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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar as respostas lipidémicas de coelhos a
ingestao de diferentes apresentacfes de racdes formuladas com quefir. Para tanto,
utilizaram-se 40 animais distribuidos em um delineamento em blocos casualizados
cujas fontes de variacdo consideradas foram sexo e tratamento. Foram
administradas quatro apresentacoes de racdes industrializadas peletizadas
reconstituidas artesanalmente: 1) controle; 2) adicionada de quefir liofilizado; 3)
adicionada de suspensédo de quefir; 4) adicionada de quefir in natura. Os animais,
apos o periodo de desmame e adaptacdo a racao, foram submetidos a 30 dias de
experimentos, recebendo as diferentes racfes. O crescimento foi avaliado levando-
se em consideracdo os pesos inicial e final e o consumo de racdo. Amostras de
sangue foram coletadas antes do inicio do experimento e aos 15° e 30° dias de
administracdo das racdes. Foram analisados HDL, VLDL, colesterol total, LDL, e
triglicerideos. O indice Il de Castelli foi calculado a partir da divisdo de LDL por HDL.
A analise estatistica do indice de crescimento foi feita através do teste néo-
paramétrico de Mann-Whitney. Os valores lipidémicos foram contrastados por
analises de taxas de inclinacdo de curvas de regressao linear (teste de slope). Os
resultados indicaram que apenas os coelhos que receberam quefir in natura tiveram
alteracdo de crescimento, sendo significativamente menor que o dos demais
(p<0,05). Apenas as fracbes de colesterol total e HDL apresentaram aumentos
significativos (p<0,05). Tal fato ocorreu apenas nos animais que receberam
formulacdes suplementadas com quefir in natura. A analise do indice Il de Castelli
levou a crer que apenas o aumento do HDL deva ser considerado. Concluiu-se que
a administracdo de quefir pode ndo ser vantajosa sob o ponto de vista da producao
animal a analise dos resultados do indice de crescimento. Sob o ponto de vista da
saude humana, inferiu-se que o probiotico pode apresentar vantagens em
terapéuticas para controle de peso e em acdes profilaticas contra dislipidemias. No
entanto, outros estudos s&o incentivados no sentido de esclarecer melhor os
possiveis riscos do consumo continuo do quefir.



ABSTRACT

The purpose of the present study was to evaluate the lipidemic responses of rabbits
to the intake of different rations formulated with kefir. Therefore, 40 animals were
separated into randomized blocks whose variation sources were sex and treatment.
Four personally reconstituted pelletized industrial rations were administered: (1)
control; (2) lyophilized kefir; (3) kefir suspension; and (4) in natura kefir. After
weaning and adaptation to the ration, the animals were submitted to 30 days of
experiment, when they ingested the different rations. Growth was assessed taking
into account the initial and final weight, and ration consumption. Blood samples were
taken before the beginning of the experiment, and on the 15™ and 30™ days of ration
administration. HDL, VLDL, total cholesterol, LDL, and triglycerides were analyzed.
The Castelli Il index was calculated by dividing LDL by HDL. The statistical analyzes
of the growth index was made by the nonparametric test of Mann-Whitney. The
lipidemic values were contrasted by analyses of the inclination of linear regression
curves (slope tests). The results indicate that only the rabbits who received in natura
kefir had significantly lesser growth than the others (p<0,05). Only fraction of total
cholesterol and HDL had significant increase (p<0,05), and it ocurred only in the in
natura kefir animals. The Castelli Il index indicated that only HDL increase should be
considered. It was concluded that kefir administration may not be advantageous from
the viewpoint of animal production as revealed by the analysis of the results of
growth indexes. For human health, this probiotic can be useful for weight control
therapies and prophylactic actions against dyslipidemies. However, further studies
should be stimulated in order to better explain possible risks of kefir continuous
consumption.
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1 INTRODUCAO

O International Life Sciences Institute (ILSI) europeu define alimento funcional
como aquele que tem “propriedades satisfatoriamente demonstradas de afetar uma
ou mais funcbes-alvo no corpo, através de efeitos nutricionais adequados, no
sentido de melhorar o estado de saude e bem-estar, e/ou reduzir riscos de doengas”.
Deste conceito deriva o da ciéncia dos alimentos funcionais: “estudo de novos
conceitos em nutricdo que lida com pesquisa e desenvolvimento de alimentos
funcionais” (ASHWELL, 2002, p. 5).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) segue a
mesma linha de definicAo ao caracterizar uma alegacdo de propriedade funcional
para um alimento, para fins de registro e rotulagem, como “aquela relativa ao papel
metabodlico ou fisiolégico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento,
desenvolvimento, manutengdo e outras fungdes normais do organismo humano”
(BRASIL, 1999b; BRASIL, 1999c). Tal definicho provém da Comissdo de
Assessoramento Tecnocientifico em Alimentos Funcionais e Novos Alimentos criada
com a atribuicdo de, entre outras, assessorar a ANVISA em assuntos cientificos
relacionados a area de alimentos funcionais (BRASIL, 1999a).

A Comissdo de Assessoramento Tecnocientifico em Alimentos Funcionais e
Novos Alimentos da ANVISA define como parametro para o registro e rotulagem de
um alimento funcional a comprovacao de suas propriedades. Tal comprovacao deve
ser feita, de acordo com esta comissdo, através de evidéncias cientificas. A
comissdo define como evidéncias cientificas aplicaveis, dentre outras, ensaios
nutricionais ou fisiologicos em animais de experimentacéo, e evidéncias abrangentes
da literatura cientifica sobre as propriedades e caracteristicas do produto (BRASIL,
1999b; BRASIL, 1999c).

Roberfroid (1998) preconiza que os efeitos benéficos de alimentos funcionais
a saude humana, especialmente probioticos e prebioticos, requer uma abordagem
estritamente cientifica. Sua proposta estratégica engloba trés etapas: investigacao
bésica, etapa experimental e estudos sobre nutricdo humana. Relacionando-se tal
estratégia a ciéncia dos alimentos funcionais, poder-se-ia garantir seu significado

para a saude publica.



Embora ainda existam muitas controvérsias acerca das definicdes na ciéncia
dos alimentos funcionais, o ILSI da Europa admite que probidticos sao
“microorganismos vivos ingredientes de alimentos que, quando ingeridos em
quantidades suficientes, exercem beneficios a saude do consumidor”. Prebio6ticos
seriam “ingredientes ndo digeriveis de alimentos que afetam beneficamente o
hospedeiro, simulando seletivamente o crescimento e/ou a modificacdo da atividade
metabodlica de uma ou um limitado niamero de cepas bacterianas no célon com
potencial de melhorar a saude do hospedeiro”. Por fim, simbiéticos seriam “uma
mistura de probidticos e prebidticos com o0 objetivo de aumentar a sobrevivéncia da
bactéria com capacidade de promover saude, com a meta final de modificar a flora
intestinal e seu metabolismo” (ASHWELL, 2002).

Dentre os efeitos positivos dos probidticos, Rossi (2001) destaca a diminuicao
dos sintomas da ma absorcdo da lactose, prevencdao de diarréias, reducdo dos
niveis de colesterol sérico, estimulacdo da resposta imune e a reducao da incidéncia
de tumores.

O quefir € comumente classificado como um probidtico. No entanto,
evidéncias da presenca de polissacaridios hidrossoluveis ndo digeriveis em seus
graos (KOOIMAN, 1968) sugerem sua classificacdo como um simbiotico. Dentre
vérios efeitos, sugere-se que ele tenha acdo sobre a colesterolemia (ROSSI, 2001).
No entanto, a literatura cientifica disponivel sobre o quefir ainda é escassa tanto no
ambito nacional quanto no internacional.

A carne de coelho é considerada um alimento para o ser humano. Por ser um
alimento de origem animal, classifica-se como uma proteina de alto valor bioldgico.
Pelo mesmo motivo, € fonte de micronutrientes importantes e criticos para a saude
coletiva, tal como o ferro. Por ser ingerido quase sempre em preparacdes salgadas,
oferece indiretamente aporte de iodo, elemento de alta relevancia por prevenir 0os
distarbios por deficiéncia de iodo, conhecidos em fase clinica por bocio. Além disso,
€ uma fonte protéica de baixo teor de lipidios totais e colesterol (FRANCO, 1999).
Isto significa que um aumento de seu consumo seria relevante na prevencdo de
doencas cardiovasculares, causa de mortalidade alta no Brasil.

Sob o ponto de vista experimental, coelhos sdo considerados boas cobaias
por apresentarem semelhancas fisiolégicas com humanos. Outrossim, sua
reproducéo facilita a obtencdo de grandes quantidades de material de estudo em

pequenos espacos de tempo.



Do exposto, surge a necessidade de esclarecer algumas questdes
relacionadas a experimentacédo do quefir. Inicialmente, justifica-se a confirmacao do
poder hipocolesterolémico e hipolipidémico do quefir. Mais que isso, faz-se
necessario definir que dosagem seria mais eficiente para atingir estes resultados na
cunicultura. A forma de administracdo do simbidtico também deve atender a
realidade da cunicultura, demandando um processamento tecnoldgico que nao
interfira na sua capacidade funcional e, ao mesmo tempo, possibilite seu uso na
alimentag&o animal.

Uma abordagem ousada pode ser aplicada observando-se coelhos como
alimento. Se ja é especulado que o quefir diminui a colesterolemia em coelhos, seria
uma consequéncia natural uma carne de coelho com menores teores de colesterol?
Minimamente, obteriamos um alimento com menores teores de lipidios totais?
Levando em consideracéo o fato de que a carne de coelho é seu musculo, que por
sua vez é vascularizado, poderiamos pressupor que o produto final destinado ao
consumidor também apresentaria menores concentragfes dos nutrientes em
questéao.

A analise fisioldgica é justificavel pela necessidade de se obterem maiores
evidéncias experimentais do simbidtico no que tange os beneficios a saide humana.
Além disso, uma boa saude animal representa boas perspectivas econémicas para
produtores.

O objetivo deste trabalho foi avaliar respostas fisiologicas em coelhos
alimentados com quefir.

Dentre os objetivos especificos, destacam-se:

- analisar a evolucdo lipidémica dos animais, a partir da dosagem de
colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL-c), lipoproteina de baixa
densidade (LDL-c), lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL-c), e triglicerideos
sericos;

- avaliar o desempenho (ganho de peso) dos animais a suplementacdo de

quefir.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Alimentos funcionais

2.1.1 Historico e definicdo

“Alimento funcional” € um conceito recente, que tem sua origem no Japao. Na
década de 80, o governo japonés lancou trés programas de pesquisa de
propriedades funcionais de alimentos que trariam beneficios a saude. Assim, em
1991, uma nova categoria de alimentos foi definida: Alimentos para Uso Especifico
em Saude (Food for Specific Health Use — FOSHU). Com resultados promissores,
tanto sob o ponto de vista da melhoria da qualidade de vida quanto do ponto de vista
economico-financeiro. Logo, os Estados Unidos e a Europa lancaram-se nestas
investigagbes (ASHWELL, 2002).

