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RESUMO

A via de metabolismo do kefir ainda é desconhecida
em muitas funcdes, pois hia poucos estudos que a
evidenciam. Assim a proposta do presente estudo
¢ avaliar o efeito do kefir sobre os niveis séricos de
cortisol basal. Um Estudo experimental em que foram
utilizados 60 ratos, machos, wistar, peso de 180+30g,
sendo 20 animais de experimento por 07, 14 e 21dias,
divididos em Kefir 20g/200ml (GK); Dexametasona
0,125mg/kg (GD); Ranitidina 0,8Smg/kg (GR);
Omeprazol 0,68mg/kg (GO); Controle agua ad libitum
(GCO). Os resultados foram avaliados pelo Software
BioEstat 5.0, e para verificaciio do nivel de significincia
(0<5%) usou-se a ANOVA com o teste Tukey-kramer
e Bartlett’s test. Os resultados obtidos revelaram que
o cortisol basal (ng/dL) do sangue de 60 ratos (Rattus
norvegicus) submetidos ao tratamento, com D7 (P<0.05),
evidenciou no GR uma média representativa sobre os
demais grupos com 2.2075 pg/dl, e desvio padrio (SD)
de 0.4329 pg/dl. J4 em D14, as alteracées evidenciadas
foram relativamente minimas e pouco representativas,
com D21 quando relacionado o GO e GR (P<0.01),
ao que tange a relacdo entre 0 GK e o GD apresentou
diferencas significativas (P< 0,001). A média no GK foi
de 3,4 pg/dl com um SD de 0,3238 pg/dl sobre os demais
grupos experimentais, o GD apresentou niveis muito
baixos de cortisol com 0,0275pg/dl e o SD de 0,009574
pg/dl. Conclui-se que o Kefir, quando consumido em
doses continuas e diariamente, repercutiu na elevacao
dos niveis séricos de cortisol. Nao foi possivel estabelecer
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a via de mecanismo que tenha contribuido para tal,
entretanto, esse aumento ocorreu sem que os animais
sofressem qualquer tipo de dano, ou seja, os animais
submetidos ao tratamento com Kefir mostraram-se mais
vistosos, pelagem firme e com brilho, esbocando aspecto
saudavel.
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INTRODUCAO

O Kefir pertence a uma classe chamada probioticos,
que se caracteriza pela presenga de microrganismos vivos
capazes de afetar de forma benéfica seu consumidor.
Exercem fungdes satisfatérias a saude do hospedeiro
animal (Rossi, 2001; Otes & Cagindi, 2003; Schneedorf &
Anfiteatro, 2004).

Trata-se de uma bebida levemente acida, cujo pH
varia em torno de 4,2 e 5,5, dependendo do tempo de
fermentacdo, ¢ vem sendo utilizado ha milhares de anos,
cuja origem se deu na regido das montanhas do Caucaso
(Schneedorf & Anfiteatro, 2004). No final do século XIX,
tal bebida comegou a popularizar-se fora da Russia, através
de seu emprego em sanatdrios russos, no tratamento de
tuberculose e problemas gastrointestinais. Seu nome ¢
derivado do eslavo Keif que significa “bem-estar” ou
“bem-viver”.

A maneira mais simples de se conduzir o preparo do
Kefir ¢ de se permitir uma fermentagao em agua agucarada
ou leite em recipiente ndo metalico no qual se constitui
microscopicamente em mais de 40 cepas de bactérias e
leveduras, encapsuladas por uma matriz de polissacarideos
insoliveis que sdo secretados. O graos de Kefir sdo
compostos por algumas bactérias dos géneros Lactobacillus
sp, Lactococcus sp, Leuconostoc sp, Acetobacter sp e
Streptococcus sp, e leveduras dos géneros Kluyveromyces
sp, Candida sp, Sacharomyces sp e Torula SP (Schneedorf
& Anfiteatro, 2004).
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Faz saber que o kefir também possui propriedades
cicatrizantes verificadas com o uso de uma pomada a base
de Kefir em ratos albinos com ferida dorsal infectada por
Staphylococcus aureus. A cicatrizagdo foi observada de
maneira mais eficaz nos animais tratados com a formulagao
com Kefir (70%) (Rodrigues et al., 2005).

O presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos
do kefir sobre os niveis do cortisol basal na determinacao
do estresse.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo experimental, como parte
do projeto “Efeitos do Kefir na evolugdo e cura de tlceras
gastricas em ratos”, Protocolado no CEP da Universidade
Jos¢ do Rosario Vellano - UNIFENAS sob o Parecer
n®. 17A/2009, respeitando a Legislacdo Brasileira de
Animais de Experimentagdo, regulamentada pela Lei
Federal 6.638/1979 (Brasil, 1979). Todo o experimento
obedeceu aos principios éticos em experimentacdo animal,
preconizado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA, 1991).

Protocolo animal

Foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus)
brancos, da linhagem wistar, machos e adultos com
trés meses de vida, pesando 180 + 30g, provenientes
do Biotério, Central da Universidade José do Rosario
Vellano, na cidade de Alfenas-MG. Estes animais ficaram
sob observacdo diaria no Biotério de Pés Graduacao da
UNIFENAS, com iluminagdo ambiente, recebendo racdo
propria para roedores e agua ad libitum.

As lesdes gastricas por estresse foram induzidas
seguindo o método descrito por TAKAGI; OKABE (Takagi
& Okabe, 1968), em que cada rato ficou imobilizado em um
compartimento individual (tubo contensor), método descrito
por Basile et al. (1990) e a seguir imersos verticalmente, até
ao nivel da regido xifoide, em um reservatorio contendo
agua corrente a temperatura de 25°C (Cardoso; Pereira &
Carvalho, 2003) permanecendo por 6 horas apods terem sido
submetidos a um jejum de 12 horas.

Apds indugdo da ulcera os ratos foram acomodados
aleatoriamente em gaiolas devidamente identificadas (n=4)
iniciando o protocolo terapéutico.

Os gridos de Kefir utilizados no presente estudo
foram obtidos do laboratdrio de microbiologia do Professor
Fiorini da Universidade José do Rosario Vellano, onde
estiveram armazenados e congelados a -20°C. Para cultivo
foi seguido rigorosamente o protocolo experimental
garantindo a qualidade da bebida. Tal método de estocagem
vem garantir atividade microbiana por 7 a 8 meses
(Witthuhn; Cilliers & Britz, 2005).

Protocolo Terapéutico

Os animais foram divididos em 03 periodos
experimentais, cada periodo com 20 animais por
experimento, sendo submetidos previamente a indugdo da
ulcera gastrica por estresse (Cardoso; Pereira & Carvalho,
2003). Permaneceram sob observagao e tratamento por 07;
14 e 21 dias, divididos da seguinte forma:
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Grupo GK4 - quatro animais receberam Kefir
(20g/200ml Agua Filtrada) trocado a cada dois dias a
solugdo aquosa + ragdo propria para roedores.

Grupo GD4 - quatro animais receberam
dexametasona na dose de 0,125 mg/kg ao dia o que difere
da dose 1,25mg/kg/dia (Cupolilo et al., 2007), sendo
administrada uma vez ao dia por gavagem -+ agua ad
libitum + ragdo propria para roedores.

Grupo GR4 - quatro animais receberam Ranitidina
na dose de 0,85 mg/kg (Abrahao et al., 1999) uma vez ao
dia por gavagem + agua ad libitum + ragdo propria para
roedores.

Grupo GO4 - quatro animais receberam Omeprazol
na dose de 0,68 mg/kg (Abrahdo et al., 1999) uma vez ao
dia por gavagem + agua ad libitum + rag@o propria para
roedores.

Grupo CO4 — quatro animais representaram o grupo
controle e ndo receberam tratamento medicamentoso. Foi
oferecida agua ad libitum + ragdo propria para roedores. O
objetivo desse grupo foi observar, bem como comparar o
resultado com os outros animais em tratamento.

