisados exibem aumento como
a glicemia e a AST nos animais alimentados com dieta controle (caseina) e suplementados
com soro, e reducdo dos triglicerideos e VLDL-c nos animais suplementados com soro de
leite, independente da dieta ingerida. As diferencas glicémicas por sua vez foram oriundas da
dieta e ndo da suplementacdo com soro. A elevacdo de transaminase em animais com dieta
ocidentalizada também se mostra presente em outros estudos (PEREZ et al., 2015). No que
confere as dosagens de triglicérides, colesterol total e fracbes, 0 uso do soro nos animais com
dieta ocidentalizada mostram efeitos opostos aqueles com dieta controle. Esse resultado difere
do de Peréz et al. (2015) cujos animais alimentados com dieta rica em lipidios por todo o
periodo experimental mostra elevacao de colesterol e ALT, contudo, vale ressaltar que a dieta
foi ofertada por maior periodo de tempo o0 que pode favorecer a instalacao de dislipidemia.

Quanto ao estudo da microbiota e morfologia, observa-se evidente efeito da dieta
ocidentalizada e do soro. A dieta € um modulador da microbiota, na qual a ocidentalizada é
conhecida por aumentar as bactérias do filo Firmicutes, que podem estar associadas a
prejuizos a salde humana (LEY et al., 2005). Nossos resultados mostraram que a
suplementacdo com o soro aumenta o nimero de lactobacilos totais tanto nas ratas como nos
filhotes. Ratos alimentados com dieta ocidentalizada acrescida de soro de leite aumentaram a
quantidade de lactobacilos totais e bifidobactérias (SPRONG; SCHONEWILLE; VAN-DER,
2010), e que, quando adicionada de oligossacarideos como inulina e oligofrutose tambem
evidenciaram aumento de Lactobacillus (LICHT et al., 2006). Igualmente o uso da fracdo
isolada de oligossacarideos do soro de leite de cabra causou aumento tanto a fracdo de
lactobacilos quanto de bifidobactérias em ratos (LARA-VILLOSLADA et al., 2006). Os
oligossacarideos encontram-se em maiores concentracBes no leite de cabra que no leite
bovino e tem potencial efeito na reducdo do processo inflamatério (MARTINEZ-FEREZ et
al., 2006).

Apesar da contagem de bactérias aerObias e anaerObias totais ter se mostrado
inalterada, observamos que nos filhotes aos 45 dias a quantidade de Enterobactérias e
Bacteroides do grupo ocidentalizado suplementado com soro aumentou quando comparado
aos seus pares. Outro estudo também demonstrou que houve uma redugdo da contagem dessas
bactérias nas fezes e no intestino de humanos (TURNBAUGH et al., 2009). Contudo, o
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periodo de suplementagdo e a dose utilizada podem ndo ter sido suficientes para demonstrar
uma significancia entre o grupo experimental e controle.

Previamente foi demonstrado que a ingestdo de dieta ocidentalizada (elevada em
gordura e carboidratos simples) alterou a morfologia intestinal com lesGes intestinais e
infiltrado de células inflamatdrias observada em ratas e filhotes (ZHOU et al., 2014). Nossos
resultados demonstram que a adicdo de soro de leite de cabra minimizou os impactos
causados pelo consumo de dieta ocidentalizada. Parte desse efeito pode ser atribuida a
presenca de oligossacarideos no soro de leite de cabra (potencial prebidtico) que atua como
agente anti-inflamatério na doenca inflamatéria intestinal (DADDAOQOUA et al., 2006;
SPRONG; SCHONEWILLE; VAN-DER, 2010). De modo semelhante, estudo realizado por
Mehel et al. (2014) demonstrou que ratos desnutridos que receberam um composto contendo
probidticos e prebidticos apresentaram uma melhora nos parametros relacionados a

morfometria do intestino delgado, como a restauracéo das vilosidades e criptas intestinais.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, sugere-se que o soro de leite de
cabra minimizou os impactos causados pela dieta ocidentalizada oferecida durante o periodo
gestacional e lactacional de ratas, no que diz respeito a histologia intestinal e microbiota fecal
das ratas. Porém, nos filhotes, a suplementacéo parece ainda ter minimizado o ganho de peso
corporal na prole, independente da dieta consumida. Além disso, os filhotes apresentaram
melhora nos aspectos relacionados a gordura abdominal, microbiota e preservacdo da
morfologia intestinal.

Contudo, € importante destacar que apesar de apresentarmos de maneira pioneira
resultados referentes ao soro de leite de cabra como provavel composto prebiodtico para
auxiliar na melhora dos perfis de animais alimentados com dietas ocidentalizadas, conforme
supracitado ha necessidade de se compreender melhor a dose e volume da suplementagdo com
0 soro, sobretudo o periodo adequado para se observar melhor os efeitos dessa associacao.

Sugere-se, portanto, que estudos posteriores sejam realizados possibilitando novas
analises relativas a histologia hepatica e gastrica, além de outras dosagens enzimaticas e