Na década de 90, uma acdo conjunta foi instaurada pelo Instituto
Internacional de Ciéncias da Vida (ILSI), sendo denominada Ciéncia dos Alimentos
Funcionais Européia (Functional Food Science in Europe — FUFOSE). Os trabalhos
da FUFOSE iniciaram-se em 1995, e contaram com a participacao de cerca de 100
experts europeus em nutricdo e medicina (Ibid).

O ILSI reconhece um alimento como funcional se o mesmo apresenta
“propriedades satisfatoriamente demonstradas de afetar uma ou mais funcdes-alvo
no corpo, através de efeitos nutricionais adequados, no sentido de melhorar o
estado de saude e bem-estar, e/ou reduzir riscos de doencas”. A entidade deixa bem
claro que o campo de estudo da FUFOSE é alimentos, e que ndo passa pela
farmacologia. Outrossim, deixa bem claro que a natureza de um alimento funcional
“ndo é uma pilula, uma cépsula ou qualquer forma de suplemento dietético”.
Finalmente, a entidade reconhece que o termo ainda ndo esta consensualmente
definido, além de que diversos alimentos séo funcionais ou um dia ainda serdo
reconhecidos como tal (Ibid).

Outros autores optam por definicdes mais simples. E o caso de Roberfroid
(1998) propondo “uma definicdo simples e pratica” afirmando ser o alimento

funcional “um alimento que detém um atributo passivel de ser declarado”.



No Brasil, a ANVISA assumiu a responsabilidade de legislar nesta area.
Segundo a entidade, propriedade funcional para um alimento, para fins de registro e
rotulagem, é “aquela relativa ao papel metabdlico ou fisiolégico que o nutriente ou
nao nutriente tem no crescimento, desenvolvimento, manutencao e outras funcdes
normais do organismo humano” (BRASIL, 1999b; BRASIL, 1999c). Tal definicdo
provém da Comissdo de Assessoramento Tecnocientifico em Alimentos Funcionais
e Novos Alimentos criada com a atribuicdo de, entre outras, assessorar a ANVISA
em assuntos cientificos relacionados a area de alimentos funcionais (BRASIL,
1999a).

As incertezas sobre o assunto passam também por seu nome. Embora o
termo “alimentos funcionais” seja o mais utilizado mundialmente, outros s&o
encontrados: nutracéuticos, nutragénicos, biocéuticos, pharmafood, medical food,
nutritional food, therapeutic food, fithess food, dentre outros. Outros termos mais
tradicionais eventualmente referem-se a alimentos com propriedades funcionais, tais
como “suplementos dietéticos” e “alimentos fortificados” (ROSSI, 2001; ASHWELL,
2002; TAIPINA et al., 2002).

Dois subgrupos dos alimentos funcionais merecem destaque: esterois
vegetais, e um segundo composto por pré e probioticos. Eles estdo relacionados a
areas fisiologicas bastante diferentes dos alimentos funcionais usuais (ricos em
micronutrientes) e caracterizam uma amplitude de possibilidades de
desenvolvimento dos mesmos (ASHWELL, 2002). Na concepcéo de Rossi (2001),
0s probidticos representam uma classe de alimentos funcionais bastante

significativa, podendo ser considerados seus precursores.

2.1.2 Probidticos, prebidticos e simbibticos

2.1.2.1 Histoérico e conceitos

Flandrin & Montanari (1998) concordam que procedimentos de fermentacao
controlada datam de épocas aparentemente posteriores ao paleolitico superior.
Segundo os autores, tais procedimentos fariam parte da cozinha pré-historica, com
objetivos de tornar os alimentos comestiveis ou conserva-los. Tal fato sugere que, ja

na pré-histéria, 0 homem consumia probidticos e prebioticos.



Esta comprovado que a coalhada era vendida nas ruas de Constantinopla
desde o século Xll. H& registros de viajantes franceses que teriam recebido a oferta
de “um grande bolo de leite coalhado que chamam de iogurte” por parte dos
turcomanos, em 1432 (KISLINGER, 1998). O fato de ja haver comércio de produtos
laticinios fermentados no século Xll enfatiza a especulacdo do consumo secular de
microorganismos vivos benéficos a salude humana muito antes disso. Fuller (1998)
também concorda que o consumo de leites fermentados tem uma longa histéria.

Considera-se que o passo inicial nas investigagfes cientificas acerca dos
probioticos foi dado por E. Metchnikoff. Percebendo que popula¢gbes caucasianas
apresentavam grande longevidade e alta ingestdo de leites fermentados, este
microbiologista publicou o tratado “O prolongamento da vida” (The prolongation of
life) em 1908, registrando suas observacdes de que bacilos presentes nestes
alimentos impediam a proliferacdo de outros microorganismos patégenos (FULLER,
1998; HELLER, 2001; ROSSI, 2001; RAMOS et al., 2003). Ja na década de 40,
industrias passariam a produzir leites fermentados, em virtude de diversos trabalhos
cientificos que demonstravam os beneficios dos probioticos (ROSSI, 2001).

O ILSI admite que existem muitas controvérsias sobre as definicbes dos
termos probidtico, prebidtico e simbidtico. Este 6rgdo sugere que probidticos séo
“microorganismos vivos ingredientes de alimentos que, quando ingeridos em
quantidades suficientes, exercem beneficios a saude do consumidor”. Prebio6ticos
seriam “ingredientes ndo digeriveis de alimentos que afetam beneficamente o
hospedeiro, simulando seletivamente o crescimento e/ou a modificacdo da atividade
metabodlica de uma ou um limitado niamero de cepas bacterianas no célon com
potencial de melhorar a saude do hospedeiro”. Por fim, simbiéticos seriam “uma
mistura de probidticos e prebidticos com o0 objetivo de aumentar a sobrevivéncia da
bactéria com capacidade de promover saude, com a meta final de modificar a flora
intestinal e seu metabolismo” (ASHWELL, 2002, p.13). Particularmente no que diz
respeito aos probidticos, outros autores adotam este conceito (MARTEAU &
SALMINEN, 1998; TAIPINA et al., 2002; DINIZ et al., 2003). No que tange os
prebioticos, as definicdes do ILSI estdo de acordo com Gibson & Collins (1998),
Sako et al. (1999), Fernandes et al. (2000), e Maiorka et al. (2001). Simbidticos sdo
semelhantemente definidos por Gibson & Collins (1998), Fernandes et al. (2000),
Maiorka et al. (2001), e Rossi (2001).



Fuller (1998) admite que probidtico € “um suplemento alimentar microbiano
vivo que afeta de forma benéfica o animal hospedeiro através da melhoria do
balanco microbiano intestinal’. Esta definicAo difere da proposta pelo ILSI,
restringindo os efeitos do alimento a acdo sobre a populacdo das bactérias que
naturalmente habitam o aparelho digestorio. Rossi (2001) e Michelan et al. (2002)
adotam definicdo do mesmo autor ao conceituar probiéticos. Conceitos semelhantes
sdo adotados por Bertechini (1998), Gil-Turnes et al. (1999), Alves et al. (2000),
Fernandes et al. (2000), Blackburn (2001), Maiorka et al. (2001), Jones (2002), e
Lanzillotti (2002). Mais adiante, serdo descritos estudos que sugerem efeitos que
vao além da colonizacéo intestinal, discordando deste conceito.

Rossi (2001) restringe o conceito de prebidticos apenas a carboidratos,
embora concorde que estes ndo devem ser digeriveis por parte do hospedeiro.

Um conceito pouco utilizado atualmente é o de biobioticos. Este determinaria
o conjunto dos conceitos de pré, pré e simbioticos. Dentro desta linha, o vocéabulo
simbiotico seria substituido pelo termo pré-probiotico (EL-HINDAWY et al., 1994).

Atualmente, ndo existe uma palavra que substitua o antigo termo biobidtico.

2.1.2.2 Probiobticos

Rossi (2001) afirma que as bactérias lacticas tém efeito probidtico desde que
sobrevivam as condi¢cdes do aparelho digestério humano, e se estabelecam no
intestino, onde desempenhariam suas funcfes de promocao a saude. O autor lista
cepas que tenham possiveis acdes probidticas: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, Lactobacillus casei, Lactobacillus GG,
Lactobacillus casei spp. rhamnosus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Bifidubacterium
adolescentis, Pediococcus acidilactici, Lactobacillus reuteri, Enterococcus faecium e
Propionibacterium fredenrichi. Algumas sdo de uso exclusivo de determinadas
empresas, Ou seja, sao patenteadas, como Lactobacillus casei var. shirota,
Lactobacillus rhamnosus var. GG, e Lactobacillus johnsonii.

Diversos estudos vém sendo realizados no sentido de avaliar efeitos
probidticos de outros microorganismos. Rossi et al. (2000) apontaram eficacia do
Lactobacillus jugurti na reducdo de niveis hipercolesterolémicos em coelhos. Vassalo

(1995) obteve resultados positivos em desempenho no tratamento de suinos com



racdo adicionada de Streptococcus faecium, Sacharomyces cerevisae, e Bacillus
toyoi. Em estudo com frangos de corte, Frizzas (1996) encontrou timidos resultados
positivos no desempenho, utilizando Bacillus subtillis. Avila (2000) teve sucesso na
diminuicdo da incidéncia de diarréia em bezerros, utilizando, dentre outros
microorganismos probiéticos mais conhecidos, Ruminobacter amylophilum,
Ruminobacter succinogenes, Succinovibrio dextrinosolvens, e Bacillus cereus.
Bertechini (1998) lista diversos microorganismos, ainda ndo citados no presente
estudo, que vém sendo testados como probidticos para aves e suinos: Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus plantarum, Streptococcus lactius, Streptococcus
diacetilactus, Bacillus subtilis, Aspergillus oryzae, Torulopsis, e Bificus bifidum. De
interesse maior para uso em caes ou humanos, Fernandes et al. (2000) referem-se a
Bifidobacterium pseudolongum, Lactobacillus lactis, Enterococcus faecius,
Bifidobacterium thermophilum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus cellobiosus,
Bifidobacterium  animalis, Lactobacillus reuteri,  Streptococcus cremoris,
Streptococcus intermedius. Reque et al. (2000) obtiveram resultados similares a de
tratamentos com antibiéticos para frangos, administrando Lactobacillus fermentum
LPB.

A quantidade de probidtico necessaria para se obter beneficios a saude nao &

clara. Rossi (2001) defende que os beneficios de um probidtico somente seriam

alcancados com uma dosagem diaria de 109 UFC/mL. Sua revisio esta voltada para
a saude humana. Fernandes et al. (2000), em contrapartida, estimam que uma

dosagem de 106 a 107 UFC/mL seriam suficientes, revisando principalmente os
beneficios para caes.

Os efeitos de produtos fermentados sao variados. Ja foram demonstradas
diminuicdo dos sintomas da ma absorcdo da lactose, prevencdo de diarréias,
estimulacao da resposta imune e reducado da incidéncia de tumores (ROSSI, 2001).
Neste estudo, torna-se de maior relevancia revisar os efeitos dos probiéticos sobre a
lipidemia.

