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RESUMO

ALMEIDA, THAIS COSTA. Efeitos do consumo de kefir de leite na lactacéo por ratas
Wistar sobre a microbiota do leite materno, microbiota e saude intestinal da prole
superalimentada no periodo neonatal. 2024. 80f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Biolégicas - Imunologia e Doengas Infecto Parasitarias) - Instituto de Ciéncias
Bioldgicas - ICB, Universidade Federal de Juiz de Fora, MG, 2024.

Os fatores ambientais, quando presentes em periodos criticos do
desenvolvimento, como a lactacédo, podem desempenhar um papel fundamental para
a saude durante a infancia e/ou vida adulta, o que é chamado de “programacao
metabdlica”. Nesse contexto, a ingestdo de probidticos como o kefir de leite, neste
periodo, pode resultar em efeitos benéficos na microbiota intestinal de
recém-nascidos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do consumo
de kefir de leite por ratas Wistar durante a lactacido sobre a microbiota do leite
materno e a microbiota e saude intestinal da progénie superalimentada no periodo
neonatal. Aqui, ratas Wistar lactantes e seus filhotes foram divididos em quatro
grupos: ninhada normal (NL), ninhada normal kefir (KNL), ninhada reduzida (SL) e
ninhada reduzida kefir (KSL), dependendo do tamanho da ninhada (NL: 10 ou SL: 3)
e o consumo de probiético. Os ratos foram alimentados diariamente por gavagem
com ragdo comercial + agua (NL e SL) ou ragdo comercial + probioticos (1,0 x 10®
UFC/mL). O peso corporal dos filhotes foi avaliado diariamente, tendo os grupos
superalimentados ganhado mais peso ao longo de 21 dias. O sequenciamento do
gene 16S rRNA do leite materno revelou a predominancia dos filos Proteobacteria,
Firmicutes e Actinobacteriota e algumas diferengcas nas abundancias de géneros
bacterianos foram observadas entre grupos. O sequenciamento da microbiota
intestinal da prole mostrou variagao na diversidade beta e os filos Bacteroidota,
Firmicutes, Proteobacteria e Campylobacterota foram os mais abundantes. Algumas
diferengas nas abundancias de géneros bacterianos da microbiota intestinal também
foram observadas entre grupos. Nao foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas na analise morfométrica das criptas intestinais entre os grupos, bem
como na analise da concentracdo de acidos graxos de cadeia curta nas fezes da

prole. Dessa forma, o consumo materno de kefir de leite durante a lactagao teve



efeitos positivos na microbiota intestinal dos filhotes, principalmente nos filos, e
observou-se uma possivel influéncia do tamanho da ninhada na microbiota do leite
materno. No entanto, um aspecto a ser considerado € o curto periodo de 21 dias, o
que indica a necessidade de realizar mais pesquisas para entender completamente

os beneficios potenciais do kefir de leite na microbiota e na saude intestinal.

Palavras-chave: programacgao metabdlica; lactagcao; probioticos; kefir.



ABSTRACT

ALMEIDA, THAIS COSTA. Effects of milk kefir consumption during lactation by Wistar
rats on the microbiota of breast milk, microbiota and intestinal health of overfed
offspring in the neonatal period. 2024. 80f. Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncias
Biolégicas - Imunologia e Doengas Infecto Parasitarias) - Instituto de Ciéncias
Bioldgicas - ICB, Universidade Federal de Juiz de Fora, MG, 2024.

Environmental factors, when present during critical periods of development, such as
lactation, can play a fundamental role in health during childhood and/or adulthood, a
phenomenon known as "metabolic programming." In this context, the intake of
probiotics like milk kefir during this period may result in beneficial effects on the
intestinal microbiota of newborns. Thus, the objective of this study was to evaluate
the effects of milk kefir consumption by lactating Wistar rats during lactation on the
microbiota of maternal milk and the gut microbiota and health of the overfed offspring
during the neonatal period. In this study, lactating Wistar rats and their offspring were
divided into four groups: normal litter (NL), kefir normal litter (KNL), small litter (SL),
and kefir small litter (KSL), based on litter size (NL: 10 or SL: 3) and probiotic
consumption. The rats were daily fed via gavage with commercial feed + water (NL
and SL) or commercial feed + probiotics (1.0 x 108 CFU/mL). The body weight of the
offspring was assessed daily, with the overfed groups gaining more weight over 21
days. Sequencing of the 16S rRNA gene in maternal milk revealed the predominance
of the phyla Proteobacteria, Firmicutes, and Actinobacteriota, with some differences
in the abundances of bacterial genera observed between groups. Sequencing of the
offspring's intestinal microbiota showed variation in beta diversity, and the phyla
Bacteroidota, Firmicutes, Proteobacteria, and Campylobacterota were the most
abundant. Some differences in the abundances of bacterial genera in the intestinal
microbiota were also observed between groups. No statistically significant differences
were found in the morphometric analysis of intestinal crypts between groups, as well
as in the analysis of short-chain fatty acid concentration in the offspring's feces.
Thus, maternal milk kefir consumption during lactation had positive effects on the
intestinal microbiota of the offspring, particularly at the phylum level, and a possible

influence of litter size on the maternal milk microbiota was observed. However, one



aspect to be considered is the short period of 21 days, which indicates the need for
further research to fully understand the potential benefits of milk kefir on the

microbiota and intestinal health.

Keywords: metabolic programming; lactation; probiotics; kefir.
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1 INTRODUGAO

Os fatores ambientais, especialmente os nutricionais, quando presentes em
periodos criticos do desenvolvimento, como gravidez, lactacdo e primeira infancia,
podem desempenhar um papel fundamental nesses periodos e influenciar a saude
durante a infancia e/ou vida adulta, podendo estar relacionados ao desenvolvimento
de Doengas Crdnicas Nao Transmissiveis (DCNTs). Inicialmente, esse evento foi
denominado “programacgédo metabdlica” (BARKER et al., 1993; AGOSTI et al., 2017;
ROSENFELD 2017; KOLETZKO et al., 2019; KORPELA et al., 2018). No entanto,
mais recentemente, tem sido definido como “Origens Desenvolvimentistas da Saude
e da Doencga” (Developmental Origins of Health and Disease - DOHaD), uma vez
que o ambiente pode atuar tanto negativa quanto positivamente na saude da prole e
nos desfechos de doengas posteriores (VIEIRA et al., 2018 ; ROSENFELD, 2017;
SOUZA; MOURA,; LISBOA, 2022; KOLETZKO et al., 2019).

As janelas de oportunidade sao fases sensiveis as conexdes neurais e podem
determinar o desenvolvimento do sistema nervoso central e de outros associados a
este. A lactacéo € o periodo de maior plasticidade e maturagdo de muitos érgéos e
sistemas e é uma janela pés-natal muito importante, pois qualquer alteragdo na
composic¢ao do leite materno pode comprometer a saude do recém-nascido. Fatores
externos presentes durante o periodo neonatal influenciam fortemente a composigao
da microbiota intestinal (MI). A M| apresenta maior flexibilidade de adaptagéo a
novas condicbes nesse periodo, se comparado as fases posteriores da vida
(THRIENE; MICHELS, 2023). Apesar do crescente numero de estudos, o0s
mecanismos de programagao e seu impacto em diferentes janelas permanecem
desconhecidos (SOUZA; MOURA; LISBOA, 2022; PICO et al., 2021).

Um modelo muito estudado de programacéo em roedores € a redugao do
tamanho da ninhada, que € um modelo de superalimentagao pds-natal precoce, pela
reducao do numero de filhotes na ninhada durante o periodo de lactagdo. Neste
modelo, no inicio da vida, a ninhada é reduzida para trés ou quatro filhotes por méae,
enquanto a ninhada de controle € mantida em oito a 12 filhotes por mae. Portanto,
uma ninhada pequena apresenta maior ingestdo de leite por filhote do que uma
ninhada de tamanho normal, pois o filhote apresenta auto-regulagao da saciedade
prejudicada, interrompendo a suc¢do quando seu trato gastrointestinal (TGI) esta

muito distendido. Devido a essa superalimentacao precoce, a prole superalimentada
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tem ganho de peso corporal acelerado e aumento da adiposidade antes do
desmame, com peso corporal 30% maior que a prole controle ao final da lactagcao e
durante a vida adulta (SOUZA; MOURA; LISBOA, 2022). Dessa forma, essa
intervencao tem efeitos sobre a disponibilidade de leite, peso corporal e também
sobre a Ml (GONZALEZ-HEDSTROM et al., 2020), como visto em um estudo
realizado por nosso grupo (BRASIEL et al., 2022).

A Ml é o conjunto de microrganismos que coexistem no intestino de um
individuo (MARTIN-PELAEZ et al., 2022). O estabelecimento inicial do microbioma
em bebés pode ser estruturado por uma combinagdo de genética do hospedeiro e
influéncias ambientais, como modo de parto, colonizacdo placentaria, tipo de
alimentagao infantil e dieta materna (ALVES et al., 2019). Evidéncias recentes
mostram que, apds o nascimento, o determinante mais importante da colonizagao
intestinal infantil é a lactacdo (RAUTAVA, 2016). A lactacao representa um periodo
em que a composicdo da microbiota pode ser modificada na mae e no
recém-nascido e a composi¢cao bacteriana do leite materno esta intimamente
relacionada com a dos bebés, indicando a existéncia da passagem de bactérias da
mae para o filho durante o processo de lactacdo (MARTIN-PELAEZ et al., 2022;
PICO et al., 2021; WANG et al., 2021; BERGMANN et al., 2014). A Ml também &
responsavel pela produgdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) através da
fermentagdo de carboidratos nao digeriveis (WANG et al., 2019; OLIVEIRA, 2014,
MORRISON; PRESTON, 2016). Os principais produtos sao o acetato, propionato e
butirato. Estes sdo importantes para a homeostase da glicose, fungdo imune e
integridade intestinal, sendo substratos importantes para manter o epitélio colénico
(MORRISON; PRESTON, 2016). Dessa forma, uma MI equilibrada ira contribuir na
producao dos AGCC e, consequentemente, na saude intestinal.