moleculares.
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RESUMO

O consumo de dieta hiperlipidica ou ocidentalizada tem sido associado a alteracdo na
microbiota e distdrbios fisio-metabolicos, e a investigacdo de produtos que modifiquem esta
relacdo demostra relevancia. Dessa forma, objetivou-se avaliar o potencial prebidtico do soro
de leite de cabra em ratas alimentadas com dieta ocidentalizada desde a gestacéo e lactacéo, e
seus descendentes ao final do desmame e aos 45 dias de vida. Foram utilizados oito machos e
vinte e quatro fémeas da linhagem Wistar para o acasalamento dos animais. Ao identificar a
prenhez, as ratas foram randomizadas em quatro grupos experimentais: Grupo controle
(CSAL), Grupo controle suplementado com soro (CSORO), grupo ocidentalizado (OSAL) ou
grupo ocidentalizado suplementado com soro (OSORO). E, ao nascimento da prole, dois
subgrupos foram formados conservando o mesmo tratamento utilizado pelas maes. Avaliou-se
peso corporal, consumo alimentar, histologia intestinal e contagem de micro-organismos
fecais nas ratas e seus descendentes. Ndo houve alteracdo no peso corporal das ratas na
gestacdo ou lactacdo, mas a prole das ratas suplementadas com soro de leite apresentou
reducdo do peso corporal ao desmame (p<0,05). Apds-desmame 0s grupos suplementados
com soro de leite de cabra, reduziram o ganho de peso corporal, bem como, a gordura visceral
no grupo OSORO. A suplementacdo com soro de leite de cabra aumentou 0s a contagem de
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lactobacilos em ratas e filhotes e minimizou os impactos causados pela dieta ocidentalizada
nas células epiteliais intestinais. Sugere-se que o soro de leite associado a dieta ocidentalizada
teve potencial efeito na microbiota fecal, morfologia intestinal e na reducdo de ganho de peso
e gordura visceral, e, parece ser dependente do periodo e da extensdo da suplementac&o.

Palavras-chave: Dieta ocidentalizada. Estado nutricional. Microbiota fecal. Intestino
delgado. Soro de leite de cabra.

Abreviacoes

ANOVA Andlise da Variancia

AIN American Institute of Nutrition

CONCEA Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
CSAL Dieta Controle e gavagem com solucdo salina

CSORO Dieta Controle Suplementado com Soro do Leite de Cabra
IMC indice de Massa Corporal

OSAL Dieta Ocidentalizada e gavagem com solucdo salina
OSORO Dieta Ocidentalizada Suplementado com Soro do Leite de Cabra
UFC Unidade Formadora de Col6nias

UFPB Universidade Federal da Paraiba

UFPE Universidade Federal de Pernambuco

VET Valor Energético Total

INTRODUGAO

A dieta ocidentalizada é caracterizada pelo excesso de lipidios, carboidratos simples e
sodio, bem como pela escassez de fibras alimentares, além da presenca de alimentos
industrializados [1]. Experimentalmente, seu consumo tem sido associado a disturbios
metabolicos, como doenca hepética gordurosa ndo alcodlica [2].

A ingestdo desse tipo de dieta durante o periodo gestacional e lactacional predispde a
prole ao aumento do percentual de gordura corporal, bem como a incidéncia da sindrome
metabolica [3], visto que estes periodos sdo considerados criticos e mais vulneraveis a
influéncias ambientais, repercutindo no desenvolvimento a curto e longo prazo [4].

Dietas ricas em gordura, sobretudo saturadas, parecem promover alteracbes no
percentual de gordura corporal e na morfologia intestinal, promovendo um desgaste das
vilosidades intestinais [5], e, em longo prazo, alteragdo da microbiota intestinal. Por outro

lado, a microbiota intestinal pode ser alterada por meio do consumo de micro-organismos
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vivos com potencial probidtico e por compostos ndo digeriveis por enzimas do intestino
delgado. Estes compostos podem ser degradados no intestino grosso e promoverem o
crescimento e atividade de micro-organismos benéficos como os lactobacilos e as
bifidobactérias, atuando como prebidticos [6].

Alguns nutrientes como o0s oligossacarideos que compdem o leite materno sdo
considerados prebioticos, pois parecem estimular o crescimento de bifidobactérias a nivel
intestinal [7]. De modo semelhante, parece atuar o leite de cabra, que possui um perfil de
oligossacarideos similar ao leite materno, e, em quantidades superiores [8].

Dietas ocidentalizadas também tém sido associadas a alteragdes na microbiota
intestinal [9]. Por outro lado, supde-se que esses efeitos possam ser minimizados pelo uso de
compostos com potencial probiotico e prebiotico. Previamente foi observado que o soro do
leite de vaca aumentou a quantidade de lactobacilos e bifidobactérias nas fezes de ratos
alimentados com dieta ocidentalizada [10]. Estudos que investiguem o potencial benéfico do
soro de leite sdo importantes, pois 0 soro € um residuo proveniente da industria do
processamento de queijos e necessita de um destino sustentavel na cadeia produtiva [11].
Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar o potencial prebiético da suplementacdo do soro do
leite caprino sobre o estado nutricional, a microbiota fecal e a morfologia intestinal de ratas e
de seus filhotes alimentados com dieta ocidentalizada desde a gestacdo e lactacédo até o final

da fase maior crescimento dos filhotes.

MATERIAL E METODOS
Obtencéo do soro do leite de cabra

O leite de cabra utilizado no experimento foi obtido do Setor de Caprinocultura da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus de Bananeiras - PB, Brasil. As amostras de
leite foram coletadas em cinco dias consecutivos, através de ordenha manual realizadas as
6:00 e as 14:00 horas em sala apropriada. A partir do processamento deste leite foi obtido o
soro tipo doce, garantindo o controle de sua origem como residuo da fabricacdo de queijos de
coalho. Aproximadamente 7L de soro foram inicialmente deshatados e filtrados em tripla
camada de gaze para remocdo de contaminantes grosseiros. Em seguida, foram congelados a -
22°C e liofilizados sob pressdo de vacuo de 150uHg e temperatura de -47°C durante 24h em
liofilizador L101 Liotop® (Séo Carlos — SP, Brasil) [11].