2.1.2.2.1 Efeitos dos probiéticos sobre a lipidemia e composi¢ao corporal

Diversos estudos tém investigado os efeitos de probidticos sobre os niveis

sanguineos de lipidios, mais particularmente o colesterol. Tanto estudos in vitro



quanto in vivo vém sendo realizados, chegando a conclusdes conflitantes. Ha
diferencas importantes nas pesquisas no que diz respeito ao delineamento
experimental, caracteristicas dos individuos, cepas utilizadas e doses empregadas.
Os mecanismos pelos quais 0s microorganismos geram tais efeitos n&o estao
totalmente esclarecidos (ROSSI, 2001).

Em estudo com 200 poedeiras, Oba (2000) administrou probiético durante 56
dias visando avaliar efeitos lipidémicos e de melhora nas caracteristicas produtivas.
Os resultados apontaram reducdo significante dos niveis de colesterol total e
triglicérides no soro em 44,35 e 55,67% respectivamente. No entanto, estas
reducdes ndo afetaram a qualidade dos ovos. Tais resultados confirmam as
possibilidades de beneficios de probidticos na indugdo de um melhor perfil
lipidémico. No entanto, deixa em duvida se estas transformac¢des atingem ou ndo um
nivel tissular do hospedeiro.

. Embora nao significativos estatisticamente, os resultados de investigacdes
de diversos efeitos provenientes da administracdo de probiodtico (Bacillus subtillis)
em 360 frangos apontaram uma tendéncia em aumentar a atividade das enzimas
digestivas. Embora este pareca ser um bom resultado sob o ponto de vista
produtivo, uma vez que o aproveitamento de nutrientes tornar-se-ia otimizado, é
relevante atentar para o relato da atividade da lipase pancreatica também ter sido
aumentada (FRIZZAS, 1996). Assim, uma quantidade maior de lipidios da dieta seria
digerida e absorvida, podendo levar a uma maior predisposicdo dos animais a
hiperlipidemia.

Os efeitos da administracdo de probidticos para frangos de corte também
foram estudados por Silva (1999). A conversao alimentar foi melhorada, mas néo
foram encontradas vantagens no ganho de peso e consumo de racdo em relacao ao
controle. Resultados semelhantes foram obtidos por Cavalcanti (1995) em uma
amostra de 576 animais. Ja Laurentiz (2000) concluiu em seus estudos que 0s
probidticos ndo melhoraram a conversao alimentar, mas levou a um maior ganho de
peso e consumo de racao por parte de frangos de corte. Estes achados levam a
mesma reflexdo do paragrafo anterior, uma vez que ganho de peso esta
invariavelmente relacionado a um aumento absoluto de gordura corporal de uma
forma geral (SHILLS et al, 2003).

Toit et al. (1998) administraram Lactobacillus johnsonii e Lactobacillus reuteri

a seis suinos em estagio de creche mantidos em dietas hiperlipidicas com alto teor
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de colesterol por 17 semanas, caracterizando-os como hipertrigliceridémicos e

hipercolesterolémicos. A “mistura de probidticos” foi administrada liofilizada numa

dosagem de 2 X 1012 cru para cada suino por dia. Comparados com 0 grupo
controle, estes animais tiveram significante reducdo nos niveis de colesterol sérico,
mas nao nos de trigliceridios. O autor sugere ainda que o0 mecanismo de reducdo de
colesterol esteve envolvido com o metabolismo dos sais biliares.

Em estudo semelhante, Rossi et al. (2000) encontraram efeitos positivos no
uso de Lactobacillus jugurti e Enterococcus faecium em 32 coelhos
hipercolesterolémicos. Os resultados apontaram uma reducdo de 18,4% no
colesterol sérico e aumento na ordem de 17,8% da fracdo HDL. Nao foram
encontradas diferencas significativas nos niveis de trigliceridios entre os grupos
estudados.

El-Hindawy et al. (1994) experimentaram o uso de dois probidticos comerciais
na alimentagcéo de 126 coelhos. Os resultados obtidos nos grupos que receberam 0s
produtos foram significativamente positivos em relacdo ao controle no que diz
respeito ao ganho de peso diario e conversdo alimentar. Os autores também
estudaram a carcaca, observando que aquelas provenientes de animais tratados
com os probidticos tiveram um maior peso total, eviscerado e de carne limpa
comestivel (sem o0ssos). Por fim, os autores concluem que a administracdo dos
probidticos estudados seriam de alto valor econébmico, uma vez que estudos
financeiros também foram realizados. Michelan et al. (2002), experimentando
Bacillus subtilis em 176 coelhos, por sua vez, ndo observaram vantagens no que
tange o desempenho, ganho de peso e rendimento da carcaca. Mais uma vez, 0
enfoque de interesse restritamente financeiro nos estudos de producdo animal deixa
davidas quanto a qualidade do alimento sob o ponto de vista da promocé&o a saude

humana.

2.1.2.3 Prebiobticos

Os critérios adotados para classificar uma substancia como um prebidtico
sdo: resultar em quantidade significante no colon, ndo ser digerido nas partes mais
altas do aparelho digestorio, ser um substrato seletivo de microorganismos benéficos
a saude, e resultar em beneficios colénicos ou sistémicos ao hospedeiro
(FERNANDES, 2000; ROSSI, 2001; ASHWELL, 2002; LANZILLOTTI, 2002). Os
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exemplos mais conhecidos de prebidticos sdo os oligossacarideos e a inulina. Entre
0S oligossacarideos, sao citados 0s frutoligossacarideos (FOS),
galactoligossacarideos, xiloligossacarideos, lactossacarose, rafinose, estaquiose,
lactulose, isomaltoligossacarideos, neosugars, lactitol, transgalactosideos (SAKO,
1999; FERNANDES, 2000; ROSSI, 2001; LANZILLOTTI, 2002; PASSOS & PARK,
2003). Os prebidticos sdo encontrados na natureza em pinhas, mel, cebola, aspargo,
gramineas, banana, centeio, aveia, alcachofras, beterraba, chicéria, alho, bulbo de
liio vermelho, trigo, e tomate (FERNANDES, 2000; PASSOS & PARK, 2003).
Alimentos processados também sdo fontes de prebioticos, como geléia, acgucar
mascavo, produtos de padaria, molhos para salada, produtos carneos e confeitaria
em geral (ASHWELL, 2002; PASSOS & PARK, 2003).

Dentre os beneficios dos prebidticos a saude, tém sido comprovados a
melhora do transito intestinal; a potencializacdo dos efeitos benéficos da flora
microbiana do hospedeiro; a ativagcdo do sistema imune; o0 aumento da
biodisponibilidade de micronutrientes, como célcio, magnésio e fosforo; a inibicdo de
lesGes precursoras de adenomas e carcinomas; a reducao do risco de doencgas colo-
retais; a prevencao de caries dentarias; a reducdo dos niveis séricos de colesterol,
trigliceridios e lipidios totais; a destruicdo de bactérias putrefativas; a reducédo de
inflamacgé&o decorrente da deficiéncia de magnésio; a reducdo de pressao arterial em
hipertensos; a reducdo na absorcdo de carboidratos e lipidios; a melhoria do
metabolismo de diabéticos; o aumento da digestdo e metabolismo da lactose; o
aumento da reciclagem de compostos como 0 estrdgeno; 0 aumento da sintese de
vitaminas, principalmente as do complexo B; o auxilio na restauracdo da flora
microbiana normal durante antibioticoterapia; a reducéo da potencialidade da acne,
cirrose hepatica, intoxicacdo alimentar, alergias e flatuléncia; a recuperacdo da
anemia decorrente de gastrectomia; o aumento do tempo de sobrevivéncia a
infeccd@o por Clostridium difficile; a reduc@o dos niveis de uréia sangtiinea e renal; a
reducéo da excregcao de nitrogénio renal; a reducéo dos teores fecais de amoénia e
outros produtos putrefativos intestinais do metabolismo de aminoacidos (SAKO,
1999; FERNANDES, 2000; ROSSI, 2001; LANZILLOTTI, 2002; PASSOS & PARK,
2003). E inevitavel a observacdo de que alguns dos beneficios relacionados a
prebidticos sdo os mesmos declarados para probioticos. Tal fato coloca em duvida
se os efeitos aqui relatados sdo desencadeados diretamente pelos prebioticos ou

indiretamente através da maior proliferacdo de microorganismos da flora normal.
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Vale alertar que desconfortos intestinais podem ser ocasionados pelos
prebioticos. Portanto, Passos & Park (2003) alertam que a dosagem diaria de
ingestdo deve ser bem observada. N&o foram encontradas na literatura
recomendac¢des quantitativas para o uso de prebidticos.

Os oligossacarideos vém sendo utilizados pela industria alimenticia, nao
somente por suas caracteristicas prebioticas. Estes compostos tém um razodavel
poder adogante sem levar a cariogénese. Apresentam baixos teores caléricos com
sabor muito semelhante ao da sacarose, tendo sido aplicados em produtos
dietéticos para controle de peso e diabetes. Aléem disso, tem sido explorada sua
capacidade de melhorar as caracteristicas fisicas de produtos alimenticios
industrializados (SAKO, 1999; PASSOS & PARK, 2003).

Sako (1999) afirma que, embora existam algumas evidéncias positivas, ainda
€ um desafio provar a eficacia dos prebidticos em produzir efeitos no metabolismo
de lipidios e colesterol. Ha controvérsias se este efeito seria produzido pela
diminuicdo da sintese hepatica ou pela reducdo da absorcéo intestinal. A maior parte
dos estudos neste sentido tém sido efetuados em animais de laboratério. Em
humanos, foram encontrados resultados em pacientes diabéticos, uma vez que
representam um grupo naturalmente maior de consumidores de prebidticos em

forma de adocantes.