Tem sido sugerido que a ingestdo de probidticos (microrganismos vivos que,
quando ingeridos em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro), principalmente durante a lactagao, resulta em efeitos benéficos na Mi
dos recém-nascidos. Estas intervengcbes sdo mais eficazes quando a ingestdo se
inicia logo apos o nascimento, e se a intervengéo realizada na mae pode influenciar
a Ml da prole no inicio da vida, este periodo torna-se uma oportunidade para
melhorar a saude a curto prazo e na vida adulta (MARTIN-PELAEZ et al., 2022;
FAO/OMS, 2006; WANG et al., 2021; SINDI et al., 2021). Dessa forma, o kefir de

leite, bebida que contém microrganismos potencialmente probidticos, como as
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bactérias do acido-latico (BAL), e produzida de forma artesanal a partir da adigdo de
grédos de kefir ao leite (DIAS et al., 2016; DIMIDI et al., 2019), tem apresentado
efeitos positivos sobre a modulagao da MI (PELUZIO et al., 2021; AZIZI et al., 2021;
BOURRIE; WILLING; COTTER, 2016). Em estudo anterior do nosso grupo de
pesquisa, usando o mesmo modelo de programagao metabdlica, foi demonstrado
que o tratamento com kefir de leite foi capaz de reduzir o depdsito de tecido adiposo
e a inflamacdo da mucosa do coélon, melhorar a composicdo da Ml e diminuir a
carcinogénese colorretal (BRASIEL et al., 2022). Além disso, outros estudos também
mostraram diminuigdo da inflamagdo, observada por pardmetros histoldgicos, no
célon de ratos e camundongos suplementados com kefir ou bactérias presentes no
kefir (CARASI et al., 2014; LENOIR et al., 2016).

Nesse contexto, com esse trabalho, foi possivel determinar os efeitos do
consumo do kefir de leite em uma fase critica do desenvolvimento, e o seu impacto
na saude e microbiota intestinais da progénie ao final da lactagdo. Assim, pela
primeira vez, séo investigados os efeitos do consumo materno de kefir de leite
durante a lactagdo sobre a microbiota do leite materno e da M| de ratos

superalimentados no periodo neonatal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Programacgao metabdlica

A exposicao precoce da prole a um ambiente adverso durante periodos
criticos do desenvolvimento, como o periodo pré-natal e a lactagdo, pode aumentar
a suscetibilidade as DCNT ao longo da vida, como hipertensdo, doencgas
cardiovasculares, diabetes, obesidade, doengas alérgicas, doencas pulmonares
cronicas, doencas renais, deficiéncias neurocognitivas, doenca hepatica gordurosa
nao alcoodlica (DHGNA), sindrome metabdlica e alguns tipos de cancer (PAUL et al.,
2016; HSU; TAIN, 2019; PENKLER et al., 2019; WILLIAMS et al., 2014; SONG et al.,
2022; ZHOU; XIAO, 2018). A associagéo entre influéncias nutricionais, ambientais e
hormonais durante esses periodos criticos no inicio da vida e mudangas no
metabolismo na idade adulta € chamada de programagao metabdlica (MAIA et al.,
2014; CALATAYUD; KOREN; COLLADO, 2019; DOI; USUI; SHIMADA, 2022;
BARKER et al., 1993). A habilidade de um gendtipo gerar diversos fendtipos em
resposta a ambientes variados é chamada de plasticidade e ela atinge sua
expressao maxima durante o processo de desenvolvimento, representando um
processo adaptativo do ponto de vista evolutivo (HSU; TAIN, 2019). Uma espécie é
considerada bem adaptada e adequada em termos evolutivos quando consegue
sobreviver para se reproduzir, mantendo uma relativa consisténcia fenotipica ao
longo de varias geragbes (HOCHBERG et al., 2011; HSU; TAIN, 2019; SOLOMONS,
2009). A plasticidade € um fendmeno de transformagdo somatica adquirida e
irreversivel, proporcionando ao organismo uma maior adaptabilidade, funcionalidade
e sucesso ao lidar com condigdes ambientais ou desafios extremos (HSU; TAIN,
2019). Os ambientes mudam continuamente e uma espécie adapta o seu fenétipo ao
ambiente predominante, mesmo quando a mudanca ambiental & perturbadora ou
mesmo catastréfica (SOLOMONS, 2009).

Dentre as influéncias importantes nesse periodo, a alimentacdo materna tem
um papel de extrema relevancia no crescimento e desenvolvimento do feto. Sabe-se
que condi¢gdes nutricionais desfavoraveis durante a gravidez podem causar
alteragdes permanentes na estrutura e funcdo de orgdos especificos na prole,
alterando os processos de saude e doenga tanto a longo como a curto prazo, dada a
plasticidade dos 6rgaos em desenvolvimento (HSU; TAIN, 2019; CALATAYUD;

KOREN; COLLADO, 2019). As consequéncias desses impactos nutricionais sao
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variaveis e dependem de diversos fatores, incluindo o tipo de nutriente, a duragao e
intensidade da exposi¢do, a espécie, 0 sexo e as janelas de tempo criticas durante o
desenvolvimento em que esses estimulos sao aplicados (HSU; TAIN, 2019).

Por outro lado, a programagao metabdlica também pode gerar beneficios ao
longo da vida humana, e desempenhar um papel importante na prevencgao,
intervencao precoce e tratamento terapéutico (DOI; USUI; SHIMADA, 2022). Muitos
estudos em modelo animal mostram a possibilidade de reverter a programagao do
desenvolvimento de doengas em adultos por meio de intervengdes nutricionais
realizadas durante o periodo de plasticidade do desenvolvimento, a fim de oferecer
novas estratégias de reprogramacéo. Dessa forma, hoje esse fenébmeno é conhecido
como DOHaD, porque pbéde-se reconhecer que esse fendmeno esta relacionado
tanto a vida fetal quanto ao desenvolvimento posterior. Além disso, foi constatado
que o desenvolvimento afeta também a saude dos individuos na vida adulta, e nao
apenas o risco da aquisicdo de doengas (PENKLER et al, 2019). Entdo, ndo so6
efeitos negativos podem ocorrer no inicio da vida, mas estratégias para reverter os
processos de programacao também podem ser implementadas, evitando que o
fendtipo clinico de uma doenga se torne evidente (HSU; TAIN, 2019).

A base da teoria DOHaD pode ser explicada por meio da epigenética. A
epigenética representa um mecanismo molecular que modifica a expressédo genética
por meio de alteragdes quimicas no DNA, sem impactar as sequéncias genémicas.
Este processo é sensivel aos estimulos do ambiente, refletindo assim a interacao
entre fatores genéticos e ambientais (Figura 1) (DOI; USUIl; SHIMADA, 2022;
HOCHBERG et al.,, 2011). Embora nem todos os meios pelos quais a epigenética
pode ser influenciada sejam totalmente compreendidos, os dois principais
mecanismos que se destacam sdo as alteragbes nas proteinas associadas a
cromatina, que desempenham um papel estrutural para o DNA durante a transcrigao,
e alteragdes no nivel de metilagdo das bases nucleotidicas do DNA. Ambas as vias
de modulacdo da expressao genética por meio de alteragdes epigenéticas estao
intimamente associadas aos nutrientes, refletindo assim a dieta e o estado
nutricional (SOLOMONS, 2009; GRECH et al., 2021).



25

Conflicting
- post-natal .
Maternal Nutrition environment ~ corenary heart disease
Health * Obesity
Placental Stress + Type 2 Du:ibefes
Function : ;l:nper"tenslon
- : cer
Lifestyl
testyse - Psychiatric Disorders
Epigenomic
changes Permanent gene Phenotypic effects
? ? expression changes In later life

Z

Figura 1. O modelo epigenético das origens do desenvolvimento da doenca
(HOCHBERG et al., 2011).

Apesar dos avangos, ha ainda muito a ser compreendido sobre os
mecanismos de programagao metabdlica, embora a epigenética contribua para
esclarecer como a exposicao a fatores ambientais durante periodos criticos do

desenvolvimento resulta em alteragdes na vida adulta.
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2.2 Superalimentacao

O aumento alarmante da incidéncia global da obesidade e das complicagdes
de saude a ela relacionadas representa um desafio significativo para os sistemas de
saude em todo o mundo. Um dos fatores que contribuem para esse aumento € a
crescente prevaléncia da obesidade infantil, uma condicdo associada ao
desenvolvimento de complicagdes relacionadas a obesidade a longo prazo
(TEJERA-MUNOZ et al., 2023; SOUZA; MOURA,; LISBOA, 2022).

Nesse contexto, a epidemia global de obesidade pode n&o apenas estar
ligada ao padréo de alimentagao ocidental, mas também ao fato de que as geragdes
mais recentes estdo sendo expostas, durante fases cruciais de desenvolvimento, a
influéncias capazes de programar o organismo para o sobrepeso e a obesidade na
vida adulta. Essa programacao parece persistir mesmo quando a dieta € apropriada
apos esses periodos criticos (ARGENTE-ARIZON et al., 2016; BARKER, 2007;
COLLDEN et al., 2015; LONG et al., 2015; SPENCER, 2012).

Sendo assim, o0 modelo de redugao de ninhada € um método experimental
reconhecido para simular a superalimentagdo precoce em roedores, envolvendo a
reducdo do numero de filhotes das ninhadas durante o periodo de lactacdo. Neste
modelo, no inicio da vida, a ninhada é reduzida para trés ou quatro filhotes por méae,
enquanto a ninhada controle é mantida com oito a 12 filhotes por mae.
Diferentemente das maes roedoras que normalmente tém menos mamilos do que
filhotes, gerando competicdo pela amamentagao, no modelo de redugéo do tamanho
da ninhada, o numero de mamilos da mie é maior que o numero de filhotes,
eliminando essa competicdo. Isso resulta em uma ninhada pequena com uma
ingestao de leite por filhote aproximadamente 1,5 vezes maior que uma ninhada de
tamanho normal (SOUZA; MOURA; LISBOA, 2022). Essa diferengca pode ser
explicada pelo fato de que os recém-nascidos parecem ndo ter controle sobre a
quantidade de ingestao até o 14°-16° dia apds o nascimento. Dessa forma, quando
ha uma grande oferta de leite, os filhotes consomem a quantidade maxima que seus
estbmagos podem suportar. Esse consumo abundante pode resultar em
superalimentacdo, uma vez que o controle hipotaldmico no inicio da vida pds-natal
ainda ndo esta completamente desenvolvido (MCMILLEN; ADAM; MUHLHAUSLER,
2005; SEKAR; WANG; CHOW, 2017).