58

Apobs o processo de liofilizagdo, o soro do leite foi analisado em triplicata, quanto ao
percentual de umidade, cinzas, proteinas, lipidios e lactose [12], e caracterizado conforme
exposto na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizacdo fisico-quimica do soro do leite de cabra liofilizado utilizado no

experimento.

Parametros Meédia + SD
Proteina (%) 15,78 + 0,52
Carboidratos (%)
Lactose (%) 9,95 £ 0,37
Outros N.d
Lipidio (%) 11,40 + 0,74
Umidade (%) 4,14 £ 0,02
Cinzas (%) 6,88 + 0,70
VET (Kcal) 205,52

*N.D= Nao determinado

O soro liofilizado foi submetido a analise microbiologica quanto aos Coliformes totais
e fecais, Estafilococos coagulase positiva, Bacillus cereus e Salmonella, para garantir a
auséncia de contaminantes [13]. Tambem foram realizadas analises quanto aos Lactobacillus,
Bacteroides, Bifidobacterium e Enterobactérias. Todos 0s micro-organismos investigados

mostraram-se ausentes.

Animais e tratamentos

Os animais utilizados no presente estudo receberam agua e dieta ad libitum durante
todo o periodo experimental e foram mantidos em condicGes padrdes de iluminacdo (ciclo
claro/escuro, 12/12 horas, iniciando o ciclo claro as 6hs), em temperatura de 22 £ 1° C e
umidade de 65%. Todos os procedimentos experimentais descritos a seguir foram realizados
somente apds anélise e aprovacio pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE) (processo n°® 23076.044893/2014-21) e seguiram as normas
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e
com o guia U.K. Animals Act (1986).

Foram utilizados 8 machos e 24 fémeas (220-240g) da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus, variedade albinus) da colonia do Departamento de Nutricdo da UFPE, para

realizar o acasalamento na proporcéo de 1 macho: 3 fémeas. Apos a deteccdo da prenhez, por
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meio do esfregago vaginal, as ratas foram randomizadas em quatro grupos durante o periodo
de gestacdo (£23 dias), de acordo com a dieta ofertada (Tabela 2) [14], e a suplementacédo ou
ndo com soro: dieta controle AIN-93G e gavagem com solucdo salina (CSAL, n=6), dieta
controle AIN-93G e suplementagdo com soro do leite de cabra (CSORO, n=6) dieta
ocidentalizada e gavagem com solucdo salina (OSAL, n=5); dieta ocidentalizada e

suplementacdo com soro do leite de cabra (OSORO, n=6).

Tabela 2 - Composigdo quimica e energética das dietas controle e ocidentalizada consumidas
pelas ratas e seus filhotes durante o experimento.

Composi¢do quimica Dieta controle Dieta ocidentalizada
Carboidratos (g/100 g), dos quais: 59,9 49,6
Carboidratos simples 10,0 23,0
Carboidratos complexos 44,0 22,0
Fibras 5,0 4,6
Lipidios (g/100g), dos quais: 7,2 19,0
Saturados (%) 26,0 67,6
Monoinsaturados (%) 12,4 16,5
Poli-insaturados (%) 61,6 15,9
Proteinas (g/100 g) 17,0 22,0
Umidade e substancias volateis 9,5 4,2
Cinzas (g/100g) 6,0 5,2
Energia total (kcal/100 g) 3,6 4,1
% kcal VET
Proteina 19,0 21,0
Carboidrato 63,0 42,0
Lipidio 18,0 37,0

Fonte: Laboratdrio de Experimentacdo e Analise de Alimentos da UFPE (LEAAL).

Apos o nascimento dos filhotes foi realizada a sexagem, e, como critério de selecao,
apenas 0s gque possuiam acima de 6g no primeiro dia pds-parto foram incluidos no estudo.
Posteriormente, foram selecionados, aleatoriamente, 18 filhotes machos de cada grupo
experimental, totalizando 72 filhotes. Posteriormente, 8 animais de cada grupo foram
eutanasiados ao desmame, correspondendo a primeira fase do experimento. Os demais
animais seguiram até os 45 dias de vida, o que corresponde a segunda fase do experimento e
permaneceram se alimentando da mesma dieta utilizada pela mée na gestacéo e lactacdo. Os
grupos randomizados para a primeira fase do experimento (29 total) foram denominados de
CSALp (n=8), CSOROp (n=7), OSALp, (n=8) e OSOROp (n=8), e os grupos formados para a
segunda fase do experimento (39 ao todo) foram denominados de CSALp2 (n=9), CSOROp2
(n=10), OSALp2 (n=10), OSOROp2 (n=10).
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O soro de leite de cabra foi utilizado como suplementacéo para os animais formando
0s grupos controle (CSORO) e ocidentalizado (OSORO). O soro liofilizado (1g/kg de peso do
animal) foi diluido em solucdo salina no volume de 0,1g/mL [15] e administrado, por meio de
gavagem, a partir do dia de deteccdo da prenhez. Da mesma forma, foi realizada a gavagem
nos grupos CSAL e OSAL com solucdo salina (0,9%), no volume de 10mL/Kg de peso
corporal do animal.

Semanalmente, foi realizado o acompanhamento da evolugcdo ponderal do peso
corporal e do consumo alimentar das ratas e dos filhotes sempre no mesmo dia da semana e
horério. Para obtencdo da quantia de dieta consumida, pesou-se o rejeito da ragdo, e subtraiu-
se da quantidade de racdo ofertada.