2.1.2.4 Quefir

2.1.2.4.1 Histérico e conceitos

Também conhecido por kefir, kafir, kipp, e kefhir, possivelmente a palavra
origina-se do vocabulo turco kef, que significa “estar bem”; ou keiph, do eslavo. Ha
controvérsias em relacdo a que se refere propriamente o termo. Historicamente,
parece que o quefir seria um leite fermentado pelos chamados grdos ou grumos de
quefir. O quefir seria fabricado predominantemente a partir do leite de cabra ou
ovelha, desde tempos remotos, pelos tartaros e povos caucasianos. Tornou-se
popular em varios paises da Europa e é comercializado em algumas regides da
América do Norte. Na Argentina, é importante a producdo domeéstica. No Brasil, a

producéo é feita essencialmente em leite de vaca (GARROTE et al., 1997).
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Zubillaga et al. (2001) definem o quefir como um probidtico e descrevem o0s
graos de quefir como “uma associacdo simbidtica entre bactérias laticas, bactérias
acéticas e leveduras”. Neste ponto, vale ressaltar que a traducdo do termo simbiético
refere-se a dois vocabulos, no idioma inglés, de diferentes significados. O termo
“synbiotic” é utilizado pelo ILSI para caracterizar a associacdo de probiéticos com
prebioticos. Sua traducdo seria simbidtico (ASHWELL, 2002). Ja a palavra
“symbiotic”, tal como usada por Zubillaga et al. (2001), refere-se a uma simbiose
entre varios organismos vivos de diferentes espécies. Mais adiante, serdo revisados
alguns trabalhos que levam a crer que quefir e grdos de quefir possam ser
caracterizados como um simbidtico. Duas evidéncias serdo expostas: a presenca de
polissacarideos no quefir que ndo sao digeriveis por mamiferos e que tém alguma
acdo funcional; e a presenca de frutooligossacarideos (FOS), um prebidtico do
acucar mascavo, que é utilizado como substrato para fermentacdo por grdos de
quefir em algumas regides, inclusive neste estudo. Para uma elucidacéao da primeira
afirmativa, restaria-nos saber se 0s exopolissacarideos do quefir sdo capazes de
servir de substrato para microorganismos no intestino de hospedeiros, 0 que nos
daria condi¢cdes de concretamente caracteriza-los como prebiéticos de acordo com o
preconizado por Ashwell (2002). Quanto a presenca de FOS no acucar mascavo,
seria necessario investigar se estes sdo utilizados como substratos para processos
fermentativos dos gréos ainda in vitro, e se chegariam em quantidade suficiente,
sem nenhum processo de digestao, ao interior do aparelho digestério.

Neste trabalho, sera objeto de estudo o grdo ou grumo de quefir, in natura e
liofilizado, e seus precipitados. Objetivando a padronizacdo de termos, quefir se
referird ao produto fermentado pelos graos de quefir (suspensao). Vale ressaltar que
os graos de quefir sdo capazes de fermentar outros alimentos, como acucar
mascavo, refresco adocado de frutas (RABL et al., 1994), leite de cabra ou ovelha
(HAENLEIN, 2001), e soja (ABRAHAM & ANTONI, 1999; LIU & LIN, 2000, LIU et al.,
2002).

2.1.2.4.2 Composicao do quefir

Os graos de quefr e seus sobrenadantes s&o compostos de
microorganismos, polissacarideos, proteinas, alcool e substancias volateis. Sua

composicdo microbiologica € bastante variavel, dependendo de sua origem. Os
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fatores que interferem nesta natureza parecem ser, principalmente, de ordem
geografica e do substrato utilizado para proliferacdo dos gréos. Wszolek et al. (2001)
discordam, afirmando que apenas o0 substrato diferencia a composicdo do
fermentado de quefir, ao analisar leite de ovinos, caprinos e bovinos provenientes da
Polbnia e Escocia. Vale ressaltar que, além deste estudo ter investigado apenas
quefir de leites, os autores reconhecem que pode ter havido diferencas de analise,
uma vez que foi desenvolvido por um laboratério em cada pais.

Pidoux et al (1990) isolaram microorganismos até entdo desconhecidos como
componentes do quefir, identificando cada uma de suas fungbes. As bactérias
encontradas foram Lactobacillus casei e Lactobacillus paracasei, altamente
envolvidas com a produgcdo de lactato; e Lactobacillus hilgardii, envolvida na
producdo de arabinose e polissacarideos a partir de sacarose. Seus estudos
utilizaram fermentados de acucar.

Kuo & Lin (1999) encontraram diferencas microbiolégicas e quimicas entre
graos de quefir obtidos de trés diferentes lares de Taiwan. Ainda estudando quefir
proveniente de Taiwan, Lin et al. (1999) identificaram bactérias e leveduras bastante
incomuns em relacdo a outros estudos: Lactobacillus helveticus, Leuconostoc
mesenteroides, Kluyveromyces marxianus, e Pichia fermentans.

Leroi & Courcoux (1996) também isolaram cepas menos comuns do quefir de
acucar: Lactobacillus hilgardii e Saccharomyces florentinus.

Marshall, et al. (1984) isolaram dos gréos de kefir a bactéria Lactobacillus
desidiosus. Esta bactéria fermenta especificamente L-arabinose e gluconato.
Marquina et al. (2002), além dos posteriormente descritos, isolaram as bactérias
Lactococcus brevis e Lactobacillus paracasei.

Takizawa et al. (1998) isolaram 120 cepas do género Lactobacillus de graos
de quefir. Os autores agruparam-nas em quatro grupos, sendo Lactobacillus
kefirgranum — que representou 49% das cepas —, Lactobacillus kefiranofaciens,
Lactobacillus kefir, e Lactobacillus parakefir.

Angulo et al. (1993) estudaram quefir obtido de produtos de laticinio de oito
fontes domésticas da regido da Galicia, noroeste da Espanha. As bactérias
encontradas foram Lactobacillus brevis, Lactobacillus viridescens, Lactobacillus kefir,
Lactobacillus fermentus, Lactobacillus casei spp. rhamnosus, Lactobacillus casei
spp. tolerans, Lactobacillus casei spp. pseudoplantarum, Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus gasseri, Lactococcus lactis spp lactis, Leuconostoc spp., Streptococcus
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salivarius spp. thermophilus. Dentre as leveduras, foram idetificadas Torulaspora
delbrueckii, Saccharomyces cerevisae, Saccharomyces unisporus, Candida kefyr,
Candida friedrichii, Kluyveromyces lactis, Pichia fermentans. Outrossim, os autores
relatam que houve diferengas importantes na composi¢cao dos graos entre cada uma
das oito fontes, e atribuem o fato a diversidade da localidade.

Sotelo et al. (2002) estudaram, na Espanha, quefir proveniente do Canada.
Dentre as bactérias isoladas, 89,66% eram do género Lactobacillus, 6,10% eram
Lactococcus, e 3,39% Enterococcus. Os autores atribuem a presenca de bactérias
enterococicas a uma provavel contaminacdo dos graos. Nao foram identificadas
bactérias do género Leuconostoc.

Simova et al. (2002) isolaram de gréos de quefir e de quefir de leite, obtidos
na Bulgéria, uma série de espécies de microorganismos. Dentre as bactérias,
encontraram Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus casei spp pseudoplantarum, Lactobacillus brevis, Streptococcus lactis
spp lactis, e Streptococcus thermophilus. Além de uma colbnia de levedura de
espécie ndo identificada, foram encontradas Kluyveromyces marxianus,
Saccharomyces cerevisae, Candida inconspicua, e Candida maris. As bactérias do
género Lactobacillus foram quantificadas nos graos: em 28,7%, em média.
Comparando as quantidades entre os grédos e o quefir de leite, os autores
constataram que, dentre as bactérias, h4 uma reducéo de Lactobacilli e um aumento
de Streptococci. No que tange as leveduras, existe, em geral, uma diminuicdo das
guantidades no sobrenadante. Entretanto, concluem que sédo bastante semelhantes
os graos de quefir e o quefir. Estas conclusdes sdo semelhantes as do estudo de
Garrote et al. (1997), posteriormente descrito.

Garrote et al. (1997) encontraram, em graos obtidos em ambientes
domésticos argentinos, bactérias, leveduras e fungos. As bactérias encontradas, em
namero de quatro, foram Lactococcus lactis spp. lactis; Lactococcus lactis spp.
diacetylactis; um bacilo homofermentativo, podendo ser Lactobacillus kefiranofaciens
— também isolado por Arihara et al (1990) — ou Lactobacillus kefirgranum; e um
bacilo heterofermentativo, que poderia ser Lactobacillus brevis, Lactobacillus kefir —
também isolado por Arihara et al (1990) —, ou Lactobacillus parakefir. As leveduras
encontradas foram as néo fermentadoras de lactose: Saccharomyces cerevisae e
Saccharomyces lipolytic. O fungo foi caracterizado como Geotrichum candidum. Os

resultados indicaram uma composicao centesimal dos gréos de quefir de 0,9% (1,64
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x 10~/ UFC/g) de Lactococci, 78,3% (159,00 x 10~/ UFC/g) de Lactobacilli, e 20,8%

(42,30 x 1077 UFC/g) de leveduras. Estas bactérias tiveram suas quantidades
ligeiramente aumentadas no leite fermentado, enquanto a quantidade de leveduras
diminuiu. Os autores concluiram que a composicdo microbiologica do leite
fermentado com grao de quefir € a mesma dos graos propriamente ditos, exceto pelo
Lactobacillus kefir, que nédo foi detectado apos a fermentacdo. Posteriormente, os
mesmos autores (GARROTE et al., 2001) isolaram Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactobacillus kefir, Lactobacillus plantarum, Acetobacter and Saccharomyces,
Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus lactis spp. lactis biovar diacetylactis,
Lactobacillus parakefir, Kluyveromyces marxianus. No entanto, houve diferencas
qualitativas entre as quatro fontes de amostra estudadas, todas argentinas.

Utilizando a mesma fonte de grdos de quefir — casas de familias argentinas
— Abraham & Antoni (1999) compararam a composicdo de graos de quefir de
fermentados de leite de vaca e de soja. O quantitativo de microorganismos foi
estatisticamente igual em ambos. Os grdos de leite de vaca apresentaram
quantidade significativamente maior de polissacarideos, enquanto nos de leite de
soja observou-se uma predominancia de proteinas. A conclusdo importante se
chegou no que diz respeito a adptabilidade dos gréaos a diferentes meios de cultura,
uma vez que os graos de leite de vaca também produziram fermentagcdo em leite de
soja. No entanto, o crescimento da biomassa foi maior no leite de vaca. Por fim, foi
observado que as proteinas produzidas pelo grdo sdo exportadas para o0 meio
sobrenadante. Liu et al. (2002), em Taiwan, encontraram 0os mesmos resultados no
que diz respeito as diferencas nas propor¢gdes de carboidratos e proteinas. Estes
autores observaram, ainda, que no fermentado de soja a quantidade de acetaldeido
foi maior, enquanto no fermentado de leite as quantidades dos outros componentes
volateis superaram o de soja.

Franzetti et al. (1998) estudaram bebidas acucaradas fermentadas com gréos
de quefir. Os autores encontraram principalmente subspécies de Lactobacillus casei,
e as leveduras Saccharomyces cerevisae e Hansenula yalbensis.

A fermentacédo do leite pelas bactérias e leveduras dos grdos de quefir produz
etanol a partir da lactose (GURR, 1987; RABL et al., 1994). As atividades maximas
de lactase foram identificadas nas leveduras Candida kefir e Kluyver marxianus
(BERRUGA et al., 1997).
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O quefirano é um polissacarideo que faz parte da estrutura dos graos de
quefir. Ele é solivel em &agua, composto por proporcdes iguais de glicose e
galactose. Sua lise, mesmo enzimatica, € um processo que requer meio acido
(KOOIMAN, 1967). O Lactobacillus kefiranofaciens € o microorganismo responsavel
por sua producdo (YOKOI et al.,, 1991; MITSUE et al., 1998). Yokoi et al. (1991)
alertaram que Lactobacillus kefiranofaciens s6 esta presente em soro de leite. O
Streptococcus thermophilus produz exopolissacarideos compostos por galactose,
glicose, ramnose, N-acetil-galactosamina, fucose, e galactose acetilada. Estes
carboidratos ndo tém funcdes prebidticas comprovadas, mas tém alto valor para a
tecnologia dos alimentos por aumentarem a textura e viscosidade de produtos.
Aparentemente, a textura do quefir de leite € devida a presenca destes compostos
(BROADBENT et al, 2003). Os exopolissacarideos estdo presentes em
sobrenadantes e fazem parte da estrutura dos graos. Sua producdo € aumentada
conforme eleva-se a temperatura de fermentacdo (RIMADA & ABRAHAM, 2001).
Frengova et al. (2002) identificaram que a presenca de leveduras aumenta em
quase duas vezes a producao de quefirano pelas bactérias.