Além disso, a composicdo do leite das maes das ninhadas reduzidas é



27

modificada, apresentando maior teor lipidico e menores quantidades de proteina
(SOUZA; MOURA,; LISBOA, 2022). Devido a essa superalimentagcao precoce, a
prole superalimentada exibe um ganho acelerado de peso corporal e aumento da
adiposidade antes do desmame, apresentando um peso corporal 30% maior que a
prole controle ao desmame. Estudos experimentais relataram hiperfagia, maior
adiposidade corporal, niveis elevados de triglicerideos séricos, insulina e colesterol,
aumento da pressao arterial sistdlica, diminuicdo da contratilidade cardiaca e
resposta modificada a angiotensina Il, tanto no coragdo quanto nos vasos
sanguineos, além de modificacdo da MI na vida adulta da prole superalimentada,
caracterizando um fendtipo de sindrome metabdlica. Essas caracteristicas séo
resultado de modificacbes adaptativas em resposta a superalimentacdo precoce,
envolvendo alteragbes epigenéticas e hormonais em mecanismos centrais e
periféricos responsaveis pelo controle da ingestdo alimentar e do equilibrio
energético na idade adulta, o que favorece a obesidade (Figura 2) (BRASIEL et al.,
2022; GONZALEZ-HEDSTROM et al., 2020; TEJERA-MUNOZ et al., 2023; SOUZA;
MOURA; LISBOA, 2022).
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Figura 2. Efeitos da superalimentagdo precoce na vida adulta em descendentes
criados em ninhadas pequenas (SOUZA; MOURA; LISBOA, 2022).

Esse modelo € bem elucidado em animais, pois estes s&o importantes
ferramentas para a investigagdo dos mecanismos fundamentais da programagéo do
desenvolvimento. Roedores sao mamiferos que compartiiham semelhangas em
embriologia, anatomia e fisiologia com os humanos. A utilizagcdo desses animais
como modelo experimental tem contribuido significativamente para a ampliagao do
entendimento dos mecanismos da DOHaD. Os roedores apresentam vantagens
praticas e econbmicas na pesquisa, e o0 efeito da manipulagdo da prole pode ser
observado em curtos periodos de tempo (WILLIAMS et al., 2014; TAIN; HSU, 2022).
Ratos da linhagem Wistar sdo um dos mais utilizados em pesquisas e, quando
comparados com camundongos, possuem algumas vantagens, como O maior
tamanho, facilidade de manipulagao e a capacidade de possuirem maior resisténcia
a intervengdes externas. Além disso, a gestagao € mais prolongada (WILLIAMS et
al., 2014; TAIN; HSU, 2022). Dessa forma, ratos Wistar tém sido escolhidos com

frequéncia como modelo animal para estudos de programacao metabdlica.
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2.3 Lactagao

As janelas de oportunidade representam periodos sensiveis as conexodes
neurais e desempenham um papel crucial no desenvolvimento do sistema nervoso
central. Essas modificagcbes podem acarretar implicagbes de longo prazo em
processos fundamentais relacionados a disturbios metabdlicos
(RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2020; PICO et al., 2021). Assim, impactos durante
essas fases iniciais podem programar doencas ou prevenir alguma condicao ao
longo da vida. No entanto, a mesma intervengdo pode programar diferentes
fendtipos na vida adulta de acordo com a janela de programagdo. Mesmo com
diversos estudos na literatura abordando esse tema, os mecanismos de
programacao e seu impacto em janelas diferentes permanecem desconhecidos
(PICO et al., 2021).

A lactagcdo representa uma janela pds-natal de extrema importancia, e
qualquer modificacdo na composicdo do leite materno pode ter sérias implicacoes
para a saude do recém-nascido. Os desafios nutricionais e ambientais maternos
durante a lactagcdo afetam a composi¢cdo do leite e, portanto, a diferenciacao,
estrutura e fungdo dos d6rgédos da prole durante esse periodo
(RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2020). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
preconiza a alimentagao exclusiva com leite materno nos primeiros seis meses de
vida como medida para diminuir o risco de desenvolver condigdées como diabetes,
obesidade e hipertensao na vida adulta, entre outras. Ao contrario disso, periodos
prolongados de amamentagédo estdo associados a um menor risco de obesidade
infantil e também adulta (PICO et al., 2021; RAMOS-ROMAN, 2018).

O leite materno € o elo pds-natal mais importante entre a mae e o bebé e tem
sido considerado a melhor fonte de nutricdo para os recém-nascidos (RAMIREZ et
al, 2021; TIAN et al., 2023; PICO et al., 2021). O leite materno contribui para a
maturacéo fisiolégica e molecular de diversos sistemas, desempenhando um papel
crucial na maturagdo final dos 6rgaos e no desenvolvimento corporal do
recém-nascido. A composi¢ao do leite materno é afetada pela dieta materna, pelo
estado metabdlico materno e pela composigéo corporal da méae (PICO et al., 2021;
TIAN et al., 2023). Além dos macronutrientes (proteina, gordura e lactose),
micronutrientes (minerais e vitaminas), oligossacarideos, hormoénios e fatores

imunologicos, o leite materno contém uma microbiota e os microrganismos derivados
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do leite materno auxiliam na constru¢cdo de uma microbiota benéfica para os
neonatos (RAMIREZ et al, 2021; PICO et al., 2021). A composicéo do leite ndo é
homogénea em termos de conteudo nutricional e quantidade. Ela é dindmica e varia
conforme diversos fatores. Mesmo em um mesmo individuo, o volume e a
composicao do leite materno sofrem alteragdes de acordo com o estagio da lactagao
(colostro/leite maduro), a hora do dia e o curso da sucgdo (primeiro e ultimo leite),
entre outros aspectos. Além disso, ha variagdes entre individuos devido a fatores
genéticos, bem como em resposta a condicbes ambientais e maternas,
especialmente o estado metabdlico e os elementos dietéticos. Esse estado
metabdlico pode impactar ndo apenas a composi¢cao nutricional, mas também o
microbioma do leite (PICO et al., 2021).

O leite materno se destaca como o principal contribuinte para o
estabelecimento e desenvolvimento da MI da prole, proporcionando uma ingestao
diaria de quase um milhdo de bactérias originadas do leite materno, além de possuir
oligossacarideos que atuam como prebidticos, importantes no processo de
colonizacdo da MI. O tipo de leite também exerce influéncia na diversidade da Ml
dos bebés, resultando em diferencas significativas na composicdo entre aqueles
alimentados exclusivamente com leite materno e os alimentados com férmula,
conforme evidenciado por diversos estudos epidemioldgicos (PICO et al., 2021;
TIAN et al., 2023; MARTINEZ-OCA et al., 2023).

As origens das bactérias presentes no leite materno ainda nao foram
completamente esclarecidas, e essas bactérias podem provir da pele materna, da
cavidade oral do bebé, do ambiente circundante e do intestino materno. Atualmente,
a cavidade oral neonatal e o TGl materno sao considerados as duas principais
fontes de microrganismos presentes no leite. Pesquisadores propuseram a "hipotese
da transferéncia enteromamaria" (Figura 3) e a "hipotese da transferéncia de fluxo
retrogrado” (Figura 4) para explicar a origem da microbiota no leite humano. A
hipétese da transferéncia enteromamaria sugere que 0s microrganismos
provenientes da méae se associam a IgA no intestino, formando um complexo IgA+.
As células plasmaticas IgA+ migram para o tecido mamario através das placas de
Peyer intestinais (PPs), liberando microrganismos e secretando IgA. Dessa forma, os
recém-nascidos que sdo amamentados adquirem nao apenas nutrientes, mas
também microrganismos presentes no leite. Esses microrganismos podem colonizar

o intestino neonatal. Ja a hipotese de transferéncia de fluxo retrégrado, propde que a
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microbiota da pele materna, da cavidade oral fetal e do ambiente, entre na glandula
mamaria materna durante a lactagdo, compondo assim a comunidade microbiana do
leite (TIAN et al., 2023).
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Figura 3. Hip6tese da transferéncia enteromamaria. PPs = Placas de Peyer; IgA =

Imunoglobulina A; plgR = Receptor de imunoglobulina polimérica (TIAN et al., 2023).

- . ﬁ Maternal skin

[ Yo%)
| e Inf | cavi
) Jp - > nfant oral cavity
s Milk T

— . microbiota

— Peripheral environment

Figura 4. Hipdtese da transferéncia de fluxo retrogrado (TIAN et al., 2023).
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2.4 Microbiota intestinal

O organismo humano abriga trilhbes de células microbianas cujas acdes
coordenadas desempenham um papel crucial na vida humana (MILANI et al., 2017,
PEREZ-MUNOZ et al., 2017). Cada regido do organismo possui seu microbioma
especifico, sendo colonizada por diferentes microrganismos como bactérias, virus,
fungos e arqueas, cada um com seu papel na manutengdo de um microbioma
saudavel (WAITZBERG; ROCHA; ALMEIDA, 2021).

A Ml é o conjunto de microrganismos que residem no intestino e possui
composicao e quantidade variadas dependendo da porg¢ao do TGI. A quantidade de
microrganismos aumenta ao longo do TGI, com concentragdo minima no estdbmago
e maxima no colon (Figura 5). Além disso, os microrganismos variam ndo soO
longitudinalmente, mas também de acordo com a camada intestinal, possuindo
maior diversidade no lumen e menor diversidade no epitélio (Figura 5). Essa
microbiota se desenvolve ao longo da infancia do hospedeiro, partindo de uma
composic¢ao inicialmente diversa e heterogénea durante os primeiros dias de vida,
para uma comunidade menos diversa e semelhante a dos adultos, por volta dos dois
a trés anos de idade (Figura 5) (MILANI et al, 2017; WAITZBERG; ROCHA;
ALMEIDA, 2021; SCHWAB, 2022).
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Figura 5. Colonizagdo microbiana longitudinal e transversal do TGl (WAITZBERG,;
ROCHA; ALMEIDA, 2021).

No momento do nascimento, a microbiota € predominantemente aerdbica. No
entanto, em poucos dias, o ambiente intestinal passa a ser anaerdbico, promovendo
o crescimento de bactérias como Bifidobacterium. Este género torna-se dominante
no intestino do lactente durante os primeiros meses de vida (LONIEWSKI et al.,
2022; BEZIRTZOGLOU, 1997; EDWARDS, 2017; MOHAJERI et al., 2018). Uma
microbiota saudavel €& dominada principalmente por dois filos: Firmicutes e
Bacteroidota, que somados correspondem a cerca de 80% do total (WAITZBERG;
ROCHA; ALMEIDA, 2021).

A Ml desempenha fungdes fisioldégicas importantes, como auxiliar o
hospedeiro na absor¢cdo de gorduras e vitaminas lipossoluveis, na digestdo de
carboidratos complexos e polissacarideos vegetais, bem como na participacdo em
atividades relacionadas ao metabolismo dos acidos biliares. Além disso, a Ml
desempenha papéis essenciais na preservagao da barreira epitelial intestinal, na
regulacdo da permeabilidade intestinal, no estimulo a maturagao do sistema nervoso
entérico, no desenvolvimento da imunidade inata e na regulagdo da imunidade
adaptativa (ZHOU; XIAO, 2018).