Analise da microbiota fecal

Foram analisadas as fezes das ratas e dos filhotes da segunda etapa do experimento.
Amostras de fezes das ratas foram coletadas entre 0 19° e 0 21° dia de lactagdo e as dos
filhotes, na segunda etapa do experimento entre 40° e o 45° dia de experimento. As fezes
foram utilizadas para contagem e identificacdo da microbiota fecal, sendo homogeneizadas
em é&gua peptonada (100 mg. mL™) e, em seguida, diluidas em série (cinco diluicdes).
Aliquotas de 20uL das respectivas diluicbes foram inoculadas, pela técnica de inoculacdo por
microgota, em placas de Petri, estéreis, contendo agar para contagem de bactérias aerobias e
anaerdbias (Plate Count Agar/Methods Standart Agar — PCA/MSA, Acumedia, EUA),
Lactobacillus (4gar Man, Rogosa and Sharpe- MRS, Himedia, india), Bifidobacterium (4gar
Bifidobacterium, Himedia, india), Enterobactérias (agar MacConkey, Acumedia, EUA),
Bacteroides spp. (d&gar BBE, Acumedia, EUA).

As placas de cultura para bactérias aerdbias e anaerébias foram incubadas conforme
metodologia do Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods [16].
Os Lactobacillus foram incubadas em anaerobiose em temperatura de 37°C durante 24-48 h, e
os Bifidobacterium spp, foram incubados em anaerobiose (Permution, Curitiba/Brasil) em
estufa a 37°C por 72h. As enterobactérias foram incubadas a 37°C/48h e os Bacteroides spp.,
foram incubados a 37°C/72h em jarras de anaerobiose (Permution, Curitiba/Brasil). Apds a
incubacdo, as coldnias especificas cultivadas nos meios de cultura seletivos foram contadas e
0 numero de micro-organismos viaveis foi transformado em Unidade Formadora de Coldnia
(UFC) por g de fezes (UFC™.g™%). O célculo da média e do desvio padréo foi realizado a partir

dos valores de CFU g™* em log10.
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Parametros murinométricos

Os animais foram anestesiados e antes da eutanasia, foram avaliados o peso,
comprimento corporal (naso-anal), circunferéncia abdominal (CA), circunferéncia toracica

(CT) e calculado o indice de massa corporal (IMC) [17].

Eutanasia

Apds o periodo experimental de cada fase do estudo, os animais foram submetidos a
jejum por 12 horas e em seguida anestesiados por via intraperitoneal (i.p.), com 45 mg/kg de
cloridrato de ketamina associado a 10 mg/kg de cloridrato de xilazina.

Ao desmame, as ratas e oito filhotes de cada grupo foram eutanasiados por puncao
cardiaca. Os demais filhotes (dez filhotes de cada grupo experimental) foram eutanasiados nos
44 (£1) dias apds o nascimento.

Pesagem de tecidos e analise histoldgica do intestino

O tecido adiposo abdominal, figado e intestino foram coletados e pesados para realizar
a expressdo do peso relativo destes. Para ratas e filhotes aos 45 dias, obteve-se 0 peso relativo
em @¢/100g de peso corporal. Para os animais de 23 dias, obteve-se o peso relativo em g/10g
de peso corporal. A porcéo intestinal do jejuno foi higienizada (NaCl a 0,9%) e acondicionada
em solucdo fixadora de formol tamponado a 10%. Posteriormente o material foi incluido em
parafina, cortados semisseriados com 5um de espessura segundo um mesmo plano de corte
transversal ao intestino de todos os animais. As laminas processadas foram coradas por
hematoxilina-eosina (HE) e submetidas a analise em microscopio dptico (Motic BA 200), em
objetivas crescentes e fotografadas utilizando-se a objetiva de 40x. Foi avaliada a presenca de
padrdes inflamatorios intestinais, como, estase, migracdo de células, hemorragia,
vasodilatacdo, necrose, preservacdo epitelial, além de hipertrofia e hiperplasia da camada

muscular lisa [18].

Analise estatistica

Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnnov para testar a normalidade dos

resultados. Para analisar as diferengas médias entre consumo alimentar e evolucdo ponderal
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em funcdo da dieta e suplementacdo com soro de leite de cabra, bem como, a interacdo entre
dieta e soro em funcdo do tempo em cada um dos parametros foi utilizado a Analise de
Variéncia de duas vias de medidas repetidas (Two-way repeated measures ANOVA). Para
analise do peso umido de drgdos, IMC, ganho de peso, foi utilizado ANOVA de uma via (one
way ANOVA). Para o teste de comparacGes multiplas entre os grupos foi usado o p6s-teste de
Bonferroni. Em todos os testes considerou-se a significancia de 5 % (p <0,05). A analise
estatistica e elaboracéo das figuras foi realizada no Programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA). Para fins comparativos, o grupo ocidentalizado
suplementado (OSORO) foi comparado ao seu par controle (OSAL) ou ao grupo salina
equivalente (CSORO).