A microscopia eletrbnica dos graos de quefir sugere uma maneira de
esquematiza-lo didaticamente através de uma cebola, pois suas células dispdem-se
em camadas, podendo-se caracteriza-las como mais externas ou mais internas.
Toba et al. (1990) compararam graos de quefir capazes de se propagar com graos
incapazes de se propagar, obtidos na Dinamarca e cultivados no Japdo. Em ambos
0S casos, é perceptivel que as colbnias de leveduras sédo separadas das colénias de
bactérias. A quantidade de cocos observados foi infima, predominando as bactérias
bastonizadas. Ainda, € notavel que, mesmo entre as bactérias, as colbnias séo
agrupadas em funcéo de seus tamanhos. Comparando-se a superficie e o interior do
grdo, observa-se que somente as bactérias internas e mais longas apresentam
filamentos de polissacarideos. Isto significa que apenas as bactérias do interior sdo
encapsuladas, o0 mesmo nao ocorrendo para leveduras nem para as bactérias de
superficie dos grdos. Nos grédos que nao se multiplicavam, ndo foram encontradas
bactérias longas, nem filamentos, mas as leveduras estavam embebidas em material
fiboroso. O mesmo grupo de pesquisadores (ARIHARA et al., 1990) observou
posteriormente, através de imufluorescéncia, que Lactobacillus kefiranofaciens
encontra-se em todas as partes do gréo, enquanto o Lactobacillus kefir posiciona-se

apenas em uma parte da camada superficial. Assim, conclui-se que as bactérias
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longas produtoras de polissacarideos sdo Lactobacillus kefiranofaciens, que
precisam de um ambiente anaerdbio para produzir polissacarideos. Estes achados
também levam a crer que as bactérias Lactobacillus kefir serdo mais comuns nos
precipitados dos produtos fermentados, onde, consequientemente, a producédo de
polissacarideo serda menor. Por fim, estes autores concluem que a capacidade de
multiplicacdo dos grdos esta relacionada as relacbes estruturais entre as suas
células.

Observagbes em microscopia eletronica do quefir de Taiwan permitiram a Lin
et al. (1999) afirmar que as bactérias laticas encontram-se na superficie dos graos,
enquanto as leveduras tendem ao centro. Estes autores também chegaram a
conclusdes quanto as funcdes e propriedades de cada microorganismo observado.
Lactobacillus helveticus foi aquele que apresentou maior poder de crescimento;
Kluyveromyces marxianus exibiu a maior capacidade de producédo de L-acido latico e
etanol; Leuconostoc mesesteroides produziu a maior parte de D-acido latico, e
Pichia fermentans ndo apresentou capacidade fermentativa.

Elferink et al. (2001) demonstraram que o Lactobacillus kefir esta envolvido na
conversdo de acido latico em acido acético, mas ndo € capaz de agir sobre a
glicose. No entanto, Oude et al. (2001) demonstraram que tal capacidade do
Lactobacillus kefir ndo € observada em condigbes anaerdbicas. Estes autores
afirmam que tal capacidade parece estar relacionada a viabilidade de manutencao

das células.

2.1.2.4.3 Propriedades simbidticas

Tamai et al. (1996) demonstraram que ratos que receberam leite fermentado
com quefir e dieta hipercolesterolémica tiveram seus niveis séricos e hepaticos de
colesterol reduzidos. No entanto, ndo foram identificados resultados na HDL-
colesterol e nos trigliceridios. Ainda, as fezes e o soro revelaram um menor indice de
acidos biliares, sugerindo que este composto esteja relacionado aos efeitos
hipocolesterolémicos do quefir. Moser & Savage (2001) indicaram que o
Lactobacillus kefir tem capacidade de hidrélise de determinados sais biliares. Em
vasta revisao, St-Onge (2000) conclui que o kefir, assim como diversas bebidas
fermentadas, sdo classificadas como agentes redutores de colesterol. No entanto,

este autor alerta para o fato de um numero dos microorganismos componentes
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destes produtos ndo serem colonizadores naturais do aparelho digestorio de
humanos, acarretando a necessidade de ingestéo diaria para se alcancar os efeitos.
Contrariando os resultados acima, St-Onge et al. (2002), em estudos com humanos
recebendo o fermentado por quatro semanas, concluiram que o quefir ndo teve
efeito no colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol ou concentracbes de
triglicerideos.

O quefir tem uma acédo marcante sobre a composicéo da flora microbiana
intestinal. Marquina et al. (2002) concluiram, com experimento realizado em
camundongos, que, através da ingestdo do simbiotico, ha aumento da colonizacao
por bactérias produtoras de acido latico e enterocécicas. Por outro lado, seus
achados indicaram uma diminuicAo de Escherichia coli e Listeria, bactérias
patégenas ao aparelho digestério. Ota (1999), Garrote et al. (2000) e Garrote et al.
(2002) também deduziram capacidade antimicrobiana para Escherichia coli. A
colonizacéo de hospedeiros por microorganismos benéficos também foi descrita por
ampla revisdo de Ottogalli & Galli (1997) sobre produtos fermentados de consumo
no mediterraneo, incluindo o quefir. Estes autores ainda caracterizam estes produtos
como uma boa alternativa para paises em desenvolvimento que sofrem de
subnutricdo por deficiéncia de vitaminas. Em uma outra revisdo, Yother et al. (2002)
destacam o poder antimicrobiano contra gram-positivos de bacteriocininas
produzidas por Lactobacillus lactis isolado do quefir, relatando seu atual uso
comercial em alimentos infantis e produtos veterinarios. Zubillaga et al. (2001)
também revisaram beneficios para criancas, para fortalecimento do sistema imune,
melhora da digestéo e absor¢éo da lactose, controle de infec¢des intestinais, e para
pacientes com cirurgias gastricas ou infectados por Helicobacter pylori. Vale
ressaltar que, aparentemente, os efeitos da ingestédo oral do quefir sobre intestinos e
resposta imune sdo encontrados em animais jovens, mas ndo em idosos (THOREUX
& SCHMUCKER, 2001).

Vrese et al. (1992) evidenciaram que o quefir tem efeito benéfico na digestéo
e absorcao de lactose. Os autores atribuem este efeito a acdo da enzima microbiana
beta-galactosidase. Posteriormente, os mesmos autores (VRESE et al.,, 2001)
confirmaram os achados. Em pesquisa realizada com humanos, Hertzler & Clancy
(2003) chegaram a mesma conclusdo, acrescentando que os efeitos foram

estatisticamente iguais aos do iogurte.
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Polissacarideos do quefir tém atividade anti-tumoral, tanto administrados
oralmente quanto em regido intra-peritoneal (ZUBILLAGA et al.,, 2001). Os
resultados obtidos com camundongos chegaram a diminuir em até 59% o
crescimento de tumores induzidos (SHIOMI et al., 1982). Resultados in vitro também
foram encontrados (MUROFUSHI et al., 1983; KUBO et al., 1992). Murofushi et al.
(1986) também encontraram resultados semelhantes, acrescentando que a dose
ideal seria a de 100 mg de quefirano por quilograma de peso corporal do individuo.
Yoon et al. (1999) encontraram resultados que demonstram uma resposta
antitumoral diferente para cada microorganismo de quefir europeu. Lactobacillus
plantarum apresentou a atividade antimutagénica mais forte, atingindo 50,34%.
Resultados satisfatérios também foram encontrados com outras bactérias dos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium. Contrariando estes achados, Wollowski et
al. (2001) e Zubillaga et al. (2001) revisaram alguns resultados negativos.

Uma outra aplicacdo clinica importante do quefir pode ser sua administracao
conjunta com antibiéticos. Oleinichenko et al. (1999) realizaram um estudo com 120
pacientes russos recebendo antibioticoterapia para pneumonia aguda e bronquite
cronica. Os pacientes que receberam uma mistura comercial de quefir com alto teor
de Lactobacillus acidophilus tiveram uma melhor resposta para o funcionamento
intestinal normal, evitando as disbacterioses. Nuruzova et al. (2000) também
descreveram resultados positivos obtidos pela administragdo conjunta de quefir em
pacientes recebendo antibioticoterapia.

El-Kassaby et al. (1997) demonstraram que bebidas lacticas fermentadas,
inclusive quefir, tém efeito benéfico na regeneracao hepatica. O estudo foi feito com
ratos hepatectomizados cirurgicamente. Importante ressaltar que a composicao
histoquimica qualitativa dos grupos tratados com leites fermentados e controle foi
idéntica.

Métodos de producdo de farmacos também vém sendo propostos utilizando-
se microorganismos isolados do quefir. Shimizu et al. (1999) utilizaram uma cultura
mista de Lactococcus lactis spp. lactis e Kluyveromyces marxianus para controlar o
pH durante a producdo de peptideo antimicrobiano. Rodrigues et al. (2003) vém

propondo a formulacdo de pomada para uso topico em inflamacdes.

2.1.2.4.4 Inocuidade do quefir
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Marteau & Salminen (1998) alertam para a possibilidade de riscos na ingestao
de probidticos, uma vez que estes sdo microorganismos. Respaldando-se em teorias
consensuais da fisiologia, bioquimica e imunologia, destacam para quatro possiveis
riscos. O primeiro deles estaria relacionado a possibilidade de infeccao. O préprio
autor reconhece que ndo ha relatos a respeito, embora casos excepcionais de
fungemia tenham sido identificados em tratamento oral com a levedura
Saccharomyces boulardii. Um segundo risco seriam os efeitos metabdlicos e
enzimaticos, que ndo apresentam nenhuma observacdo relatada. Os efeitos
imunologicos seriam um terceiro fator de risco, e 0 autor cita um caso de um
paciente que sofrera recaida de hepatite auto-imune, possivelmente induzida por
ingestdo de grande quantidade de iogurte. Por ultimo, h4 que se observar a
possibilidade de transferéncia de genes entre probidticos e flora endégena.

Angulo et al. (1993) identificaram alguns microorganismos patdogenos nos
graos de quefir. Com grandes variedades quantitativas nas diferentes fontes dos
graos obtidos, identificaram-se Pediococcus spp., Micrococcus spp., Bacillus spp.,
Acetobacter spp. e Escherichia coli. Em uma das fontes, o numero de
microorganismos contaminantes chegou a um terco do total. A média quantitativa de
contaminantes ficou em 16%.