Estudos realizados em modelos animais e seres humanos indicam que o
processo de colonizagdo microbiana desempenha um papel relevante nos estagios
iniciais da vida, visto que esse periodo representa uma fase crucial para o
desenvolvimento imunolégico e fisiologico (PEREZ-MUNOZ et al., 2017). A lactagéo
€ o principal contribuinte para colonizagdo da MI através do leite materno, porém
diversos fatores também impactam a colonizagcdo da MIl, como o modo de parto,
idade gestacional, microbiota materna, método de alimentagao infantil e a exposigao
a antimicrobianos (GRECH et al., 2021; TIAN et al., 2023; BEZIRTZOGLOU, 1997;
EDWARDS, 2017; MOHAJERI et al., 2018; RAUTAVA, 2016).

Assim como existem fatores que favorecem a formacdo de uma microbiota
saudavel em recém-nascidos, como o parto vaginal, o nascimento a termo, a
amamentacdo e a exposigdo a diversos microrganismos, existem fatores que
impactam negativamente na diversidade e composi¢cdo da MI na prole, como a
cesariana, o nascimento prematuro, o uso de féormula infantil e a exposi¢cao a

antimicrobianos. Bebés prematuros tendem a apresentar uma colonizacao tardia da
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Ml com Bifidobacterium e tém uma alta prevaléncia de Enterobacteriaceae,
Staphylococcus e Enterococcaceae (COLLADO et al., 2014; RODRIGUEZ et al.,
2015).

Em individuos saudaveis, a microbiota residente do intestino mantém uma
relacao de equilibrio com o hospedeiro. Diversos fatores tém o potencial de provocar
alteragdes no equilibrio da microbiota, resultando na perturbacdo da homeostase
intestinal e no surgimento do que é chamado de estado de disbiose. A interpretacéo
exata da disbiose € controversa, devido a auséncia de uma descrigao precisa de
uma microbiota considerada "normal" ou “saudavel". A disbiose geralmente esta
associada a efeitos prejudiciais e pode acarretar consequéncias a longo prazo,
contribuindo para disturbios ou doencgas, tais como obesidade, diabetes e doenca
inflamatadria intestinal (MILANI et al., 2017).

A MI também é responsavel pela producdo de AGCC através da fermentagao
de carboidratos ndo digeriveis (WANG et al., 2019; OLIVEIRA, 2014; MORRISON;
PRESTON, 2016). Durante a gestagao, as alteragbes no microbioma intestinal
resultam em variagdes nos niveis de AGCCs (TANG; MARROQUIN, 2022; YU et al.,
2022; SCHWAB, 2022). Estudos tém evidenciado que os AGCCs desempenham um
papel na regulagdo da homeostase da glicose, no metabolismo lipidico e na resposta
imunoldgica. Além disso, ja foi demonstrado que esses compostos melhoram a
integridade da barreira intestinal e fortalecem a fungdo imunolégica da mucosa.
Entre os AGCCs mais abundantes estdo o acido acético, o acido propiénico e o
acido butirico, sendo este ultimo a principal fonte de energia para os colondcitos
(PINTO et al., 2023; YU et al., 2022). Estes representam aproximadamente 80% de
todos os AGCC (NOGAL; VALDES; MENNI, 2021). Os AGCC que nao agem como
fonte de energia para os colonécitos sao imediatamente incorporados na veia porta
hepatica por mecanismos de transporte passivos e ativos e contribuem para o
funcionamento ideal de varios 6rgaos (MACHATE et al., 2020). Os efeitos benéficos
dos AGCCs produzidos pela Ml estdo resumidos na Figura 6 (MACHATE et al.,
2020).
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Figura 6. O papel da microbiota intestinal na producé@o de acidos graxos de cadeia
curta e seus beneficios para a regulacdo da fisiologia humana. t+ = aumento
significativo; | = diminuicdo significativa; - = desempenho estavel; C3 = propionato;
DCV = doengas cardiovasculares (MACHATE et al., 2020).

A maior parte dos carboidratos nao digeridos sofre fermentagéo no ceco e no
célon ascendente, enquanto a absor¢do dos AGCCs ocorre ao longo de todo o
célon. Observa-se uma correlagdo negativa entre as concentragées de AGCCs e o
pH. Nas regides do ceco e colon ascendente, onde o pH & aproximadamente 5,6,
registram-se as concentragées mais elevadas de AGCCs, enquanto no sigmoide e
reto, com pH mais elevado (aproximadamente 6,6), as concentragcbes de AGCCs
sdo mais baixas. No cdlon, acetato, propionato e butirato sdo encontrados em uma
proporcao aproximada de 3:1:1, respectivamente (NOGAL; VALDES; MENNI, 2021;
MACHATE et al., 2020; JIANG et al., 2020; PORTINCASA et al., 2022).

Bactérias pertencentes ao filo Firmicutes possuem capacidade de produzir
butirato e este papel € crucial na preservagao da integridade da barreira epitelial

intestinal (ZHOU; XIAO, 2018). Dessa forma, a redug&o nos niveis circulantes de
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butirato pode resultar no aumento da permeabilidade intestinal, facilitando a
transferéncia microbiana do conteudo intestinal para a corrente sanguinea, e
provocando um desequilibrio da Ml (TANG; MARROQUIN, 2022). Outros
microrganismos, como o0s pertencentes aos géneros Bacteroides, Lactobacillus,
Clostridium, Prevotella e Akkermansia, também foram descritos como importantes
produtores de AGCC, principalmente acetato, propionato e butirato (GUIMARAES et
al., 2020).
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2.5 Kefir de leite

Tem sido sugerido que a ingestdo de probidticos resulta em efeitos benéficos
na Ml dos recém-nascidos (MARTIN-PELAEZ et al., 2022). Um exemplo de produto
com caracteristicas probitticas € o kefir de leite, uma bebida fermentada, produzida
artesanalmente através da adicéo de graos de kefir ao leite, que teve sua origem nas
montanhas caucasianas da Russia (MAGALHAES, 2008; DIAS, 2016). Os graos de
kefir apresentam uma matriz composta por polissacarideos e proteinas. Nessa
matriz, coexistem BAL, bactérias acido-acéticas e leveduras, formando uma
associagéo simbiotica (MAGALHAES, 2008; CAETANO; MONTANHINI, 2014; ROSA
et al., 2017, BENGOA et al., 2018; LEITE et al., 2013). A presenca de
microrganismos no kefir varia de acordo com a origem e o armazenamento dos
graos, a duracao de sua utilizagcdo, a composi¢ao quimica do leite, a temperatura de
fermentagdo e a tecnologia empregada em sua manipulacdo (MAGALHAES, 2008;
BENGOA et al., 2018).

O kefir de leite é considerado um alimento probiético. O termo probiético, de
acordo com a OMS, se refere a “microrganismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas conferem algum beneficio para a saude” (FAO; WHO,
2006). Os microrganismos mais comumente identificados nos gréos de kefir de leite
incluem BAL dos géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc e Streptococcus;
bactérias acido-acéticas do género Acefobacter; e leveduras dos géneros
Kluyveromyces e Saccharomyces (DIAS, 2016; ROSA et al., 2017; BENGOA et al.,
2018; LEITE et al., 2013). O kefir de leite utilizado no presente estudo foi
previamente analisado quanto a composi¢ao microbiana por sequenciamento e os
principais géneros bacterianos encontrados foram Lactococcus, Bacteroides,
Prevotellaceae NK3B31_group, Pseudomonas, Acinetobacter e Lactobacillus
(BRASIEL et al., 2021).

Estudos evidenciam que o consumo regular de kefir de leite pode gerar
beneficios para a saude, tais como melhora da digestao da lactose (HERTZLER;
CLANCY, 2003; DE VRESE; KELLER; BARTH, 1992), efeitos antimicrobianos
(RODRIGUES et al., 2005; YERLIKAYA, 2019), efeitos na modulacédo do sistema
imunoldgico (VINDEROLA et al., 2005; CARASI et al., 2015), redugéo do colesterol
(GUO et al., 2011; ZHENG et al., 2013), propriedades antioxidantes (LIU et al., 2005;
GAMBA et al., 2020), efeitos anti-alérgicos (LEE et al., 2007; HONG et al., 2010),



38

aceleracdo do processo de cicatrizacdo (RODRIGUES et al., 2005), acbes
anti-inflamatoérias (LEE et al, 2007; RODRIGUES et al, 2005), potencial
anticarcinogénico (LIU et al., 2002; CEVIKBAS et al., 1994) e modulacdo da Ml
(MARQUINA et al., 2002). Recentemente, nosso grupo de pesquisa evidenciou que
o consumo materno de kefir de leite durante a lactagdo, com continuo consumo de
kefir de leite pela prole durante a puberdade, foi capaz de reduzir o depdsito de
tecido adiposo e a inflamagao da mucosa do célon, melhorar a composi¢ao da Ml e
diminuir a carcinogénese colorretal (BRASIEL et al., 2022).

Assim, nossa hipdtese é de que o consumo materno de kefir de leite durante
a lactagdo pode modular a microbiota do leite materno, e consequentemente a da

prole ao desmame, com repercussao na saude intestinal precoce.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do consumo de kefir de leite por ratas Wistar durante a
lactacdo sobre a microbiota do leite materno e seu impacto na microbiota e saude

intestinal da progénie superalimentada no periodo neonatal.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o estado nutricional da prole durante a lactacao;

- Determinar a microbiota do leite materno de ratas Wistar ao final da lactagao
(21 dias);

- Analisar a microbiota intestinal da prole de ratas Wistar com 21 dias de idade;

- Determinar a concentragdo dos AGCC no conteudo fecal da prole de ratas
Wistar com 21 dias de idade;

- Avaliar parametros histolégicos da mucosa do intestino grosso da prole de

ratas Wistar com 21 dias de idade.
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4 METODOLOGIA

4.1 Modelo experimental

Todos os procedimentos seguiram os preceitos éticos para o uso e cuidado de
animais experimentais, tendo sido o projeto aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Proé-reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de Juiz
de Fora (UFJF) (n°21/2016) (Anexo A).