RESULTADOS

Acompanhamento de peso dos animais e consumo de dieta

O peso corporal médio das ratas ao inicio do estudo ndo diferiu entre 0s grupos
(p>0,05), onde os grupos controles apresentaram 248,7+16,0g e 0s grupos com dieta
ocidentalizada pesavam 248,8 £14,4g. O ganho de peso durante a gestacdo (Figura 1A) e a
variacdo de peso na lactacdo (Figura 1B) também ndo apresentaram diferencas significativas
(p>0,05).
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Figura 1 — Variacdo de peso corporal de ratas dos grupos que consumiram dieta controle
(CSAL, n=6; CSORO, n=6) ou dieta ocidentalizada (OSAL, n=6; OSORO, n=6) durante o
periodo gestacional (A) e lactacional (B). Dados expressos em média e desvio padrdo da
média (DP). Teste one way ANOVA. CSAL-= ratas alimentadas com dieta controle e gavagem
com solucdo salina; OSAL= ratas alimentadas com dieta ocidentalizada e gavagem com
solugéo salina; CSORO-= ratas alimentadas com dieta controle e suplementadas com soro de
leite de cabra; OSORO= ratas alimentadas com dieta ocidentalizada e suplementadas com
soro de leite de cabra.
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Os filhotes da primeira etapa, oriundos de mées que consumiram dieta ocidentalizada,
apresentaram maior peso corporal (p<0,05) ao final da lactacdo (Figura 2A), corroborado pelo
maior percentual de ganho de peso (Figura 2B). Portanto, observa-se relevante interagdo no
tempo [F(9,87)=8,83, p<0,00), pelo tratamento dietético [F(3,87)= 413,69, p<0,00]; e pela
interacdo entre a dieta e o tempo [F (29,87)=3,13, p<0,00]. Contudo, fica evidente que a
ingestdo de soro de leite de cabra, reduziu o peso em ambos 0s grupos na segunda etapa do
experimento (Figura 2C), mostrando apenas diferencas intergrupo (p<0,05), ou seja, entre
CSALp2 e OSALPp2 e entre CSOROp2 e OSOROp2 (Figura 2D).
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Figura 2 - Evolucdo ponderal do peso de filhotes durante a lactacdo (2A) e apds o desmame
(2C), percentual de ganho de peso na lactacdo (2B) e ap6s o desmame (2D). Dados
apresentados em média £DP. Teste two way RM ANOVA (A,C) e teste one way ANOVA
(B,D) seguido do pés-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs CSAL; “p<0,05 vs CSORO; °vs
OSAL***p<0,001.

O consumo alimentar durante a gestacdo (Figura 3) apresentou diferencas
significativas apenas na segunda semana e, verificou-se que houve um efeito do tempo
[F(2,57)=4,71, p=0,01] e do tratamento dietético dos grupos [F (3,57)=13,62, p=0,00], mas

sem interagdo entre o tempo e o tratamento dietético [F(6,57)=0,98, p=0,013]. Durante a
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lactacdo, observou-se um relevante efeito do tempo no consumo de alimento [F (2,54)=9,20)],
mas ndo do tratamento dietético dos grupos [F (3,54)=0,26, p=0,086)], que ndo apresentaram
diferenca estatistica entre si (p>0,05) (Figura 3). Apesar da diferenca de 18% a mais de
quilocalorias (kcal) na dieta ocidentalizada, o resultado do consumo energético nédo

demonstrou diferengas entre os grupos (p>0,05).
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Figura 3 — Influéncia da dieta materna e da suplementacdo com soro de leite de cabra sobre a
ingestdo alimentar de ratas durante as semanas de gestacdo (A) e de lactacdo (B) e sobre o
valor energético durante a gestacdo (C) e lactacdo (D). Dados expressos em média =DP,
resultados obtidos a partir do Teste two way RM ANOVA seguido do pds-teste de Bonferroni.
*p<0,05 vs CSAL; “p<0,05 vs OSAL. CSAL= ratas alimentadas com dieta controle e
gavagem com solucdo salina; OSAL= ratas alimentadas com dieta ocidentalizada e gavagem
com solucéo salina; CSORO= ratas alimentadas com dieta controle e suplementa¢do com soro
de leite de cabra; OSORO= ratas alimentadas com dieta ocidentalizada e suplementa¢do com
soro de leite de cabra.

O consumo alimentar acumulado da prole ap6s o desmame, demonstrou que a
suplementagdo com soro de leite de cabra ndo modificou a ingestdo nos grupos controles
(CSALp2=192,8+26,4g; CSOROp2=196,7+21,7g), mas, alterou o consumo de dieta

ocidentalizada, em que o grupo OSOROp2 apresentou uma ingestdo maior que o OSALp2
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(OSOROpP2=187,9+6,59; OSALp2=152,1+12,2g, p<0,05). Com relagdo ao consumo
energético, o grupo OSOROp2 ingeriu maior quantidade de energia que o grupo OSALp2 e
CSOROp2 (OSOROp2= 826,8+28,5kcal; OSALp2= 669,2+53,6kcal; CSOROp2=
727,7+80,4kcal; CSAL=713,3£97,5kcal, p<0,05).

Parametros murinométricos e peso de 6rgaos e tecidos

Os parametros murinométricos e peso de 6rgaos das ratas, avaliado ao final do periodo
lactacional, foram semelhantes entre os grupos (p>0,05). Em relacéo aos filhotes da primeira
etapa do experimento (23 dias), foi possivel observar que os grupos alimentados com dieta
ocidentalizada apresentaram maiores parametros de IMC, CT e CA (p<0,05), independente da
suplementacdo com soro de leite de cabra, quando comparados aos respectivos grupos
controles alimentados com dieta controle (Tabela 3). Quanto ao peso relativo dos 6rgaos, o
tecido adiposo abdominal mostrou-se elevado no grupo OSALp comparado ao CSALp e no
grupo OSOROp comparado ao CSOROp. Mas, nenhuma diferenca foi observada no peso
umido relativo (g/100g) do figado ou intestino (Tabela 3).

Na segunda etapa do experimento (45 dias), o grupo alimentado com dieta
ocidentalizada e soro de leite de cabra, apresentou menor IMC e CT, sendo que 0 grupo
OSALp2 apresentou IMC maior que 0s outros grupos do experimento (p<0,05). A CT também
foi menor no CSOROp2 quando comparado a todos 0s grupos experimentais. Em relacéo ao
peso relativo dos orgdos, foi verificado que a suplementacdo com soro de leite de cabra
aumentou o peso do figado em ambos os grupos suplementados independente da dieta
consumida. O tecido adiposo abdominal apresentou-se maior nos animais do grupo OSALp2
comparado ao seu par controle CSALp2, mas sem diferencas nos grupos suplementados com
soro de leite de cabra, sugerindo um efeito benéfico da suplementacdo. No intestino, o grupo

OSOROp2 mostrou maior peso comparado ao CSOROp2 e ao OSALp2.
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Tabela 3 - Pardmetros murinométricos e peso relativo dos 6rgdos de ratas, filhotes da 12 etapa
e 2% etapa de experimento.