Quefir obtido de seis domicilios em Porto Alegre, RS, foi analisado sob o
ponto de vista higiénico-sanitario por Shama (1998). Os resultados apontaram que
existiam coliformes totais, mesofilos aerobios. Coliformes fecais e enterococos nao
foram identificados. A fermentacdo por dez dias foi suficiente para ndo ser mais
encontrado nenhum dos microorganismos acima descritos. A autora concluiu que a
descontaminacdo observada torna o quefir um suplemento seguro sob o ponto de
vista da epidemiologia e da vigilancia sanitaria.

Rabl et al. (1994) fermentaram com graos de quefir um refresco de limdes e
figos adogcados com sacarose. ApGs dois dias, foi identificada uma dose de 16 g/L de
etanol. Com sete a dez dias de fermentagao, essa dosagem aumentou para 38 g/L.
Os autores concluem que poderia haver riscos ao individuo que ingerisse tal refresco
e imediatamente passasse a conduzir um veiculo automotor. Este estudo foi
requerido por especialistas em criminologia para avaliacdo de culpabilidade de um

réu.
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2.3 Metabolismo de lipidios

O transporte e manutencao de lipidios solaveis no plasma, como triglicerideos
e colesterol, € realizado por albumina sérica e por lipoproteinas. Lipoproteinas
plasmaticas sao complexos que possuem um cerne lipidico, formado por
triglicerideos, fosfolipidios e colesterol, e uma superficie polar de proteinas, as
apolipoproteinas, que se apresentam combinadas com colesterol esterificado.
Dependendo das densidades e composicdo lipidica, as lipoproteinas sé&o
denominadas quilomicron, VLDL (Very Low Density Lipoprotein), IDL (Intermediary
Density Lipoprotein), LDL (Low Density Lipoprotein), o vulgarmente conhecido “mal-
colesterol”, e HDL (High Density Lipoprotein), o “bom colesterol”. As funcdes destas
lipoproteinas abrangem composi¢ao estrutural das particulas, fornecimento de sitios
de reconhecimento para receptores da superficie celular, e ativacdo e auxilio como
coenzimas, para as enzimas envolvidas no metabolismo das lipoproteinas (SILVA,
2005).

O metabolismo dos quilimicrons se inicia no reticulo endoplasmatico da
mucosa intestinal, onde sdo embalados juntamente com o triglicerideo dietético,
colesterol, fosfolipidios e apolipoproteinas. O produto final € secretado pelo
complexo de Golgi (SILVA, 2005).

O metabolismo do VLDL se inicia no figado. O VLDL compde-se
predominantemente de triglicerideos, sendo transportado para os tecidos. A medida
que circulam, reduzem o seu tamanho por acdo da lipase lipoprotéica, e aumentam
de densidade. Ocorre entdo uma transferéncia de ésteres de colesterila do HDL para
o VLDL, com troca concomitante de fosfolipidios e triglicerideos do VLDL ao HDL.
No plasma, ocorre a conversao para LDL, com a formagdo de uma lipoproteina
intermediaria, o IDL. O LDL, com menor teor de apolipoproteinas e de triglicerideos,
possui alto teor de colesterol e ésteres de colesterila, e sua funcdo principal é
transferi-los aos tecidos. Essa operacao é realizada através da deposicao daqueles
nas membranas das células com que entram com contato (SILVA, 2005).

O metabolismo do HDL se inicia na sua sintese hepatica. O HDL remove e

esterifica, por intermédio da LCAT, lecitina acil-transferase, o colesterol livre de
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tecidos extra-hepaticos, fornecem apo C-ll (reservatério de apolipoproteinas),
transportam ésteres de colesterila ao figado e transferem ésteres de colesterila ao
VLDL e LDL. Captadas por endocitose hepatica, tém seus ésteres de colesterila
degradados, com o colesterol livre podendo ser reembalado em outras lipoproteinas,
convertido em acidos biliares, ou excretado através da bile (SILVA, 2005).

A aterosclerose € uma doenca tipica do transporte lipidico. Ocorre por
migracdo e modificagdo de mondcitos em macrofagos no endotélio, tornando-os
espumosos por captacdo e oxidacdo de LDL. Esta modificacdo celular resulta em
acumulo local de macréfagos e permite uma liberacéo de fatores de crescimento de
células musculares lisas e de calcio, gerando uma calcificacdo local e produzindo a
placa ateromatosa. Outras doencas, mais propriamente de origem genética, incluem
as hiperlipidemias tipo | e Il. A primeira refere-se ao acumulo de lipoproteinas ricas
em triglicerideos no plasma. A segunda hiperlipidemia ao acumulo de LDL e
colesterol plasmaticos (SILVA, 2005).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura de quefir

As amostras de graos de quefir utilizadas foram obtidas no Laboratério de
Fitofarmacos da Universidade José do Rosério Vellano (Unifenas). Foram utilizados
200 g de graos iniciadores de quefir em 400 mL de solucdo nutriente. Essa solucao
foi produzida com a adicao de 40 g de acUcar mascavo organico comercial a 400 mL
de agua destilada. A solucao nutriente foi substituida a cada 48 horas. A cada troca,
os graos foram delicadamente lavados em &gua corrente, com o auxilio de uma
peneira. O sobrenadante fermentado foi denominado “suspensao”, codificado nos
resultados com a sigla Susp. Os graos retidos na peneira foram denominados “quefir
in natura”, identificados pela sigla QIN. Parte dos grdos foi submetida a liofilizacéo
no Laboratério de Analise de Alimentos da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
O produto fora denominado “quefir liofilizado”, abreviado para QL. Dessa forma os
experimentos contaram com trés formulacdes de quefir: in natura, fermentado, e

liofilizado.

3.2 Animais

Foram utilizados 40 coelhos da raga Nova Zelandia Branco, sendo 20 machos
e 20 fémeas. O desmame fora realizado aos 30 dias de idade. Os coelhos foram
alojados por grupos experimentais e por sexo, em gaiolas de arame galvanizado,
providas de bebedouro automatico e comedouro semi-automatico, sendo cinco
coelhos por gaiola. Os animais foram gentilmente cedidos pelo Setor de Cunicultura
da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Unifenas. Foram reservados 10 dias aos
animais para adaptacao a racao e as gaiolas, antes do inicio dos tratamentos.

Os coelhos foram alimentados com racdo comercial reprocessada
artesanalmente. As quantidades de ragdo e agua oferecidas foram aquelas
recomendadas por Andriguetto et al. (1992).
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Os animais foram sacrificados um dia apds o término do 30° dia de
tratamento, apos jejum de 24 horas, recebendo apenas agua. O sacrificio e o

preparo para consumo seguiram o preconizado por Medina (1981).

3.3 Delineamento experimental

O modelo experimental foi o delineamento em blocos casualizados com
quatro tratamentos. A unidade experimental foi um animal. Foram utilizados coelhos
machos e fémeas, sendo distribuidos cinco de cada sexo por tratamento. Para
destinar os animais a cada grupo no dia 0 do experimento, foi realizada anélise de
variancia (ANAVA) das médias de peso dos animais. Sorteios consecutivos foram
realizados até que nao existissem diferencas significativas (p>0,05) entre 0s grupos.

As racOes modificadas foram artesanalmente manufaturadas diariamente a
partir da moagem de racdo comercial propria aos animais. Apés a moagem, foram
adicionados os demais ingredientes particulares a cada tratamento, seguindo-se de
homogeneizacdo com agua destilada. Todas as ra¢des receberam 0,9 % de cloreto
de sodio para controle da osmolaridade alterada pelo uso de agua destilada. Apos a
homogeneizacédo, as diferentes racdes passaram por processo de peletizacdo e
secagem em estufa a temperatura de 35 °C por 24 horas.

O grupo controle recebeu racao adicionada de cloreto de sddio. O grupo QL
recebeu racdo adicionada de cloreto de sodio e 0,5 % de quefir liofilizado. O grupo
Susp recebeu racdo adicionada de cloreto de sédio e 4 % de suspensao de quefir.
Finalmente, o grupo QIN recebeu racdo adicionada de cloreto de sédio e 4 % de

quefir in natura.

3.4 Andlise do crescimento

Foram coletados os pesos dos animais ao dia 0 e ao 30° dia de experimento.
A diferenca entre ambos determinou o crescimento.

Para fins de interesse a producdo animal, fora calculado um indice
semelhante ao de conversao alimentar. Por terem sido alocados em grupos de cinco
animais por gaiola, tornou-se impossivel conhecer o consumo de racao individual.
Assim, considerou-se a média de consumo da gaiola por animal. Esse valor foi

dividido pelo crescimento de cada animal para célculo do indice.
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3.5 Andlise da resposta lipidémica

Foram coletadas amostras de cerca de trés mL de sangue da veia auricular
da orelha esquerda de cada animal no inicio do experimento, ao 15° e 30° dias.
Todos os animais foram submetidos a jejum de 24 horas antes de cada coleta. Um
animal de cada tratamento por vez, e de todos os tratamentos, foi encaminhado para
a coleta de sangue, garantindo-se que o0 tempo de jejum n&o interferisse nos
resultados. As amostras foram mantidas em refrigeracdo em frasco ambar para
analise em 48 horas.

Os componentes sangiineos foram avaliados por reacdo enzimatica para
andlise fotométrica. Foram analisados triglicérides, colesterol total, e a fragcdo de
HDL (Laborlab, Sdo Paulo). Formalismo mateméatico apropriado foi aplicado para se
chegar aos resultados de concentracdo plasmatica dos metabdlitos mencionados,
conjuntamente com as fracdes LDL e VLDL (CISTERNAS et al.,1999).

Foi aplicado o indice Il de Castelli, onde o LDL é dividido pelo HDL para
elucidar possiveis razbes de aumento do colesterol total. Este indice aplica-se a
individuos com aumento de colesterol total e de HDL. Um indice Il de Castelli baixo
indica que o aumento do colesterol total € devido ao aumento de HDL, sendo

positivo & promogédo de saude (CASTELLI et al., 1986).