Ratas Wistar (Rattus norvergicus, albinus) com trés meses de idade, 200 a
250 gramas, nuliparas, mantidas em gaiolas de plastico em biotério com temperatura
(22£2°C), umidade (55+10%) e ciclo claro-escuro (07-19h) controlados, foram
acasaladas na proporcao de trés fémeas para um macho e tiveram livre acesso a
ragao comercial e agua filtrada. Os animais foram obtidos no Centro de Biologia da
Reprodugao da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Um dia
apos o nascimento dos filhotes, as ninhadas foram ajustadas para dez ou trés
filhotes para cada mée, e as ratas com suas respectivas ninhadas foram
aleatoriamente divididas em quatro grupos experimentais (Figura 7):

1) Grupo “Normal Litter” (NL): cuja ninhada foi ajustada para 10 filhotes e a
rata lactante recebeu ragdo comercial + administracdo de agua (1 mL/dia) por
gavagem uma vez ao dia durante a lactacao (n=5).

2) Grupo “Kefir Normal Litter” (KNL): cuja ninhada foi ajustada para 10 filhotes
e a rata lactante recebeu racdo comercial + administracdo de kefir de leite (1 mL/dia
- 1,0x10® UFC/dia) por gavagem uma vez ao dia durante a lactagdo (n=5).

3) Grupo “Small Litter” (SL): cuja ninhada foi ajustada para trés filhotes e a
rata lactante recebeu ragdo comercial + administracdo de agua (1 mL/dia) por
gavagem uma vez ao dia durante a lactacao (n=5).

4) Grupo “Kefir Small Litter” (KSL): cuja ninhada foi ajustada para trés filhotes
e a rata lactante recebeu ragdo comercial + administracdo de kefir de leite (1 mL/dia

- 1,0x10® UFC/dia) por gavagem uma vez ao dia durante a lactagédo (n=>5).
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Kefir - Kefir
1,0 x 10° UFC/dia Agua 1,0 x 10° UFC/dia

Lactacdo
(até 21 dias)

NL KNL SL KsL

Figura 7. Modelo experimental.

A via de administragdo do kefir de leite e a quantidade a ser utilizada foram
determinadas com base em estudos que demonstraram que essa dosagem é
considerada segura e proporciona efeitos benéficos (ROSA et al., 2017). E
importante destacar que a quantidade de unidades formadoras de col6nias (UFC)
utilizada foi aprovada pela legislacdo atual (BRASIL, 2008) como tendo agdo
probidtica.

Durante a lactagao, as ratas receberam ragdao comercial (Nuvilab®, Parana,
Brasil) e agua ad libitum. Ao final da lactag&do (21 dias) foi coletado o leite das ratas
lactantes por extracdo manual. Para estimular a descida do leite, cada mae foi
separada de sua ninhada duas horas antes da ordenha e administrada uma dose
unica intraperitoneal de ocitocina. Foi administrado 1 mL de ocitocina para cada
animal, na dose de 5 Ul (FRANCO et al., 2012) e, em seguida, as ratas e suas
respectivas proles foram eutanasiadas com dose letal de quetamina (90 mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg), apos jejum de 8 horas. Foram coletadas amostras de célon, bem
como as fezes do ceco da prole. O leite materno e as fezes foram armazenados a

-80°C e os tecidos intestinais foram fixados em formol para futuras analises.

4.2 Obtencao e preparo do kefir de leite

A producao do kefir de leite ocorreu pela adicao direta dos graos de kefir ao
leite pasteurizado integral. Os gréos de kefir utilizados foram provenientes de uma
cultura familiar disponivel no Laboratério de Bioquimica Nutricional do Departamento
de Nutricado e Saude da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Para

o cultivo, foi seguido rigorosamente o protocolo experimental, para garantir a
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qualidade do kefir de leite fornecido aos animais. Os grdos de kefir previamente
congelados a -20°C foram ativados e cultivados diariamente durante o periodo de
tratamento dos animais. Os graos foram inoculados na proporcéo de 1:10 em leite
pasteurizado integral (Benfica®, Juiz de Fora, MG, Brasil), em recipiente de vidro
esterilizado, e mantidos em estufa a 25°C+ 2°C, durante 24 horas, em atmosfera
aerobia. Em seguida, os grdos foram separados do leite fermentado utilizando-se
uma peneira e lavados com agua destilada, seguindo procedimentos de assepsia.
Os graos retidos na peneira foram novamente inoculados no leite, repetindo-se
essas etapas ao longo de todo o periodo de tratamento, conforme ilustrado na
Figura 8. O leite fermentado fresco foi ofertado aos animais (BRASIEL et al., 2020;
OTLES; CADINGI, 2003; ROSA et al., 2017; ALMEIDA; BRASIEL; LUQUETTI,
2022).

Inoculagdo dos graos de kefir no leite
/,/:> integral pasteurizado (1:10)

[ Incubacgio por 24h a temperatura de 25 £ 2°C J

4

Separacdo dos grdos de kefir do leite
fermentado por meio de tamisagem

; Leite fermentado =
[ Gréos de kefir J <:::> [ Kefir de leite integral J

Figura 8. Preparo do kefir de leite (ALMEIDA; BRASIEL; LUQUETTI, 2022).

4.3 Contagem microbiolégica do kefir de leite

Durante todo o tratamento dos animais, a contagem de BAL totais do kefir de
leite foi realizada periodicamente, a cada dois dias, garantindo a oferta da numero
adequado de BAL aos animais (ALMEIDA; BRASIEL; LUQUETTI, 2022). A

contagem de BAL foi conduzida utilizando o método de plaqueamento em superficie,
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empregando a técnica de microgotas com diluigbes decimais em série (IBBA;
ELASKY, 2016). Na superficie de cada placa contendo o meio agar de Man, Rogosa
e Sharpe (MRS) (Merck, Darmstadt, Alemanha), foram inoculados 20 uL das
diluicdes decimais 10, 10, 10 e 107 do kefir de leite. As placas foram incubadas a
37°C por 24-48h em estufa para a contagem de UFC. A partir da formula: (média
final da contagem de UFC x fator de diluicdo)/aliquota utilizada para o
plagueamento, determinou-se a quantidade de UFC/mL do kefir de leite (BRASIL,
2003). A contagem de BAL foi mantida em 1,0x10®8 UFC/mL (ALMEIDA; BRASIEL;
LUQUETTI, 2022), atendendo assim aos padrées propostos pelo 6rgao internacional
Codex Alimentarius (WHO, 2011).

Também foi realizado o sequenciamento do gene 16S rRNA da microbiota do
leite fermentado utilizado no tratamento das ratas, para definir as comunidades
bacterianas presentes no kefir de leite (BRASIEL et al., 2021). Os principais géneros
bacterianos encontrados foram Lactococcus, Bacteroides,
Prevotellaceae_ NK3B31_group, Pseudomonas, Acinetobacter e Lactobacillus
(BRASIEL et al., 2021).

4.4 Avaliagao do estado nutricional da prole de ratas wistar

A massa corporal da prole foi acompanhada diariamente durante os 21 dias

de lactacao através da pesagem dos animais em balanga analitica.

4.5 Caracterizagdo da microbiota do leite materno e da microbiota intestinal da

prole

Para a analise das microbiotas do leite e do intestino, o DNA gendmico total
foi extraido das amostras de leite e de fezes dos grupos NL (n =5), SL (n = 5), KNL
(n =5) e KSL (n = 5) através do kit de extragdao de DNA genémico (MagaZorb® DNA
Mini-Prep Kit, Promega), conforme instru¢cées do fabricante. O DNA foi inicialmente
avaliado pela razdo 260/280nm com o NanoDrop 1000 espectrofotdmetro (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA).

O sequenciamento de 16S rRNA de alto rendimento foi realizado para cada
amostra pela empresa GenOne Biotechnologies (Rio de Janeiro, Brasil). A regiao

V3-V4 do gene bacteriano 16S rRNA das amostras de DNA foi amplificada usando
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primers 341F (5'-CCTAYGGGRBGCASCAG-3') e 806R
(5'-GGACTACNNGGTATCTAAT-3'). Todas as reag¢des de PCR foram realizadas com
Phusion® High Fidelity PCR MasterMix (New England Biolabs, EUA). Os produtos
de PCR foram purificados com Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen, Alemanha). As
bibliotecas de sequenciamento foram geradas usando o NEBNext® UltraTM DNA
Library Prep Kit for lllumina, seguindo as recomendagdes do fabricante e os cédigos
de indice foram adicionados. A quantidade e a qualidade das bibliotecas foram
avaliadas no Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo Scientific, EUA) e no sistema Agilent
Bioanalyzer 2100. O sequenciamento foi realizado na plataforma MiSeq (lllumina,
EUA) (2x 250bp), conforme sugerido pelo Earth Microbiome Project (CAPORASO et
al., 2012). As “amplicon sequence variants” (ASVs) foram inferidas usando o método
DADA2 (CALLAHAN et al.,, 2016) e a taxonomia foi atribuida usando um método
classificador bayesiano contra a versdo 138 do banco de dados SILVA (PRUESSE et
al., 2007). Diversidade, analises filogenéticas e graficos foram realizados com o
auxilio de varios pacotes R (R CORE TEAM, 2019), incluindo phyloseq (McMURDIE;
HOLMES, 2013), vegan (OKSANEN et al., 2019), DECIPHER (WRIGHT, 2016),
phangorn (SCHLIEP, 2011) e ggplot2 (WICKHAM, 2016). DESeqg2 foi utilizado para
identificar ASVs diferencialmente abundantes em comparagdes pareadas entre os
grupos (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014).

4.6 Extragcao e dosagem dos acidos graxos de cadeia curta nas fezes da prole

de ratas wistar

As fezes do ceco coletadas foram acondicionadas a -80°C até o
processamento. Segundo metodologia adaptada de Siegfried et al. (1984), os
acidos graxos foram extraidos de uma aliquota de 100 mg de fezes congeladas.
Para a extracdo, os tecidos foram homogeneizados com agua ultra pura, e
posteriormente realizou-se a adicdo de 300 pyL de hidréxido de célcio (CHS) e 150
ML de sulfato cuprico (CSR), e o produto foi agitado em vértex e congelado. Em
seguida as amostras foram descongeladas, centrifugadas e o sobrenadante foi
reservado. Acido sulfirico concentrado foi adicionado s amostras, com posterior
congelamento. Apds ser descongelado e centrifugado, o sobrenadante final foi
acondicionado em vial. A quantificacdo das concentragdes dos acidos graxos foi

entdo realizada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), em
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cromatégrafo SHIMADZU (SHIMADZU do Brasil, Sdo Paulo-SP), acoplado ao
detector por indice de refracdo (RID), modelo RID-20A. Para as analises foi utilizada
a coluna HPX 87H (Aminex®) (300mm x 7,8mm) e pré coluna de mesma fase
(Bio-Rad Laboratérios Brasil, Rio de Janeiro-RJ), fluxo da corrida 0,7 mL/minuto,
duracéo da corrida de 25 min, e temperatura do forno de 45°C. O volume injetado foi
de 20 pL e a fase movel utilizada foi agua acidificada (0,005 M de acido sulfurico). A
obtencdo dos dados foi realizada através do software Lab Solutions, Shimadzu
Corporation (2013), de acordo com a curva padrao dos acidos acético, propidnico e
butirico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Os dados foram expressos em umol/g

de fezes.