Foi utilizado para o experimento uma solugdo
aquosa do Kefir, fermentada por 48 horas, obtida através
do cultivo dos grdos em uma solug¢do de agucar mascavo
(produto comercial) e agua destilada na proporgao de 20 g
em 200 mL, em dois recipientes vitreos. Esta aliquota foi
mantida ap6s substitui¢cdo de nova solugo a cada dois dias,
mantendo assim a troca de forma intercalada, para que a
cada 24 horas houvesse solu¢ao suficiente para uso durante
os experimentos (Zolini, 2006).

Protocolo para coleta de sangue

Apds cada periodo do experimento os animais
foram submetidos a um periodo de jejum de 8 horas. Apos
esse periodo foram anestesiados com pentobarbital sddico
30mg/kg via intra-peritonial e procedida a coleta de sangue
por puncao intracardiaca (Amorim et al., 2002). O material
foi depositado em frasco sem anticoagulante e encaminhado
ao laboratorio Carlos Chagas da cidade de Alfenas-MG.
Apos proceder a centrifugagdo do material, encaminhou-se
aos laboratorios conveniados Balague Center em Sorocaba
(SP) ¢ ao Laboratério Alvaro em Cascavel (PR) para analise
bioquimica do cortisol basal, sendo empregado neste caso
o método o utilizado pelo laboratdrio para a analise das
amostras do cortisol que foi o de Quimioluminescéncia
(Cruz et al., 2012).

Protocolo de Eutanasia

A eutanasia foi realizada nos grupos, apos os animais
estarem seguramente anestesiados pela via intraperitonial
com pentobarbital sédico 30mg/kg (Amorim et al., 2002)
administrando uma superdosagem do mesmo composto
utilizado para o processo anestésico levando-os a uma
parada respiratoria seguida por parada cardiaca.

Analise Estatistica

Osresultados foram avaliados pelo software BioEstat
5.0 e para verificagdo do nivel de significancia (a<5%)
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utilizou-se a Analise de Varidncia (ANOVA) por meio do
Teste de Tukey-kramer e Bartlett’s test (Weschenfelder et
al.,2011; Snedecor & Cochran, 1989). Sendo os resultados
expressos em Média e Desvios-Padrao (SDs).

RESULTADOS

Os dados obtidos por meio dos experimentos foram
agrupados em tabela, sendo que os dados correspondentes
aos niveis de cortisol basal evidenciado através da analise
bioquimica foram submetidos a analise estatistica analitica,
por meio do software BioEstat 5.0 e aplicado os Testes
de Tukey-kramer e Bartletts test, por tratar de variaveis
numéricas, que compara a repartigdo dos dados em dois
ou mais grupos com a reparticdo esperada, com nivel de
significancia de 5%. Os resultados expressos em Média,
Desvio Padrdo (SDs) denotam os niveis de cortisol basal.

Foi possivel observar que com sete dias de
tratamento, o grupo GCO em relagdo ao GD apresentou
nivel de significancia consideravel com P<0,001, sendo
que o GK em relagdo ao GD apresentou significancia.
Assim como nos GR em relacdo ao GD e 0 GO com p<0,05
em que a diferenca ¢ evidenciada pelas médias obtidas
por meio dos dados extraidos dos exames laboratoriais
conforme Tabela 1.

Aos 14 dias do experimento ndo foram evidenciadas
diferencas  estatisticas  relevantes. As  alteracdes
evidenciadas nas médias podem ter sido influenciadas pelo
meio, o que possivelmente sofreu uma alteragdo ao acaso,
conforme Tabela 1.

Contudo, aos 21 dias de tratamento os grupos que
apresentaram diferengas estatisticas significativas foram
os animais pertencentes ao GK comparados aos animais
do GO com p<0,01, assim como foi possivel observar
tais diferengas entre os animais do GK e GR (p<0,01). As
diferencas evidenciadas podem ser observadas por meio
da analise das médias apresentadas nos respectivos grupos
conforme Tabela 1.

Tabela 1- Analise Bioquimica de Cortisol Basal (ng/dL) do sangue
de 60 ratos (Rattus norvegicus) submetidos a 7 (D7), 14(D14) e
21(D21) dias de tratamento com M¢édia e Desvio Padrio (SDs).