3.6 Andlise estatistica

Os resultados de absorbancia obtidos a partir da triplicada de amostras de
plasma foram submetidos a analise estatistica descritiva. Foram utilizados apenas os
dados encontrados dentro do intervalo de uma unidade de desvio-padrédo. Uma
média desses valores fora calculada e considerada como o valor final de
absorbancia do teste. Foram realizadas ANAVA de todos os resultados, admitindo-
se como significativos os resultados obtidos com p-valor inferior a 0,05. Onde a
ANAVA nao pode ser viabilizada, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis (p<0,05), ou
seja, para a analise dos dados de desempenho e conversédo alimentar. A variancia e
0 numero de tratamentos determinou o teste de Duncan como o mais apropriado
para andlise de diferencas entre médias. Ndo foram encontradas diferencas
significativas nas médias entre 0s sexos, justificando a analise, e desconsiderando-
os como fonte de variacao (VIEIRA & HOFFMANN, 1989; SAMPAIO, 1998).
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Os dados de concentracao lipidica plasmatica foram submetidos a ajuste
linear em funcdo do dia de colheita de sangue. Para analise da diferenca de
resposta entre os tratamentos, foram comparadas as taxas obtidas de cada equacao
de regressdo. Para gerenciamento de banco de dados, tratamento e andlise
estatistica, foram utilizados os softwares MS-Excel 2000 (MICROSOFT, 1999) e
XLStatistics verséo 5,75 (XLSTATISTICS, 2005).
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4 RESULTADOS

Na analise de crescimento dos animais durante o experimento, o teste de
homogeneidade de variancias (F de Hartley) indicou que as mesmas nao foram
iguais (P<0,05), o que ndo se coaduna com uma das premissas da ANAVA. Assim,
foi realizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney para analise da diferenca
entre os indices dos grupos (P< 0,05). O teste de Mann-Whitney indicou que apenas
0 grupo que recebeu racdo suplementada com quefir in natura teve um crescimento
menor em relacdo aos demais.

A Tabela 2 apresenta os valores ajustados da fragdo de triglicerideos obtida
por puncao auricular nos laparos alimentados com formulagfes distintas de quefir
adicionado a racao comercial ao longo dos 30 dias.

A Tabela 2 indica que, no geral, nenhum dos tratamentos seguiu um padrdo
de evolucdo da concentracdo de triglicerideos ao longo do tempo. Mesmo o maior
coeficiente de determinacdo encontrado apresenta apenas pouco mais de 5% dos
pontos incluidos na reta ajustada aos dados.

Essa baixa correlacdo pode indicar que a amostra foi muito heterogénea,
sugerindo a necessidade de um aumento no numero de unidades amostrais. Os
valores das taxas diarias de triglicerideos também ndo apresentaram diferencas
significativas entre si (Tabela 1). Portanto, ndo se pode inferir que os diferentes
tratamentos influenciaram na resposta sanglinea de triglicerideos. Uma
representacdo gréfica das taxas globais obtidas (slope) € apresentada na Figura 1.

Os resultados da variagcdo diaria de colesterol total obtidos apds os
tratamentos estao representados na Tabela 2. O coeficiente de determinacao para a
regressdo de quefir in natura foi significativamente maior que para os demais
tratamentos. Cerca de 33 % dos pontos experimentais sdo compativeis com a
equacao de reta, levando a uma maior confiabilidade dos resultados em relagéo a
esse tratamento. Os demais tratamentos apresentam coeficientes de determinacao
baixos, novamente levando a crer que ha alta variabilidade nas respostas das

unidades amostrais aos tratamentos (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1. Diferencas entre as taxas diarias de HDL, VLDL, colesterol, LDL, triglicerideos e indice Il de
Castelli obtidas por ajuste linear dos dados de tratamento de laparos com ragéo comercial modificada
com quefir (valor-p).

Variaveis Valor-p
HDL <0,05
Controle x QL 0,68183
Controle x Susp 0,38435
Controle x QIN <0,05
QL x Susp 0,70586
QL x QIN <0,05
Susp x QIN <0,01
VLDL 0,62697
Controle x QL 0,92463
Controle x Susp 0,20833
Controle x QIN 0,75577
QL x Susp 0,21625
QL x QIN 0,70404
Susp x QIN 0,39076
Colesterol <0,001
Controle x QL 0,57568
Controle x Susp 0,18342
Controle x QIN <0,01
QL x Susp 0,10169
QL x QIN <0,001
Susp x QIN <0,05
LDL 0,55397
Controle x QL 0,58929
Controle x Susp 0,28577
Controle x QIN 0,69529
QL x Susp 0,17329
QL x QIN 0,97122
Susp x QIN 0,34184
Triglicerideos 0,64468
Controle x QL 0,95576
Controle x Susp 0,22330
Controle x QIN 0,93836
QL x Susp 0,24905
QL x QIN 0,90030
Susp x QIN 0,28352
indice Il de Castelli 0,48301
Controle x QL 0,91685
Controle x Susp 0,42028
Controle x QIN 0,31637
QL x Susp 0,44805
QL x QIN 0,39515

Susp x QIN 0,18706
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Tabela 2. Taxas diarias de HDL, VLDL, colesterol, LDL, triglicerideos e indice Il de Castelli e
coeficientes de determinacdo (R2) obtidos do sangue de coelhos alimentados com racédo modificada
com quefir durante 30 dias.

Variaveis Todos Controle QL Susp QIN
HDL

Taxas 0,04 0,04 0,10 0,15 0,34

R2 0,005 0,006 0,025 0,086 0,214
VLDL

Taxas 0,09 0,14 0,16 0,03 0,09

R2 0,020 0,220 0,220 0,077 0,140
Colesterol

Taxas 0,48 -0,08 -0,35 0,52 1,84

R2 0,045 0,003 0,028 0,072 0,336
LDL

Taxas 0,11 0,19 0,42 0,26 0,44

R2 0,003 0,022 0,051 0,021 0,019
Triglicerideos

Taxas 0,52 0,74 0,82 -0,15 0,67

R2 0,027 0,052 0,047 0,006 0,040
indice Il de Castelli

Taxas -0,002 -0,005 -0,007 0,010 -0,04

R2 0,001 0,006 0,006 0,019 0,049

Os valores de inclinacdo (Tabela 2) apresentam diferencas altamente
significativas entre si (p<0,001), excetuando-se a andlise entre as respostas de
quefir in natura e suspensdo, que resultaram em diferenca significativa (p<0,05,
Tabela 1). Assim , pode-se notar que o colesterol total dos animais tratados com
quefir in natura aumentou significativamente em relacdo aos demais. A Figura 1
apresenta uma representacao grafica desses resultados.

Os coeficientes de determinacdo (Tabela 2) para as retas de regressao do
grupo controle e dos tratados com quefir liofilizado e in natura apresentam valores
similares. Uma variabilidade maior de resposta entre os animais é notada apenas
nos tratados com suspensdo de quefir, onde se pode observar um valor negativo
para a taxa diaria de VLDL para o tratamento com suspensdo do probiotico,
indicando uma diminuicdo dos niveis de VLDL nestes animais (Tabela 2). No
entanto, ndo foi encontrada significancia estatistica para nenhuma diferenca de
inclinacdo de reta, donde se conclui que nenhuma forma de quefir teve influéncia

nos niveis de VLDL (Tabela 1). A Figura 1 ilustra tais resultados.
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Figura 1. Valores de taxas diarias de HDL (A), VLDL (B), colesterol (C), LDL (D), triglicerideos (E) e
indice Il de Castelli (F) (slope) obtidos para os quatro tratamentos com racdo modificada com quefir.

As barras verticais representam uma unidade de erro padrao dos dados.

Os resultados de LDL foram bastante semelhantes aos de VLDL. No entanto
os coeficientes de determinacdo das retas de regressdo foram todos baixos,
indicando, no geral, que houve muita heterogeneidade da amostra nas respostas de
concentragfes plasmaticas de LDL (Tabela 2).

Da mesma forma, os valores de taxas diarias dos teores de LDL (Tabela 2)
nao foram significativamente diferentes entre si (Tabela 1). Assim, podemos dizer
que nenhuma formulagéo de quefir alterou os niveis sanguineos de LDL nos animais
estudados. Estes resultados sdo também visualizados na Figura 1.

Os resultados de HDL foram semelhantes aos encontrados para colesterol
total, com os coeficientes de determinac¢éo reduzidos, excetuando-se o obtido para o
QIN. Nesse caso, 0s pontos adequaram-se a equacdo de reta em mais de 21%
(Tabela 2), concluindo-se ter havido um melhor ajuste dos dados para este grupo.
Os valores das taxas diarias de HDL (Tabela 2) foram significativamente diferentes
apenas quando os tratamentos foram comparados com o tratamento por quefir in

natura (Tabela 1). Assim, o valor de slope positivo apenas para quefir in natura
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indica que apenas este tratamento promoveu aumento dos niveis sanglineos de

HDL nos animais. A Figura 1 ilustra os valores apresentados.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que 0 arragoamento
suplementado com formulacdes distintas de quefir ndo influenciou o crescimento dos
animais (Kruskall-Wallis, P=0,064). Nao obstante, uma comparacédo entre o grupo de
animais que recebeu quefir em grédos (QIN) com o grupo controle indicou uma
diferenca significativa, com um maior consumo de ragao para 0S primeiros, por
ganho de peso (Mann-Whitney, P<0,05). Sob o ponto de vista da producdo animal,
esse resultado € indesejavel. No entanto, para o interesse da saude humana, um
ganho menor de peso corporal a ingestdo pode ser de interesse em propostas
terapéuticas para a obesidade. Os estudos de melhora de desempenho na criagéo
produtiva com administracdo de probidticos, de fato, ainda ndo podem ser
considerados suficientes para justificar tal investimento. Frizzas (1996) concluiu que
os beneficios do Bacillus subtillis para frangos de corte sdo muito poucos. Avila
(2000) teve sucesso na diminuicdo da incidéncia de diarréia em bezerros, mas nao
apresentou resultados finais de desempenho relevantes. Reque et al. (2000)
obtiveram resultados similares a de tratamentos com antibidticos para frangos
administrando Lactobacillus fermentum LPB.

Rossi (2001) chama a atencdo para o fato de que a dosagem de
microrganismos vivos a ser administrada para alcancar resultados satisfatorios deve
ser ainda esclarecida. Portanto, resta ainda analisar se a auséncia de resultados
neste sentido é devida a esta questao.

Os resultados da suplementacao dietética de quefir nas racdes preparadas
para os animais sugerem alguma influéncia, particularmente para a formulacdo de
quefir in natura, nas concentracdes séricas de colesterol e HDL. Por outro lado,
observou-se que ndo houve alteragéo significativa dos niveis de triglicerideos, VLDL
e LDL.

A principio, nota-se uma controvérsia nos resultados observados para
colesterol total e HDL, uma vez que o aumento do Ultimo estaria clinicamente
relacionado a diminuicdo do primeiro (SIMOES & LODI, 2003). Deve-se considerar
que os valores dos coeficientes de determinacdo foram mais altos para as anélises

de colesterol, sugerindo que os resultados deste estejam melhor ajustados a funcao
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linear que os de HDL. No entanto, o fato € que existiu uma resposta significativa de
aumento para ambos, colocando em duavida a afirmativa de que o quefir seria
benéfico para a prevencdo de dislipidemias e, consequentemente, para doencas
cardiovasculares.