4.7 Analise histologica do célon da prole de ratas wistar

Os tecidos intestinais foram fixados em formol e previamente preparados para
analise histopatologica. Os tecidos do colon fixados em formol foram desidratados,
embebidos em parafina e fatiados em se¢bes de 4 ym. Para cada animal foram
preparadas laminas com cinco cortes ndo consecutivos. As secdes foram hidratadas
e as lédminas coradas com hematoxilina e eosina (H&E). As laminas foram
visualizadas com ampliagdo de 10x com um microscépio O6ptico (Leica
Microsystems). Para a realizagao da analise morfométrica foram obtidas fotografias
realizadas em microscopio acoplado a camera digital por meio do Software cellSens.
A analise da profundidade das criptas intestinais foi feita através do programa
Imaged (Versdo 1.47, Wayne Rasband/National Institute of Health, USA), com
medidas de no minimo 20 criptas para cada animal, sendo quatro medidas de cada
um dos cinco cortes (SOEST et al., 2022).

4.8 Analise estatistica

Os dados obtidos neste estudo foram analisados pelo programa estatistico
GraphPad Prism versédo 8 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA), também
usado para design grafico. A normalidade das variaveis foi determinada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Para dados paramétricos, as comparagdes de médias entre os grupos

foram determinadas pela analise de varidncia ANOVA, seguido pelo teste de
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Newman-Keuls. Para significancia estatistica, foi adotado o p < 0,05. Os resultados
foram expressos como média * erro padrdo da média.

A analise estatistica também foi realizada nos dados da Ml e da microbiota do
leite. A normalidade das variaveis foi determinada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para
avaliar as diferengas de alfa diversidade entre os grupos das amostras de microbiota
foi realizado o teste ANOVA seguido do pds-teste de Tukey, considerando p < 0,05.
Para testar as diferengas na composi¢cdo da comunidade microbiana (PCoA), foi
utilizada a analise de variancia permutacional multivariada (PERMANOVA) nas
distancias UNIFRAC.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagao do estado nutricional da prole de ratas wistar

Tanto ao longo dos 21 dias quanto ao desmame, os filhotes dos grupos SL e
KSL apresentaram maior ganho de peso em comparagao aos grupos NL e KNL (p <
0,05) (Figura 9).
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Figura 9. Peso dos animais ao longo de 21 dias (A) e aos 21 dias de idade
(B). Resultados analisados por ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls (*p <
0.05). Normal litter (NL), Kefir normal litter (KNL), Small litter (SL) e Kefir small litter
(KSL).
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5.2 Caracterizagao da microbiota do leite materno

O sequenciamento das amostras de DNA extraidas do leite materno resultou
em 997.827 sequéncias de alta qualidade com uma média de 49.891 sequéncias por
amostra. As leituras foram agrupadas em 9705 ASVs.

A diversidade e riqueza da microbiota do leite das maes foram avaliadas.
Tanto a riqueza de ASVs (indice de Chao) quanto a diversidade (indice de
Shannon), ndo apresentaram diferencas significativas, apesar da dispersao dos

dados entre os grupos (Figura 11).
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Figura 10. Riqueza e diversidade estimadas pelos indices de Chao e Shannon,
respectivamente. Normal litter (NL), Kefir normal litter (KNL), Small litter (SL) e Kefir
small litter (KSL). A variacédo entre as amostras de cada grupo € apresentada como
um boxplot mostrando os menores e maiores valores, os quartis de 25% e 75%, a

mediana (linha central) e os valores discrepantes.
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Os filos Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteriota dominaram a microbiota

do leite materno, como mostrado na Figura 12. Os filos Firmicutes e Actinobacteriota

foram mais prevalentes nas maes cujas as ninhadas foram reduzidas (SL e KSL),

enquanto o filo Proteobacteria foi mais prevalente nos grupos com a ninhada normal

(NL e KNL), apesar da variagao observada dentro dos mesmos grupos (Figura 13).
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Figura 12. Abundancias relativas de filos bacterianos na microbiota do leite de cada
grupo. Normal litter (NL), Kefir normal litter (KNL), Small litter (SL) e Kefir small litter
(KSL). A variagao entre as amostras de cada grupo € apresentada como um boxplot
mostrando os menores e maiores valores, os quartis de 25% e 75%, a mediana

(linha central) e os valores discrepantes.

Diferencas significativas em ASVs entre os grupos NL e SL foram observadas
pela analise de abundancia diferencial usando DESeq2 (p < 0,05). A composicao
microbiana do leite materno analisada par a par entre esses grupos, em nivel de
género, € apresentada na figura 14. O grupo SL apresentou enriquecimento dos
géneros Streptococcus, Sphingomonas, Skermanella, Microvirga, Bradyrhizobium,
Streptomyces e Mycobacterium, em relagao ao grupo NL. A analise par a par entre

os outros grupos nao apresentou diferencgas significativas.
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Figura 13. Analise de abundancia diferencial usando DESeq2 da comunidade
microbiana do leite materno no nivel de género entre os grupos NL e SL. A variagao
entre as amostras de cada grupo é apresentada como um boxplot mostrando os
menores e maiores valores, os quartis de 25% e 75%, a mediana (linha central) e os

valores discrepantes.
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5.3 Caracterizagao da microbiota do leite materno e da microbiota intestinal da

prole

O sequenciamento das amostras de DNA extraidas do conteudo cecal
resultou em 950.961 sequéncias de alta qualidade com uma média de 50.051
sequéncias por amostra. As leituras foram agrupadas em 1919 ASVs. Curvas de
rarefagao individuais foram geradas para avaliar se a amostragem fornecia cobertura
suficiente de ASVs para descrever a composi¢ao bacteriana de cada amostra com

precisao (Figura 15).
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Figura 14. Curvas de rarefacdo geradas para cada amostra. Normal litter (NL), Kefir
normal litter (KNL), Small litter (SL) e Kefir small litter (KSL).

A diversidade e riqueza de MI da progénie foram avaliadas. A riqueza de
ASVs (indice de Chao) foi maior no grupo SL, cujos filhotes foram superalimentados,
em comparagdo aos dois grupos que receberam kefir de leite (p < 0,05) (Figura 16).
A diversidade, medida pelo indice de Shannon, também foi maior no grupo SL e
menor nos grupos que receberam kefir de leite, embora sem diferenca significativa
(Figura 17). Por outro lado, as estruturas gerais da comunidade microbiana
(diversidade beta) diferiram significativamente (r2 = 0,47132; p = 0,004 pelo teste
ADONIS) entre os grupos, conforme mostrado no PCoA usando distancia UniFrac

ponderada e a representacao dos centréides de Cluster (Figura 18). Além disso, é



52

possivel notar que ha uma tendéncia dos grupos que receberam kefir de leite

estarem mais proximos entre si, embora o grupo SL seja mais heterogéneo.
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Figura 15. Riqueza estimada pelo indice de Chao. Normal litter (NL), Kefir normal
litter (KNL), Small litter (SL) e Kefir small litter (KSL). A variagao entre as amostras
de cada grupo € apresentada como um boxplot mostrando os menores e maiores
valores, os quartis de 25% e 75%, a mediana (linha central) e os valores

discrepantes.
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Figura 16. Diversidade alfa avaliada pelo indice de Shannon. Normal litter (NL), Kefir

normal litter (KNL), Small litter (SL) e Kefir small litter (KSL). A variagéo entre as
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amostras de cada grupo € apresentada como um boxplot mostrando os menores e

maiores valores, os quartis de 25% e 75%, a mediana (linha central) e os valores

discrepantes.
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Figura 17. Anadlise de Coordenadas do Principio da Diversidade Beta (PCoA)
usando distancia UniFrac ponderada destacando diferencas entre a comunidade
microbiana (p = 0,004 pelo teste ADONIS) (A) e Centroides de ordenagédo e
dispersdo de amostras de clusters obtidos em PCoA usando distancia UniFrac
ponderada (B). Normal litter (NL), Kefir normal litter (KNL), Small litter (SL) e Kefir
small litter (KSL).

Os filos Bacteroidota, Firmicutes, Proteobacteria e Campylobacterota foram
0os mais abundantes na MI dos animais (Figura 20). O filo Bacteroidota foi mais
prevalente nos grupos que receberam kefir de leite (KNL e KSL), enquanto
Firmicutes foi menos prevalente. A distribuicdo das ASVs pertencentes ao filo

Proteobacteria ndo seguiu um padrao entre os grupos que receberam ou nao kefir

de leite (Figura 21).
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abundantes na microbiota intestinal de cada grupo: Normal litter (NL), Kefir normal
litter (KNL), Small litter (SL) e Kefir small litter (KSL).
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Figura 19. Abundancias relativas dos filos bacterianos na microbiota intestinal de
cada grupo: Normal litter (NL), Kefir normal litter (KNL), Small litter (SL) e Kefir small
litter (KSL). A variacdo entre as amostras de cada grupo € apresentada como um
boxplot mostrando os menores e maiores valores, os quartis de 25% e 75%, a

mediana (linha central) e os valores discrepantes.