GRUPOS MEDIA SDs MEDIA SDs MEDIA SDs
(D7) (D7) (D14) (D14) (D21) (D21)

GK 2,0250 1,095 1,5225  0,7962 3,4 0,3238 °
GO 2,0925 0,4968 2 1,675 0,5671 1,4725 0,7053¢
GR 2,2075 0,4329 % 2,0725 0,6357 1,4775 0,371¢
GD 0,165 0,08185° 0,835 0,8908 0,0275 0,009574°
GCO 2,8 0,6868 ° 1,455 0,4240 2,5175 0,7821

D7: P<0,05° e P<0,001° GK-Kefir GD= Dexametasona

D21: P<0,001° e P<0,01¢ gg: g:ﬁ%ﬁ;ol %Cg;igomfole

DISCUSSAO

O aumento do valor de cortisol no sangue ¢ um
indicador muito utilizado para expressar condi¢cdes de
estresse fisico, ambiental e emocional (Morgan & Iwana,
1997; Wendelaar, 1997; Wells & Pankhurst , 1999). Diante
de situagdes de estresse o aspecto apatico ¢ possivel de
se evidenciar, todavia no presente estudo a elevagdo do
cortisol sérico observada claramente em dias seriados
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nos niveis sanguineos dos animais ndo corresponde a
um estresse aparente. Pois no monitoramento diario dos
animais durante o periodo experimental, visualmente eles
apresentaram-se mais vistosos, alimentando-se melhor,
sem aparentes disfunc¢des sistémicas na avaliagao fisica.

E precipuo ressaltar que os animais foram
submetidos a um estresse em dias que antecederam a coleta
de sangue (07,14, 21) para posteriormente serem tratados
com diferentes substancias quimicas com mecanismos de
acdo bem definidos.

Com base no mecanismo de agdo dos farmacos
escolhidos para o estudo, faz saber que os corticoides, dentre
eles a dexametasona, estdo sendo amplamente difundidos
em tratamentos que visam reduzir os danos causados pelo
acido cloridrico (HCl) ou mesmo agdo anti-inflamatoria,
pois seu mecanismo de agdo estd baseado no controle
fisiologico da expressdo do RNAm da COX2 (Kummer
& Coelho, 2002). Além da agdo anti-inflamatdria, esse
medicamento apresenta também acdo imunossupressora
(Finamor, Finamor & Muccioli, 2002).

Ja a ranitidina constitui um dos medicamentos
também amplamente utilizados, pois atuam como anti-
histaminicos, causa um aumento do pH géstrico devido ao
bloqueio dos receptores H2 da histamina (Abrahao, 1999).
Contudo, trata-se de um farmaco com possiveis ¢ diversos
efeitos colaterais tais como disfungdes hepaticas, alteracao
na contagem de células sanguineas, agranulocitose,
hipotensdo, bradicardia e aplasia de medula 6ssea, dessa
forma os riscos do seu uso continuo sdo bem evidentes
(Holtz, 2007).

Referente ao omeprazol, este é considerado uma
pro-droga e esta sendo utilizada na clinica por inibir a
atividade da bomba de prétons e com isto impede a redugdo
do pH gastrico (Bruni, 2000). Todavia, seu uso prolongado
tem sido associado ao desenvolvimento de gastrite atrofica
e tumores gastricos (Souza et al., 2002).

Contudo, o kefir mesmo utilizado ha muitos anos
ainda confere uma provocagdo no meio cientifico. Até o
presente momento ndo se conseguiu esclarecer a origem
evolutiva dos graos de Kefir. Mesmo com o aporte de todos
os componentes individualmente isolados da microbiota,
ndo foi alcangada em laboratdrio sua formagao espontanea.
Novos graos de Kefir so se originam da multiplicagdo e da
reparticdo de graos pré-existentes (Hafliger et al., 1991).
Considerando as expectativas do consumidor e a crescente
comercializagdo e consumo do produto na Europa
Ocidental, nos ultimos 100 anos de convivéncia com o
Kefir, a legislacdo e a jurisprudéncia ainda ndo se definiram
quanto a sua regulagdo e padronizagdo (Weis et al 1986).