VARIAVEIS GRUPOS
Ratas CSAL CSORO OSAL OSORO Valor de
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) p
Murinometria
IMC 0,46+0,05 0,42+0,03 0,48+0,05 0,46+0,03 =0,10
CT 12,25+0,61 11,5040,45 12,60+0,42 12,08+0,80 =0,06
CA 13,83+1,13 12,33+0,98 13,80+1,15 13,4240,92 =0,08
Peso eutanasia 236,67+34,45 203,33+21,37  249,00+31,30  220,00+20,25 =0,06
Peso dos 6rgaos
(9/100g de peso)
Gordura *
abdominal 2,99+1,21 1,95+0,80 1,50+0,89 0,78%0,10 <0,05
Figado 3,66+0,45 3,79+0,57 3,38+0,36 3,72+0,43 =0,44
Intestino 4,76x0,62 3,92+0,75 4,77+0,71 4,73£0,54 =0,10
. CSALp CSOROp OSALp OSOROp Valor de
Filhotes 23d (n=8) (n=7) (n=8) (n=8) 0
Murinometria
IMC 0,25+0,04 0,2740,03 0,31+0,04* 0,29+0,04 <0,00
CT 7,56+0,68 7,07+0,53 8,55+0,50* 8,63+0,74" < 0,00
CA 8,19+0,70 7,21+0,64 8,87+0,55 8,94+0,82" < 0,00
Peso eutanasia 35,01+9,43 32,36+2,29 49,75%4,34* 51,50+6,63" < 0,00
Peso dos 6rgaos
(9/10g de peso)
Gordura 0,04+0,01 0,05:0,01 0,12+0,03* 0,09:0,03" <0,00
abdominal
Figado 0,3740,10 0,38+0,02 0,33+0,04 0,36+0,01 =0,38
Intestino 0,56+0,15 0,46+0,04 0,57+0,17 0,53+0,08 =0,40
. CSALp, CSOROp; OSALp; OSOROp; Valor de
Filhotes 45 d (n=9) (n=10) (n=10) (n=10) D
Murinometria ‘
IMC 0,40+0,03 0,34+0,04 0,47+0,04 *° 0,38+0,06 <0,00
CT 10,56+0,73 9,78+0,75*° 11,05+0,60 10,4540,76 <0,00
CA 12,0+0,83 11,39+0,93 12,1541,20 11,85+1,27 =0,47
Peso eutanasia 122,78+16,79  96,50+14,82 *  156,00+20,39*  120,50+24,55% <0,00
Peso dos 6rgaos
(9/100g de peso)
Gordura 2,23+0,41 2,58+0,63 3,46+0,79* 3,23+1,05 <0,05
abdominal
Figado 3,77+0,32 4,90+0,96* 3,96+0,28 5,12+1,18% <0,00
Intestino 4,57+0,74 5,47+1,25 5,35+0,67 7,66+1,33" <0,00

Dados expressos em médiaxDP, resultados obtidos a partir do Teste one way ANOVA seguido
do pos-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs CSAL; “p<0,05 vs CSORO; %p<0,05 vs OSAL; °vs

OSORO.
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Microbiota fecal

A suplementacdo de soro de leite de cabras nas ratas durante a gestacdo e lactacdo
(Figura 4A), ndo modificou a contagem do género Lactobacillus na avaliacdo intragrupo, nem
nos controles, (CSAL=6,43+0,35 log.UFC/g™; CSOR0=6,94+0,49 log.UFC/g™) nem entre os
grupos com dieta ocidentalizada (OSAL=7,34+0,09 log.UFC/g™*; OSORO=7,78+0,35
log.UFC/g™). Porém, os grupos com a dieta suplementada com soro apresentaram maior
contagem de Lactobacillus do que seus pares (OSAL=7,34+0,08 log.UFC/g™;
CSAL=6,43+0,31 log.UFC/g?; OSORO= 7,79+0,30 log.UFC/g™; CSORO=6,94+0,45
log.UFC/g™). Para o grupo das bactérias anaerébias, a suplementagdo com soro de leite de
cabra diminuiu a contagem desses micro-organismos tanto no grupo controle (CSAL=
7,58+0,37log.UFC/g™; CSORO= 6,94+0,29 log.UFC/g™) quanto no grupo ocidentalizado
(OSAL= 8,08+0,06 log.UFC/g™*; OSORO= 7,02+0,23 log.UFC/g™). Quanto ao género das
bifidobactérias e anaerdbias totais, ndo foram observadas nas ratas nenhuma diferenga
decorrente dos tratamentos utilizados.