Diferencas significativas em ASVs entre os grupos foram observadas pela
analise de abundancia diferencial usando DESeq2. A composigdo microbiana
analisada par a par entre os grupos, em nivel de género, € apresentada nas figuras
22, 23 e 24. Entre os grupos NL e SL (Figura 22), pode-se observar que houve
enriquecimento do género Prevotella no grupo SL e do género Lactococcus e
Bacteroides na MI dos animais do grupo NL. Entre os grupos NL e KNL (Figura 23),
0s géneros Lactobacillus e Bacteroides foram mais abundantes no grupo que
recebeu kefir de leite, e Lachnoclostridium e Acinetobacter, apesar de sua baixa
abundancia, foram mais prevalentes no grupo NL. Por fim, entre os grupos SL e KSL
(Figura 24), os membros de Prevotellaceae foram detectados com maior frequéncia
no grupo que recebeu kefir de leite, em comparagdo ao grupo que foi apenas

superalimentado.
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Figura 20. Anadlise de abundancia diferencial usando DESeg2 da comunidade
microbiana intestinal ao nivel de género entre os grupos NL e SL. A variagao entre
as amostras de cada grupo € apresentada como um boxplot mostrando os menores

e maiores valores, os quartis de 25% e 75%, a mediana (linha central) e os valores

discrepantes.
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Figura 21. Anadlise de abundancia diferencial usando DESeqg2 da comunidade
microbiana intestinal ao nivel de género entre os grupos NL e KNL. A variagao entre
as amostras de cada grupo é apresentada como um boxplot mostrando os menores

e maiores valores, os quartis de 25% e 75%, a mediana (linha central) e os valores

discrepantes.
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Figura 22. Analise de abundancia diferencial usando DESeqg2 da comunidade
microbiana intestinal ao nivel de género entre os grupos SL e KSL. A variagéo entre
as amostras de cada grupo é apresentada como um boxplot mostrando os menores

e maiores valores, os quartis de 25% e 75%, a mediana (linha central) e os valores

discrepantes.
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5.4 Concentracao dos acidos graxos de cadeia curta nas fezes da prole de

ratas wistar

O AGCC mais abundante nas fezes do ceco da prole ao final da lactacao foi o
acetato (62,18 £+ 5,09 ymol/g), seguido por propionato (32,2 + 4,81 umol/g) e butirato
(22,15 £ 3,69 umol/g), nos quatro grupos. Os grupos que receberam kefir de leite
(KNL e KSL) apresentaram maior concentragao de butirato nas fezes, porém, sem
diferenca estatisticamente significativa. Da mesma forma, o acetato foi mais
abundante no grupo KSL e o propionato foi mais abundante no grupo NL, porém nao

houve diferenga significativa entre os grupos (Figura 25).
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Figura 23. Concentragcado dos acidos acético (A), butirico (B) e propiénico (C) em
pumol/g de fezes da prole de ratas Wistar. Normal litter (NL), Kefir normal litter (KNL),
Small litter (SL) e Kefir small litter (KSL).
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5.5 Analise histolégica do célon da prole de ratas wistar

A analise morfométrica das criptas intestinais revelou profundidade de cripta
de 15,58 £ 0,59 ym para amostras do grupo NL, 17,38 £ 1,65 um para o grupo KNL,
18,62 £ 2,14 ym para o grupo SL e 18,5 + 2,5 ym para o grupo KSL. A analise

estatistica ndo mostrou diferenga significativa entre os grupos (Figura 26).

Figura 24. Histologia do célon. Imagens representativas obtidas do célon de ratos
NL (A), KNL (B), SL (C) e KSL (D). Ampliacao de 10x.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, foi mostrado pela primeira vez, que o consumo materno de kefir
de leite durante a lactacao é capaz de modular a Ml da prole ao desmame, de forma
diferenciada na prole superalimentada por redugcdo de ninhada. Embora as
concentragbes de AGCC nao tenham diferido significativamente entre os grupos,
observou-se uma tendéncia de aumento de butirato entre os animais que receberam
kefir de leite. Em vista do papel do butirato na fisiologia intestinal, esse aumento
pode contribuir para a saude intestinal futura desses animais, considerando que a
lactagao € um periodo fundamental para a colonizagao e plasticidade da MI.

De fato, os efeitos benéficos do kefir de leite, quando ingerido em periodos
criticos do desenvolvimento, ja foram demonstrados (PELUZIO et al., 2021; AZIZI et
al., 2021; BOURRIE; WILLING; COTTER, 2016), sendo alguns pelo nosso grupo de
pesquisa (BRASIEL et al., 2022), que usando o mesmo modelo de superalimentagéo
por reducao de ninhada, foi encontrado que o consumo materno de kefir de leite
durante a lactagao e até a puberdade foi capaz de modular a Ml da progénie adulta,
e reverter alteragcbes causadas pela superalimentacido neonatal, tais como aumento
do perfil inflamatério e da carcinogénese colorretal. Assim, considerando que a
lactacdo € um periodo fundamental para colonizagéo e estabelecimento da MI, este
estudo foi idealizado, para compreender como o consumo de probidtico nesse
periodo pode modificar a microbiota do leite materno e modular a Ml da prole
superalimentada por reducdo de ninhada.

O modelo de programagéo por superalimentagdo neonatal por redugao do
tamanho da ninhada ja estd bem estabelecido e tem sido usado para simular o
cenario nutricional atual e o desenvolvimento de obesidade. Esse modelo leva ao
aumento do consumo de leite materno pela prole que esta em numero reduzido,
gerando ganho de peso corporal, aumento da adiposidade corporal e outras
alteracbes metabdlicas como hiperinsulinemia e aumento de estresse oxidativo
(RODRIGUES et al., 2009; CONCEICAO et al., 2013), além de perfil inflamatério e
alteragdes na MI na vida adulta (BRASIEL et al., 2022). Neste estudo os animais
foram acompanhados até o desmame, e os resultados corroboram com os achados
na literatura, ja que as proles superalimentadas apresentaram maior peso corporal
durante e ao final da lactagcdo (GONZALEZ-HEDSTROM et al., 2020; BRASIEL et
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al., 2022; RODRIGUES et al., 2022), e o consumo de kefir de leite ndo influenciou
nesse ganho de peso corporal.

Em relacéo ao leite materno, ndo houve diferengas significativas em relagéo a
riqueza e diversidade microbiana, apesar da dispersao dos dados entre os grupos.
Os grupos de méaes NL e SL se assemelham, ja que ndo receberam a intervengao
com o kefir de leite. Da mesma forma, os grupos KNL e KSL também se
assemelham, pois as maes receberam o kefir de leite. Porém, cabe ressaltar que
eles ndo podem ser considerados como sendo 0os mesmos grupos, pois a diferencga
na quantidade de filhotes sendo amamentados pode gerar alteragbes na
composi¢cao do leite materno em relagdo aos macronutrientes, como ja foi descrito
na literatura (CONGIU et al., 2019; SOUZA; MOURA; LISBOA, 2022).

Foram observadas mudangas na composi¢gdo da microbiota do leite em
relacdo ao filo, sendo Proteobacteria, Actinobacteriota e Firmicutes os filos mais
abundantes encontrados neste estudo, o que também foi observado em outros
estudos (AZAGRA-BORONAT et al., 2020; SANJULIAN et al., 2021; HUANG et al.,
2022; LI et al., 2022; LONDONO-SIERRA et al., 2023; LATUGA; STUEBE; SEED,
2014). E possivel notar que ocorre uma possivel influéncia do tamanho da ninhada
na composi¢cdo da microbiota do leite materno. Nao ha relatos na literatura sobre
mudanc¢as na microbiota do leite materno em resposta a alteracbes no estimulo a
lactagdo. No entanto, € possivel que tais alteragbes ocorram, assim como acontece
com a modificagcdo da composig¢ao. Aqui, a composi¢cao centesimal do leite nao foi
avaliada, no entanto, seria pertinente examinar os oligossacarideos do leite. Isso
porque a reducdo na ninhada, capaz de influenciar a composi¢cdo dos
macronutrientes do leite por meio de mudangas na sucg¢ao, pode também ter
impactado a quantidade de oligossacarideos no leite materno. Dado que os
oligossacarideos possuem uma agdo prebiotica reconhecida, servindo como
substrato para a microbiota (TIAN et al., 2023), a mudanga em sua composigédo pode
ter ocasionado uma modificagdo na microbiota do leite entre os grupos com ninhada
reduzida e os grupos com tamanho normal de ninhada.

N&o houve alteracdo da composi¢cao microbiolégica do leite a partir da oferta
de kefir de leite para as maes, o que contrasta com resultados previamente
observados na literatura com a administracdo de probidticos durante a lactacao
(ZAIDI; MOORE; OKALA, 2021). Embora a literatura sugira que a microbiota do leite
possa ser influenciada pela MI da mae (TIAN et al., 2023), neste estudo, o kefir de
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leite pode ter modulado a MI da mé&e, mas nao foi suficiente para influenciar a
microbiota do leite.

No grupo SL, uma maior abundéancia de ASVs de alguns géneros bacterianos
foi encontrada em comparagdo com o grupo NL. Streptococcus foi o género mais
abundante em uma amostra do grupo SL. No entanto, nenhuma relagdo deste
género com diferentes tamanhos de ninhada foi encontrada na literatura. Os géneros
Skermanella (ONORI et al, 2018), Microvirga (MARIN-GOMEZ et al., 2020;
BARDANZELLU et al., 2018; DRAGO et al, 2017; GRYAZNOVA et al., 2021),
Mycobacterium (NASER; SCHWARTZ; SHAFRAN, 2000), Bradyrhizobium
(NOTARBARTOLO et al., 2022), Sphingomonas (LI et al., 2017; NOTARBARTOLO et
al., 2022; STSEPETOVA et al., 2022) e Streptomyces (HE et al., 2018), encontrados
no leite materno do presente estudo, também foram encontrados no leite humano e
de outros animais em outros estudos, porém, também sem relagdo com o tamanho
da ninhada.

Em relagdo a MI, neste estudo, foi encontrada maior riqueza bacteriana no
grupo SL, em contraste com a baixa riqueza bacteriana geralmente encontrada em
individuos com obesidade (CHATELIER et al., 2013; COTILLARD et al., 2013). De
acordo com a anadlise de diversidade beta, os grupos que receberam kefir de leite
pareciam ter uma microbiota mais semelhante, o que também foi observado nos
grupos que nao receberam kefir de leite, mostrando que o consumo de kefir de leite
por ratas lactantes influenciou a Ml da prole.

Também foram observadas mudangas na composi¢gao da MI. O grupo SL
apresentou maior abundancia do filo Firmicutes e menor abundancia do filo
Bacteroidota, o que corrobora com os achados da literatura. Em geral, aumento no
filo Firmicutes em comparagdao com o filo Bacteroidota esta associado ao aumento
da ingest&do de alimentos e maior risco de obesidade (FRANKLIN; ERICSSON, 2017;
RODRIGUES et al., 2022; ANGELAKIS et al., 2012; CHATELIER et al., 2013). Os
grupos que receberam kefir de leite (KNL e KSL) apresentaram um aumento
consideravel na abundancia do filo Bacteroidota que, ao contrario de Firmicutes e
Proteobacteria, protege contra a obesidade e os efeitos da inflamag¢ado (RODRIGUES
et al., 2022; MACHATE et al., 2020).