No Brasil, embora ainda nao industrializado,
encontra-se referéncia ao Kefir na legislacdo de leites
fermentados. A resolu¢dao n° 5 de 13 de novembro de 2000
do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimentos
define o kefir como produto cuja fermentagdo realiza-se
com cultivos acido lacticos elaborados com graos de kefir
(Brasil, 2000). Bezerra et al. (1999) afirma que o kefir
vem conquistando adeptos em varias regides do pais. Sua
preparagdo, apenas em escala artesanal, resulta em um
produto com caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e
microbioldgicas ainda ndo bem definidas.

Faz saber que o cortisol basal conhecido por
“hormonio do estresse” ¢ liberado frente a um desequilibrio,
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como forma de estabelecer a homeostase no organismo. Para
tal, ele tem estreita relagdo com o eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal por meio do hormdnio adrenocorticotrofico.

Assim, ressalta-se em estudos que o cortisol exerce
o papel de modulador da homeostase basal, o que resulta em
respostas imunes, metabolismo intermediario e influéncia
no sistema cardiovascular; frente a um desequilibrio que em
situagdes de estresse pode ser patoldégico ao metabolismo,
ao crescimento, ao processo de regeneragdo tecidual e a
resposta imunologica (Venker et al., 2010; Breen & Karsch,
2000).

Pela analise dos dados, ¢ precipuo ressaltar que ao
aplicar o teste Bartlett's evidenciou que o grupo submetido
ao tratamento com dexametasona (GD) demonstrou
diferengas entre os SDs com nivel de significancia relevante
sobre os demais grupos do experimento (p=0,02), o que
sugere cautela em sua dosagem, pois mesmo com doses
minimas por sete dias pode levar a supressdo da glandula
supra-adrenal.

Para Cupolilo et al. (2007) o numero e gravidade
dos efeitos colaterais com o uso da dexametasona, propoe
uma terapia com mais cautela, sendo levado em conta os
riscos, contudo a opcao pela administragdo em dose unica
de glicocorticoide, mesmo elevada, ¢ de curta duragdo
que seja inferior a sete dias pode ndo desencadear efeitos
colaterais.

Faz saber que a acdo anti-inflamatoria e
imunossupressora dos corticoides deve-se a inibicdo da
liberacdo de mediadores quimicos como as IL-1B3, IL-6 e
IL-12, ¢ regulam o Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)
(Hong et al., 2009; Vinderola et al., 2005). Partindo desse
pressuposto, a elevacdo favorecida do cortisol sérico no
GK pode ter relagdo direta com a ag@o benéfica do kefir
como agente anticarcinogénico, e acdo anti-inflamatoria,
uma vez que estudos tem mostrado sua influéncia sobre as
interleucinas 1L-1f, IL-6 e IL-12.

Ao optar pelo kefir, considerou-se o fato de ser ele
um produto funcional, ou seja, com capacidade de modular
e influenciar os sistemas fisiolégicos, como na sintese ¢
liberacdo de cortisol, sem que isto pudesse comprometer
outras funcdes organicas (Sird et al., 2008).

Estudo tem demonstrado que os efeitos dos
probioticos sdo mediados pela ativagdo dos macrofagos,
elevagdo dos niveis de citocinas, assim como pela atividade
das células destruidoras naturais (NK-“natural killer”) e
pelas imunoglobulinas (Saad, 20006).

Contudo, pesquisas tém apontado algumas
dificuldades em relag@o a produgdo de graos de kefir devido
a complexidade de microrganismos que fazem parte de sua
constitui¢do, o que pode ser influenciado pela forma de
manipulacdo e estocagem (Fontan et al., 20006).

Diferentes populacdes de probidticos sdao usadas
em tratamento de carie, dermatites atdpicas, asma,
doenga inflamatdria do intestino, encefalopatia hepatica,
pancreatites, cancer do colon, porém com poucas evidéncias
cientificas (Carpuso; Fave & Morelli, 2008; Douglas &
Sanders, 2008).

Valores glicémicos no presente estudo ndo foram
monitorados, considerando ser um dado de complementacao
da persisténcia da elevagdo dos niveis de cortisol ¢ sua
influéncia quando animais sdo expostos a uma situagdo de
estresse.
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Com 14 dias de tratamento ndo foram observadas
alteragdes significativas no Cortisol Basal quando
comparado as drogas utilizadas. Pela ANOVA os dados ndo
sdo estatisticamente significativos (p-valor=0.1980), ou
seja, maior que 5%.