Nos filhotes (Figura 4B) ndo foram verificadas diferencas estatisticas (p<0,05), com
excecdo do género Lactobacillus que estavam mais elevados nos grupos suplementados com
soro comparados aos seus pares (CSALp, =6,31+0,57 log.UFC/g™; CSOROp,=7,30+0,11
log.UFC/g™; OSALp2= 6,66+0,14 log.UFC/g™"; OSOROp2=7,40+0,29 log.UFC/g* ),
conforme exposto na Figura 4. Nos filhotes aos 45dias, pode-se observar que 0 grupo
OSALp2 mostrou menor contagem das enterobactérias de aproximadamente 0,92 ciclo
logaritmico comparado ao grupo CSALp2 e OSOROp2 (OSALp2=6,85+0,26 log.UFC/g™;
CSALp2=7,77+0,35 log.UFC/g?; OSOROp2=7,76+0,41 log.UFC/g™"). Na classe de
bacteroides, a contagem no grupo OSALp2 também foi menor que o grupo OSOROp2 na
ordem de 0,12 ciclos logaritmicos (OSAL = 7,15+0,1210 log.UFC/g™; OSORO= 7,62+0,10
log.UFC/g™).
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Figura 4 — Médias das populacbes de micro-organismos nas amostras de fezes cultivados em
aerobiose (Bactérias aerdbias) e anaerobiose (Lactobacillus, Bifidobactérias e Anaerdbios), de
ratas (A) e de filhotes (B) alimentados com dietas controle ou ocidentalizada, e, tratados com
solucdo salina ou soro de leite de cabra. Teste one way ANOVA seguido do pos-teste de
Bonferroni. Dados expressos em Logl0 do nimero de unidades formadoras de colénia/mL)
CSAL= ratas alimentadas com dieta controle e gavagem com solucdo salina; OSAL= ratas
alimentadas com dieta ocidentalizada e gavagem com solucdo salina; CSORO= ratas
alimentadas com dieta controle e suplementacdo com soro de leite de cabra; OSORO= ratas
alimentadas com dieta ocidentalizada e suplementacdo com soro de leite de cabra.*p<0,05 vs
CSAL e *vs CSORO
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Anélise histoldgica do intestino

A avaliagdo morfoldgica foi realizada por meio da andlise histoldgica das células
intestinais, especificamente no jejuno (Figura 5A). Foi possivel observar, que as ratas
alimentadas com dieta ocidentalizada (OSAL) apresentaram desgaste epitelial, destruicdo
(triangulo) e necrose (seta) das vilosidades, aléem de hemorragia central com perda da
arquitetura tecidual (Figura 5A). Nos grupos controles (CSAL e CSORO) néo se detectou
alteragbes (Figura 5A). Porém, nas ratas que consumiram a dieta ocidentalizada e
suplementacdo de soro de leite (OSORO), houve a auséncia do processo inflamatério
assemelhando-se aos animais do grupo controle (Figura 5A).

CSAL 'OSAL
- ‘ T 7"-

Figura 5 — Histologia do jejuno de ratas (A), filhotes aos 23 dias (B) e filhotes aos 45 dias
(C). Imagem de microscopia com aumento de 100x. CSAL.: ratas alimentadas com dieta
controle e gavagem com solugéo salina; OSAL-= ratas alimentadas com dieta ocidentalizada e
gavagem com solucdo salina; CSORO= ratas alimentadas com dieta controle e suplementagéo
com soro de leite de cabra; OSORO= ratas alimentadas com dieta ocidentalizada e
suplementacdo com soro de leite de cabra. As siglas dos filhotes aos 23dias sdo acrescidas da
letra p e as 45 dias, sdo acrescidas da letra p2. Seta: destruicdo epitelial. Estrela: exsudato
inflamatério. Triangulo: necrose.
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Resultados semelhantes foram encontrados na prole aos 23 dias de vida (Figura 5B),
em que o grupo OSALp apresentou processo inflamatorio (estrela) e destrui¢do epitelial (seta)
exibindo melhora no grupo OSOROp. Contudo, observou-se que nos filhotes alimentados
com dieta ocidentalizada por maior periodo de tempo, ocorreu um agravo do desgaste epitelial
e da destruicdo das vilosidades. Entretanto, a suplementacdo com soro de leite de cabra
(CSOROp2 e OSOROp2), também minimizou estes impactos adversos e ndo se observou
processo inflamatorio (Figura 5C).

DISCUSSAO

A oferta da dieta ocidentalizada e de soro de leite de cabra a mées e a prole jovem,
influenciou diversos parametros elegiveis. Nas ratas, as alteracdes de peso, murinometria e
consumo alimentar foram influenciados pelos tratamentos. Contudo, foi observado nos
filhotes do grupo ocidentalizado, um aumento das medidas murinométricas e do peso corporal
durante a lactacdo. A continuidade da suplementacdo em filhotes até o final da infancia
promove reducdo do ganho de peso e medidas murinométricas em ambos 0Ss grupos
suplementados.

Os resultados de peso e consumo detectados nas mées e filhotes corroboram os
resultados observados por pesquisadores que utilizaram dieta semelhante [19]. Um menor
ganho de peso também foi observado em filhotes alimentados com proteina oriunda de soro
de leite de vaca quando comparado ao grupo alimentado com proteina caseina [20]. Os
resultados convergem para supormos que a fonte proteica pode interferir sobre o ganho de
peso corporal. A diferente composicdo aminoacidica das fontes proteicas pode estar
envolvida na colonizacdo da microbiota intestinal.

A suplementacdo de ratos com solucdo bacteriana de Lactobacillus plantarum
comparada a outros tipos de suplementos bacterianos também reduziu o ganho de peso e a
gordura corporal [21]. Outro estudo conduzido com a suplementacdo de Lactobacillus reuteri
(presente no iogurte) observou semelhante perfil com a reducdo de ganho de peso em
camundongos alimentados que se alimentaram com dieta ocidentalizada [9]. Vale salientar
que neste estudo foi detectado um maior nimero de Lactobacillus na prole suplementada
comparada aos seus pares ndo suplementados. O conjunto de resultados sugere que a dieta
e/ou o alimento/nutriente parece interferir na colonizagdo microbiana e que esta por sua vez
influencia notavelmente o ganho de peso corporal provavelmente por mecanismos associados

a sintese de horménios envolvidos na homeostase energética e armazenamento de gordura
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corporal [22].