A Figura 2 apresenta dados importantes para a discussao do comportamento
da concentracdo do colesterol total. Segundo Harris (1994), o nivel de colesterol
normal em coelhos oscila entre 10 e 80 mg/dL, a média variando entre 35 e 55
mg/dL. Visualizando-se as retas, observa-se que 0s animais nasceram com uma
grande variacdo nos teores de colesterol entre si. Além disso, ha uma tendéncia
geral de todos convergirem para valores proximos ao maximo esperado (80 mg/dL)
ao 30° dia do experimento. Nota-se, ainda, que a reta de regressdo do grupo que foi
tratado com quefir in natura incia-se num ponto bem abaixo daqueles dos demais
animais. Assim, poderia ser especulada uma tendéncia geral dos niveis
colesterolémicos se igualarem conforme as condi¢cdes ambientais do experimento.
Assim sendo, como 0s animais tratados com racdo suplementada com quefir in
natura estavam bem abaixo dos demais, o incremento no aumento acabou
resultando em uma concentracdo mais elevada ao 30° dia e, obviamente, um valor
de taxa diaria bem mais alto a analise estatistica. Esta observacdo poderia amenizar
o efeito adverso observado pelo quefir no que diz respeito ao colesterol total. Para
testar a validade dessa assertiva, um experimento similar com periodos maiores de
observacdo poderia ser conduzido a fim de se identificar um perfil quadratico na
distribuicdo dos dados de taxas diarias de colesterol total, o que corroboraria a
hipétese em questdo. Ha ainda que se considerar que todos os animais envolvidos
no experimento tenderam a apresentar niveis de colesterol acima da média
esperada, inclusive o grupo controle (SIMOES & LODI, 2003).

Se as premissas anteriores forem verdadeiras, ha que se analisar, de maneira
analoga, se o aumento de HDL n&o fora uma tentativa de defesa organica para o
aumento do colesterol. Assim, os maiores niveis de HDL, encontrados nos animais
tratados com quefir in natura, ndo seriam conseqiéncia da dieta administrada, mas
sim do sistema de homeostasia e imunomodulacdo dos animais participantes do
grupo. Corrobora esse sentido o fato de a elevagdo de HDL nao estar
estatisticamente relacionada com o aumento do colesterol (Figura 7, P=0,14). Isto
sugere um papel secundario para a HDL n&o propriamente correlacionado com a

esterificacao e o transporte de colesterol para o parénquima hepatico.
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Figura 2. Evolucéo da concentracao plasmatica de colesterol total nos diferentes tratamentos.

E passivel de discuss&o importante a forma de administracdo do quefir. Na
formulacdo das racfes, buscaram-se preparagcdes que conteriam biomassa de graos
proporcionalmente semelhantes nos tratamentos. No entanto, apenas o quefir in
natura induziu algum resultado. Sendo assim, tal fato parece indicar que qualquer
modificacdo biotecnolédgica (seja por resfriamento ou por separacdo de fases) no
probiotico o tornaria inativo. Outrossim, ha que se considerar que qualquer estudo
experimental com o quefir devera ser realizado com esta apresentacdo e,
consequentemente, qualquer aplicacdo de ordem clinica. De qualquer forma, todas
as racOes foram preparadas de maneira artesanal em laboratério, sofrendo efeitos
térmicos controlados para secagem. Ha que se considerar, portanto, um possivel
efeito deletério da temperatura empregada sobre as cepas microbianas constituintes
de quefir. Nesse caso, pode-se formular hipoteses sobre possiveis efeitos
prebioticos da racdo modificada.

Limitacdes dos métodos empregados e selecdo das amostras também devem
ser consideradas Os baixos coeficientes de determinacdo nas analises de regresséo
de todas as variaveis indicam que as unidades amostrais estudadas responderam
aos tratamentos de forma bastante diferente. Apenas foram considerados razoaveis
os coeficientes de determinacdo das variaveis que apresentaram testes de slope
significativos. E possivel, portanto, que esta ndo seja uma coincidéncia, e que, na
verdade, a amostra para o experimento fora insuficiente em numero, principalmente

para uma analise conclusiva do efeito do probiético sobre triglicerideos, LDL e VLDL.
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Outra fonte de variacdo dos dados obtidos pode ser também explorada. Os
métodos bioquimicos de determinacdo das variaveis estudadas limitaram-se a
apontar diretamente apenas HDL, triglicerideos e colesterol total. Os valores de
VLDL e LDL foram obtidos a partir de equacdes onde se tomavam os valores dos
trés primeiros para a estimativa dos dois ultimos. Assim, é possivel que alteracoes
em concentracdes de lipoproteinas estimadas ndo tenham sido identificadas devido
a utilizacéo de tais equacoes.

Ainda em relacdo ao método de estudo empregado, deve-se levar em conta
que todos os animais utilizados eram, a principio, saudaveis. Nenhuma inducéao de
dislipidemia fora provocada. Portanto, os resultados desta dissertacdo somente
devem ser considerados ao se discutirem medidas de prevencgdo, colocando em
davida seu valor para analise de potenciais terapéuticos.

Uma tentativa clinica de explicar o aumento de HDL e colesterol total é a
aplicacdo do indice Il de Castelli. Os resultados apontaram que nado houve
diferencas significativas entre os grupos nestes indices. A taxa de inclinacdo para o
grupo que recebeu quefir in natura foi negativa, indicando um aumento do HDL ou
diminuicdo do LDL. Por si s6, uma reducdo dos valores do indice ja indica uma
melhora no estado geral de saude do individuo. Assim, pode-se-ia deduzir que o
aumento do colesterol total ocorreu devido ao aumento do HDL.

Finalmente, devemos observar que os resultados da analise estatistica sao
incompativeis com quaisquer achados na literatura, no que diz respeito ao colesterol
total e ao HDL. Os achados de Oba (2000) mostraram que houve uma diminuicdo de
colesterol e triglicérides em poedeiras com suplementacdo de probioticos.
Outrossim, Frizzas (1996) encontrou um aumento da lipase pancreatica em frangos
recebendo probidticos, otimizando a digestdo. No entanto, se tal fato tivesse ocorrido
no presente experimento, esperava-se que os trigliceridios também respondessem
de maneira analoga, o que ndo foi observado. Rossi et al (2000) também
encontraram aumento de HDL ao estudar coelhos.

Rossi (2001), em sua revisdo sobre alimentos funcionais, afirma que os
resultados de probidticos de uma maneira geral sobre a colesterolemia séo
conflitantes e ainda ndo conclusivos. O autor enfatiza, ainda, que ndo ha uma
padronizacdo de métodos para os estudos neste campo e que ndo ha nenhuma
evidéncia sobre um possivel mecanismo de acdo. Rossi et al. (2000) observaram

reducdo de colesterol em coelhos ao administrarem probidticos. Toit et al. (1998)



37

observaram resultado semelhante em suinos. Em ambos os estudos nao foi
identificada reducado de triglicerideos. Ainda, os dois grupos de autores induziram
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia nos animais, especulando sobre efeitos

terapéuticos, diferentemente do presente trabalho.



38

6 CONCLUSOES

Os teores lipidémicos parecem ter oscilado a partir de variagdes ambientais e
amostrais. Algumas criticas metodoldgicas podem ser consideradas nesse ponto. A
andlise estatistica dos resultados permitiu tal inferéncia. No entanto, alguns
procedimentos metodolégicos podem ter influenciado nos resultados, tais como
ambiente de alocacdo dos animais, tamanho de amostra, manufatura das racfes e
equacdes de estimativa de algumas variaveis estudadas.

O quefir in natura interferiu no crescimento dos animais. Sob o ponto de vista
da producéo animal, os menores indices de crescimento nos animais que receberam
formulacbes a base de quefir in natura sdo indesejaveis. Porém, sob o olhar da
promocédo da saude, a indicagdo do probiodtico poderia significar uma alternativa nas
terapias para reducéo de peso.

A falta de uma resposta no crescimento dos animais alerta para o fato de nao
se justificar um investimento de produtores neste sentido. No entanto, a revisdo de
literatura indica que ainda ha controvérsias a este respeito. Outrossim, nenhum
estudo fora encontrado utilizando-se particularmente o quefir. A resposta positiva de
aves a probioticos, encontrada em alguns trabalhos, pode justificar estudos com o
quefir nesses animais.

O crescimento dos animais, bem como o0s teores plasmaticos de
triglicerideos, LDL e VLDL, ndo variaram durante o experimento. Nenhuma influéncia
estatisticamente significativa foi identificada no crescimento, LDL, VLDL e
triglicerideos.

Os teores plasmaticos de colesterol e HDL mostraram-se elevados com a
suplementacdo de fermentado de quefir no arracoamento. Dentre os resultados,
destaca-se 0 aumento das concentracbes plasmaticas de colesterol total e HDL.
Ambos somente foram observados quando foi administrado quefir in natura. Assim,
em relacdo a forma de administracdo do probiotico, pode-se especular sobre a
inativacdo das propriedades probidticas do quefir quando submetidos a processos
industriais, como separacéao de fases e liofilizacao.

O aumento nos teores de HDL ndo puderam ser mecanisticamente avaliados.

O aumento do colesterol coloca uma maior duvida sobre o uso do quefir em medidas
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preventivas de doencas cardiovasculares. No entanto, esse efeito profilatico poderia
ser alcancado levando-se em conta o aumento do HDL. Neste estudo nao fora
induzido nenhum nivel anormal na lipidemia dos animais para conclusdo de efeitos
terapéuticos. No entanto, a reducdo do indice Il de Castelli indica que apenas o
aumento do HDL deva ser considerado a conclusdo do estudo, ignorando-se o
aumento do colesterol. Assim, a reducdo do indice poderia servir como uma
ratificacdo da indicacdo do quefir in natura em medidas de promocéo da saude e
prevencao de doengas cardiovasculares.

N&do ha consenso na literatura cientifica sobre variacbes de colesterol e
lipoproteinas plasmaticas em nutricdo animal. A literatura revisada ainda ndo permite
conclusdes sobre os efeitos dos probidticos na lipidemia. Este estudo pode servir
para ressaltar que ainda h& muitas questdes a serem esclarecidas neste ambito,
invocando resultados até entdo ainda néao relatados, como o aumento do colesterol.

A falta de uma resposta no crescimento dos animais alerta para o fato de ndo
se justificar um investimento de produtores neste sentido. No entanto, a revisdo de
literatura indica que ainda h& controvérsias a este respeito. Outrossim, nenhum
estudo fora encontrado utilizando-se particularmente o quefir. A resposta positiva de
aves a probidticos encontradas em alguns trabalhos pode justificar estudos com o
guefir nesses animais.

Finalmente, pode-se concluir que ha necessidade de mais pesquisas para
esclarecer diversos pontos no que diz respeito as respostas lipidémicas ao uso de
probioticos. Especial atencdo deve ser dada ao estudo dos mecanismos
possivelmente envolvidos que justifiquem mais pesquisas experimentais. A
experimentagcdo, recomenda-se que amostras maiores sejam utilizadas, dada a
variacdo dos dados observados neste estudo e consequentes baixos valores de
coeficientes de determinacdo a andlise de regressdo. Os resultados obtidos,
principalmente relacionados ao colesterol, colocam em grande risco 0os estudos com
seres humanos. O atual perfil epidemioldégico mundial coloca as doencas
cardiovasculares como a principal causa de morte. Ha que se considerar que
especial cautela deva ser tomada nos delineamentos de estudos epidemiolégicos

com humanos, nesse sentido.
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