No grupo NL, em relagdo ao SL, foi encontrada uma maior abundancia de
ASVs nos géneros bacterianos Bacteroides e Lactococcus, € no grupo SL, um

enriquecimento de ASVs no género Prevotella. Bacteroides podem ter um papel
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principal nos estagios iniciais da colonizagdo intestinal dos recém-nascidos,
aparecendo aproximadamente 10 dias apdés o nascimento e os filhotes
amamentados nao apresentam numeros significativos de Bacteroides até serem
desmamados (GOPALAKRISHNA; HAND, 2020; MACKIE, SGHIR; GASKINS, 1999;
WEXLER, 2007; TOSCANO et al., 2017), que é o periodo avaliado no presente
estudo. Da mesma forma, o género Lactococcus, que pertence ao grupo de BAL,
também foi encontrado em menor numero, mas prevaleceu no grupo NL em relagéo
ao SL. Em outros estudos, foi encontrado no colostro (BERGMANN et al., 2014) e na
microbiota da prole, via leite materno (de ANDRES et al., 2017). Espera-se que a Ml
dos animais controle seja mais saudavel do que a dos animais superalimentados,
pois estes apresentam aumento de peso corporal ao desmame e alteracbes
endoécrino-metabdlicas que podem afetar a MI, favorecendo bactérias
potencialmente patogénicas (SOUZA; MOURA; LISBOA, 2022). Assim, o fato de
haver maior abundancia de Lactococcus no grupo NL poderia ser um fator de
protecdo para esses animais controle, que n&o apresentam essas alteracdes
endoécrino-metabdlicas caracteristicas do modelo de superalimentagdo neonatal. O
género Prevotella tem acao pro-inflamatéria e costuma estar em baixo numero em
individuos com estado de saude adequado (WAITZBERG; ROCHA; ALMEIDA,
2021). Alguns estudos mostram a presenca desse género prevalecendo em
individuos com obesidade e em doengas com algum grau de inflamacao (PINART et
al., 2021; UEBANSO et al., 2017; WANG et al., 2018). Ja foi relatado que no modelo
de reducdo do tamanho da ninhada, os animais apresentam maior gordura corporal
antes mesmo do desmame e na idade adulta, com maior risco de desenvolver
doengas crbénicas nao transmissiveis, como a obesidade (SOUZA; MOURA;
LISBOA, 2022). O género Prevotella foi mais abundante nos animais do grupo SL
em relagdo ao grupo NL, o que pode ja ser o inicio dessa alteracdo na Ml dos
animais superalimentados.

No grupo KNL, um grande numero de ASVs do género bacteriano Bacteroides
foi encontrado em comparacgao com o grupo NL. Em um estudo anterior, a microbiota
do leite fermentado usado para tratar esses animais foi analisada, e o género
Bacteroides estava presente (BRASIEL et al., 2021). Assim, é possivel que os
animais KNL tenham recebido maior quantidade dessas bactérias via leite materno
durante a lactacdo. O mesmo pode ser dito sobre os Lactobacillus, que foram

encontrados em maior quantidade no grupo KNL do que no grupo NL e também
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estavam presentes no leite fermentado usado para alimentar os animais. Existem
também estudos em animais e humanos que mostram que Lactobacillus ingeridos
pela mae durante o periodo de lactagdo foram capazes de colonizar o intestino da
prole (PADILHA et al, 2019; SINDI et al, 2021; BRASIEL et al., 2022;
MORALES-FERRE et al., 2021). Por outro lado, o grupo NL apresentou mais ASVs
dos géneros Lachnoclostridium e Acinetobacter do que o grupo que recebeu kefir de
leite (KNL), porém, o numero absoluto de ASVs encontrado desses géneros foi
pequeno, o que provavelmente ndo tem relevancia bioldgica.

Foi encontrada uma grande quantidade de ASVs de
Prevotellaceae_ NK3B31_group e Prevotellaceae UCG-001 em animais do grupo
KSL, em comparagédo com o grupo SL. Enquanto alguns membros de Prevotellaceae
tém acao proé-inflamatéria (WAITZBERG; ROCHA; ALMEIDA, 2021), outros
desempenham um papel positivo na homeostase da glicose e na produgdo de AGCC
(WU et al., 2021; PINTO et al., 2023). Prevotellaceae_ NK3B31_group € um género
bacteriano associado a fermentacao de carboidratos e produg¢ao de AGCC, que sao
fontes de energia para os enterécitos. Assim, esse grupo pode promover respostas
anti-inflamatérias e, por outro lado, a auséncia de AGCC pode levar ao
comprometimento da fungao da barreira intestinal (HUANG et al., 2021; JIANG et al.,
2020; WANG et al., 2019; WU et al., 2021). E importante ressaltar que o grupo
Prevotellaceae_ NK3B31_group também foi encontrado no leite fermentado usado
para tratar os animais (BRASIEL et al., 2021). Dessa forma, sugere-se que esse
grupo pode ter alcangado e se estabelecido no intestino da prole através do leite
materno.

Como ja mencionado, a Ml é responsavel pela produ¢ao de AGCC no célon e
no presente estudo, os AGCC mais abundantes foram os acidos acético e
propidnico, seguidos pelo acido butirico, 0 que também foi visto em outros estudos
(JIANG et al, 2020; MACHATE et al, 2020; TOPPING; CLIFTON, 2001;
LONIEWSKI et al., 2022; NOGAL; VALDES; MENNI, 2021; SCHWAB, 2022). As
concentracbes de AGCC no intestino oscilam ao longo da vida, o que esta
relacionado com alteragcdes na composi¢ao da MI, que também varia com o tempo
(FUSCO et al., 2023; SCHWAB, 2022). As principais bactérias produtoras de AGCC
sdao Akkermancia muciniphila, Bifidobacterium spp., Prevotella spp., Bacteroides
spp., Eubacterium, Faecalibacterium, Roseburia, Ruminococcus, Coprococcus e
Clostridium spp (LONIEWSKI et al., 2022; WAITZBERG; ROCHA; ALMEIDA, 2021).
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Destas, apenas Prevotella spp. e Bacteroides spp. foram encontradas na analise da
MI da prole no presente estudo, nos grupos SL e KNL, respectivamente. A
concentracdo de AGCC nos grupos onde esses géneros foram identificados nao foi
acentuada, mostrando que eles nao foram capazes de produzir AGCC a ponto de se
diferenciar significativamente dos outros grupos. Jiang et al. (2020) mostraram que o
género Prevotellaceae-NK3B31 foi positivamente associado com a concentragédo de
acido acético, acido propiénico e AGCC totais no intestino. Aqui, o grupo que
mostrou maior abundancia desse género (KSL) também demonstrou maiores
concentragbes dos acidos acético e butirico, porém sem diferenca significativa. A
auséncia de bactérias envolvidas na producdo de AGCC no intestino da prole,
somada ao curto periodo de tempo da analise (21 dias) destaca a importancia de
uma analise criteriosa do intervalo em que o estudo foi realizado. Este curto periodo
de tempo pode explicar a auséncia de diferengas observaveis nos padrbes de
AGCC, visto que processos metabdlicos complexos e interagdes
microbiota-hospedeiro podem demandar um periodo mais extenso para se
manifestarem de maneira perceptivel.

Alteracdes histologicas na vida adulta foram observadas em estudo anterior
realizado pelo nosso grupo de pesquisa, onde as maes foram suplementadas com
kefir de leite durante o periodo de lactagdo e até a puberdade (BRASIEL et al.,
2022). Os filhotes foram avaliados aos 240 dias de idade, proporcionando uma
analise aprofundada do impacto a longo prazo da intervencdo com kefir de leite.
Além disso, os animais foram submetidos a inducdo de cancer colorretal, o que
permitiu a investigacado dos efeitos do kefir de leite em um cenario mais complexo,
relacionado a patogénese do cancer colorretal. Sendo assim, € importante
reconhecer que a indugao do cancer colorretal introduz uma complexidade adicional,
podendo influenciar as respostas observadas. Aqui, a homogeneidade morfoldgica
identificada sugere estabilidade na arquitetura das criptas intestinais sob as
diferentes condicbes experimentais, indicando também que o kefir de leite nao
provocou alteragdes negativas. No entanto, € importante ressaltar que o periodo
aqui avaliado foi de apenas 21 dias e os efeitos que ocorrem a longo prazo podem
nao ter sido totalmente capturados nesse intervalo. Embora modificacbes
importantes tenham sido obtidas na M| da prole nesse periodo de tempo, é
importante reconhecer que certas respostas e efeitos podem se manifestar de

maneira mais pronunciada ou tornar-se mais discerniveis ao longo de periodos mais
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extensos. Assim, os resultados desta andlise sugerem a necessidade de
investigacbes mais abrangentes e de longo prazo para a compreensao completa dos

efeitos do kefir de leite na saude intestinal da prole.
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7 CONCLUSAO

- As proles superalimentadas apresentaram aumento de peso corporal durante
e ao final da lactagdo, e o consumo de kefir de leite ndo teve impacto
significativo nesse ganho de peso.

- A oferta de kefir de leite para as mées nao foi capaz de alterar a composig¢ao
da microbiota do leite e foi observada possivel influéncia do tamanho da
ninhada na composi¢ao da microbiota.

- A administragcdo materna de kefir de leite durante a lactagdo resultou em
modificagdes na MI em relagédo aos filos e géneros bacterianos, sendo uma
possivel estratégia para modular a Ml dos filhotes amamentados.

- O consumo de kefir de leite ndo ocasionou mudangas significativas nas
concentragcdes de AGCC no periodo de 21 dias, embora tenha sido observada
maior presencga de butirato nas proles dos grupos que ingeriram kefir de leite.

- O kefir de leite ndo foi capaz de alterar a arquitetura das criptas intestinais,

que se mantiveram preservadas ao final da lactagao.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste estudo, foram explorados os efeitos da superalimentagcdo neonatal e do
consumo materno de kefir de leite durante a lactagdo na microbiota e saude
intestinal de ratos. Foi observado que a administragdo materna de kefir de leite
durante a lactacéo resultou em modificagdes na MI, alterando sua composicdo ao
final de 21 dias, principalmente considerando os filos Firmicutes e Bacteroidota.
Esses achados mostram que o uso materno de kefir de leite durante esse periodo
pode ser uma estratégia para modular a Ml dos filhotes amamentados. Além disso, a
analise da microbiota do leite materno revelou uma possivel influéncia do tamanho
da ninhada na sua composicao microbiana. Nossos resultados mostraram que a
analise em um curto periodo (21 dias), pode nao capturar completamente os efeitos
a longo prazo, sugerindo que para que os beneficios potenciais ja demonstrados
pelo kefir de leite sejam evidenciados na saude do hospedeiro, a ingestdo do mesmo
deva ocorrer em periodo de tempo maior do que o avaliado no presente estudo.
Neste contexto, estudos adicionais sao necessarios para elucidar completamente os

beneficios do kefir de leite na microbiota e na saude intestinal.
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