Por meio dos dados obtidos, com 21 dias de
tratamento pode ser estabelecido com mais precisdo que o
kefir em uso prolongado tem influéncia nos niveis séricos
de cortisol, quando comparado as médias obtidas pelos
demais grupos experimentais. Os niveis de cortisol, no GK
em relagdo ao GD, sdo estatisticamente significativos (p<
0,001), uma vez que no GD a média foi de 0,02pg/dl.

Dias et al. (2006) em estudo mostraram que o
desmame precoce e tradicional pode ocasionar um evento
de estresse e isto ¢ evidenciado pelo cortisol basal, uma vez
que com trés dias posterior ao desmame a média foi de 0,20
pg/dl e 0,84 pg/dl e com sete dias de 0,26 pg/dl e de 0,99
ug/dl, respectivamente.

Desta forma, reforga-se a teoria de que quanto mais
prolongado for o tratamento com corticoide, possivelmente
o individuo podera desencadear a supressdo da glandula
supradrenal, pois valores evidenciados no presente estudo
mostram como os niveis de cortisol basal em média
declinaram (Tabela 1).

Entretanto, no GK, assim como nos GO, GR e
GCO os niveis séricos de cortisol basal apresentaram
uma oscilagdo nos dias correspondentes ao experimento.
Contudo tais oscilagdes com elevacao evidente no GK,
ndo representaram alteracdes fisicas como sinais estresse,
ou seja, os animais ndo apresentaram redugdo da ingesta
alimentar e ou apatia comportamental, o que ficou evidente
no GD. Sendo no GD aos 21 dias do experimento um ganho
de peso em média de 5,5g, inferior aos demais grupos.

Diante do exposto, o estudo demonstrou que o
kefir, quando consumido em doses continuas diariamente
repercutiu na elevacdo dos niveis séricos de cortisol.
Entretanto, ndo foi possivel estabelecer a via de mecanismo
que tenha contribuido para tal, ja que esse aumento ocorreu
sem que os animais sofressem qualquer tipo de dano. Os
animais submetidos ao tratamento com kefir mostraram-
se mais vistosos, pelagem firme e com brilho, esbocando
aspecto saudavel.
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ABSTRACT

Basal serum cortisol in rats under treatment
with oral kefir

The metabolism pathway of kefir remains unknown
with regard to many functions due to the few studies
that have addressed this issue. The purpose of the
present investigation was to evaluate the effect of kefir
on basal serum cortisol. For such, 60 male Wistar rats
(Rattus norvegicus) weighing 180 + 30 g were allocated
to the following five groups: kefir group (KG) - 20
¢/200 ml; dexamethasone group (DG) — 0.125 mg/kg;
ranitidine group (RG) — 0.85 mg/kg; omeprazole group
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(OG) - 0.68 mg/kg; and control group (CG) — water
ad libitum. Evaluations were carried out on Days 7, 14
and 21 (20 animals per evaluation). Statistical analysis
involved ANOVA with the Tukey-Kramer test and
Bartlett’s test, with the level of significance set to 5%
(p < 0.05). All analyses were performed with the aid
of the BioEstat 5.0 program. At the Day 7 evaluation,
a significant increase (p < 0.05) in basal cortisol was
found in the RG (2.2075 £ 0.4329 pg/dL), whereas non-
significant changes were found at the Day 14 evaluation.
At the Day 21 evaluation, significant changes were found
in the OG and RG (p < 0.01). Moreover, significant
differences were found between the KG and DG (p <
0.001); mean cortisol level in the KG was 3.4 + 0.3238
pg/dL, whereas a very low cortisol level was found in
the DG (0.0275 £ 0.009574 pg/dL). Based on the present
findings, kefir leads to elevated serum cortisol when
consumed in continuous, daily doses. While it was not
possible to establish the mechanism that contributed
to this result, the increase occurred apparently without
causing harm, as the animals submitted to kefir had a
firm, shiny coat and appeared healthy.

Keywords: Kefir. Probiotics. Basal cortisol.
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