Porém, mais que o peso corporal total, a gordura da regido abdominal/visceral é
considerada uma das mais deletérias para o surgimento de disturbios metabdlicos. Nossos
resultados demonstram que a dieta ocidentalizada promoveu maior depdsito de gordura
abdominal nos filhotes aos 23 dias de idade. Porém, a continuidade da prole ingerindo dieta
ocidentalizada associada a suplementacdo do soro aboliu a significAncia encontrada aos 23
dias no grupo que consumiu dieta ocidentalizada e soro, mas no grupo nao suplementado com
soro caprino a magnitude de diferenga da gordura corporal atingiu 55% a mais no OSALp2
comparado ao CSALp2. O efeito da dieta ocidentalizada sobre o aumento da quantidade de
gordura abdominal em filhotes corrobora resultados observados em estudos prévios [9,23, 24]
e parece que a suplementacdo com micro-organismos como o Lactobacillus reuteri durante 8
semanas, reduz a quantidade de gordura na regido visceral [9]. O aumento na gordura visceral
observado precocemente manteve-se nos filhotes aos 45 dias, mas, se observa auséncia de
significancia no grupo suplementado com soro sugerindo um efeito positivo da
suplementacdo nesse grupo. Porém, o periodo de suplementacdo pode interferir nesta resposta
visto que ndo encontramos aumento de gordura visceral no grupo controle suplementado com
soro, mas, estudo recente demonstrou que esta foi maior em filhotes do grupo controle
suplementado com oligossacarideos de soro de leite de cabra quando a suplementacéo ocorreu
apenas durante a gestacao [25].

No presente estudo, 0 maior peso encontrado no figado pode ter sido decorrente da
suplementacdo com soro de leite de cabra e ndo pela ingestdo da dieta ocidentalizada, tendo
em vista que em outros estudos [23,24] ndo foi observado aumento do peso deste 6rgao em
animais que consumiram dieta ocidentalizada durante o periodo perinatal. Porém, foi
observado esteatose hepatica em ratos alimentados com leite de cabra rico em acido linoleico
conjugado [26]. Como néo foi objetivo do estudo investigar a histologia hepatica, suspeitamos
que alguma injuria hepética possa ter sido desenvolvida.

Na microbiota e morfologia intestinal, evidente efeito da dieta ocidentalizada foi
observado em todos os grupos. A dieta € uma moduladora da microbiota, onde a
ocidentalizada é conhecida por aumentar as bactérias do filo Firmicutes, que se mostram mais
associadas a prejuizos a saude humana [27]. Nossos resultados mostram que a suplementacédo
com o soro aumenta 0 nimero de lactobacilos totais tanto nas ratas como nos filhotes. Ratos
alimentados com dieta ocidentalizada acrescida de soro de leite aumentaram respectivamente,
a quantidade de Lactobacillus totais e Bifidobactérias [10]. Igualmente, 0 uso da fracdo

isolada de oligossacarideos do soro de leite de cabra causou aumento tanto da fragdo de
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Lactobacillus quanto de bifidobactérias em ratos [28]. Os oligossacarideos sdo encontrados
em maiores concentragdes no leite de cabra que no leite bovino, mostrando maiores
semelhangas aos oligossacarideos do leite humano e potencial efeito na reducéo do processo
inflamatorio [8] comum em individuos alimentados com dietas obesogénicas que promovem o
aumento da gordura corporal.

Apesar da contagem de bactérias aerébias e anaerdbias totais ter se mostrado
inalterada, observamos que nos filhotes aos 45 dias a quantidade de Enterobactérias e
Bacteroides do grupo ocidentalizado suplementado com soro aumentaram quando
comparadas aos seus pares. A reducdo de bactérias aerObias e anaerébias também foi
encontrada em humanos com obesidade [29], o que denota relagédo entre a abundancia desses
micro-organismos no microbioma e a ocorréncia da obesidade.

Previamente foi demonstrado que a ingestdo de dieta ocidentalizada (elevada em
gordura e carboidratos simples) alterou a morfologia intestinal com lesfes intestinais e
infiltrado de células inflamatorias observada em ratas e filhotes [5]. Nossos resultados
demonstram que a adicdo de soro de leite de cabra minimizou os impactos causados pelo
consumo de dieta ocidentalizada. Parte desse efeito pode ser atribuida a presenca de
oligossacarideos no soro de leite de cabra (potencial prebidtico) que atua como agente anti-
inflamatdrio na doenca inflamatdria intestinal [7,10]. De modo semelhante, outro estudo [30]
demonstrou que ratos desnutridos que receberam um composto contendo probidticos e
prebidticos apresentaram uma melhora nos parametros relacionados a morfometria do

intestino delgado, como a restauracdo das vilosidades e criptas intestinais.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo e algumas evidéncias da literatura
sugerimos que o soro de leite de cabra durante gestacao e lactagdo mostrou impactos positivos
sobre aspectos histoldgicos, inflamatorios e na microbiota das ratas. Nos filhotes as mudancas
variaram tanto em funcdo da dieta quanto da idade investigada. Contudo, foram evidentes os
beneficios na morfologia intestinal, microbiota fecal, modulacdo de peso corporal e gordura
abdominal. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para definir a dose-efeito, o tempo e a
eficacia do tratamento. Em adicdo, analises complementares a exemplo da histologia hepética
e outras dosagens enzimaticas e moleculares, bem como, estratificacio de uma maior

quantidade de micro-organismos avaliados sdo estudos desejaveis.
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National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o
adotadas como critérios de avaliacdo e julgamento pela CEUA-UFPE.
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