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INTRODUCAO

Resumo

A obesidade tornou-se frequente em paises em desenvolvimento, acarretando em problemas
cardiovasculares e outras doencas metabdlicas. Entre as formas de combater a obesidade
estd a alimentagéo saudavel, principalmente com a insergéao de fibras. O objetivo da pesquisa
foi verificar se ocorreria redug@o na massa corpdrea de ratos suplementados com quitosana,
diminuigédo dos parametros lipidicos e glicémicos e verificar seu efeito em relagéo a microbiota
intestinal. Foram utilizados 16 ratos machos e 16 fémeas da linhagem Wistar, os quais foram
divididos em quatro grupos (n=4 machos e n=4 fémeas), C, CQ, H e HQ. O tratamento teve
duragéo de 71 dias. Houve redugéo na massa corporal dos grupos tratados com quitosana,
porém, nao significantes estatisticamente; no entanto, a ingestdo alimentar nos grupos trata-
dos com quitosana foi maior comparada a seus controles, os niveis de colesterol total,
triglicerideos e glicemia foram diminuidos em ratos suplementados com quitosana. A anélise
da microbiota intestinal demonstrou que a concentragao de Lactobacillus e Bifidobactetium,
embora nao tenha sido significativa estatisticamente, apresentou um aumento da concen-
tracéo destas bactérias em ratos suplementados com a fibra. De acordo com os resultados
obtidos no estudo, a quitosana age no controle da massa corpdrea, especialmente pela
acédo no metabolismo dos lipidios, atuando também como um prebiético, auxiliando no
aumento da concentragéo de probidticos, regulando as fungdes da microbiota intestinal.
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duras trans. A diminuigdo do consumo de fontes vegetais
ricas em fibras também é um dos fatores.®

A obesidade tornou-se frequente na populacdo de
paises em desenvolvimento, independente da classe soci-
al, levando a ocorréncia de diabetes mellitus tipo 2 e doen-
¢as cardiovasculares. Entre as formas de combater a obe-
sidade, a alimentacdo saudavel com insercao de fibras fa-
vorece a perda e manutencdo da massa corpérea. As fi-
bras sédo de extrema importancia, pois podem atuar no con-
trole da absorgéao dos carboidratos e da glicemia bem como
na diminuicdo de triglicerideos e colesterol. Pode também
estar relacionada com o aumento da massa bacteriana de-
vido a fermentacao das fibras alimentares."

A prevaléncia de doencgas cronico-degenerativas e
cardiovasculares tem aumentado nos ultimos anos, e um dos
principais fatores que desencadeiam estes problemas é
devido ao excesso de gordura corporal, causado pelo
aumento de acucares simples e gorduras saturadas e gor-

Para a prevencéo e o tratamento das doencas créni-
co-degenerativas é necessaria a inclusédo de atividade fisi-
ca e mudangas na dieta. A quitosana é a forma desacetilada
da quitina, que é encontrada como constituinte do exoes-
queleto de artrépodes tais como caranguejo, camarao, la-
gosta e outros insetos.® Considerada como um alimento
funcional pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), ela auxilia na reducéao da absorcéo de gordura e
colesterol no corpo humano, sendo a gordura posteriormente
eliminada pelas fezes. Promove ainda o aumento do bolo
fecal e a frequéncia da defecacdo auxiliando como uma
medida preventiva contra cancer de célon.®

Diante do exposto, objetivou-se investigar os efeitos
da quitosana e a sua importancia em relagdo a diminuigéo
de massa corpérea e dos niveis de colesterol, glicemia, e
triglicerideos. Verificar também possiveis alteragdes na
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microbiota intestinal de ratos wistar que realizam a suple-
mentagédo com quitosana, para o equilibrio do organismo e
funcionamento intestinal adequado.

MATERIAL E METODOS

Protocolo de Analise

Foram utilizados 32 ratos (16 machos e 16 fémeas)
dalinhagem Wistar, provenientes do Biotério da Univali, SC.
Os animais recebidos tinham 45 dias e foram mantidos em
gaiolas com quatro animais cada, em ambiente com tem-
peratura controlada (21 + 2°C), com ciclo claro/escuro (12/
12 h), com livre acesso a comida e agua. Todos os protoco-
los e procedimentos experimentais relativos ao projeto fo-
ram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Unoesc, sob protocolo nimero 023/2015.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos, con-
tendo oito animais cada, mantidos em aclimatacdo com di-
eta comercial por duas semanas; posteriormente recebe-
ram a administracdo das dietas definidas de acordo com
os grupos, sendo eles: grupo controle (C) — receberam ra-
c¢ao comercial (Nuvilab®) e agua durante todo o processo
experimental; grupo Controle + Quitosana (CQ) —recebe-
ram racdo comercial (Nuvilab®) com suplementacéo de
quitosana a 5% (m/m) e agua; grupo Hipercalérico (H) —
receberam racgao hipercaldrica (feita a partir de alimentos
hipercaléricos moidos e oferecidos em forma de péletes)
e agua e o grupo Hipercalorico + Quitosana (HQ) —racéo
hipercalérica com quitosana a 5% (m/m) e agua.

Ap6s o término do processo experimental, totalizando
71 dias, os ratos fizeram jejum de 12 horas e foram anes-
tesiados com ketamina/xilazina® na quantidade de 90 mg/kg
e 10 mg/kg de peso corporal respectivamente, decapita-
dos para a coleta de sangue, para avaliagcéo dos parametros
metabdlicos e dissecados para a retirada dos 6rgaos.

A racao utilizada para os grupos controle foi a racédo
comercial para ratos (Nuvilab® CR1). Nos grupos com
suplementacéo de quitosana, foram adicionados 5% (m/m)
de quitosana pura em pé aracéo, conforme AIN-93G.® Para
aracéo do grupo Controle + quitosana, a ragédo comercial foi
triturada, sendo acrescentada a ragao 5% (m/m) de quitosana,
juntamente com gelatina incolor (1g) e 4gua para aumentar a
coesao entre as particulas. Adieta hipercalérica apresentava
a composigao: 15 g de ragcao comercial, 10 g de amendoim
torrado, 10 g de chocolate ao leite, 5 g de biscoito maisena e
agua somente para juntar os ingredientes.

Os animais foram pesados com balanga semianalitica
digital uma vez por semana para verificar se estava ou nao
ocorrendo variagdo de massa corp6rea. Também eram
pesadas as ragdes depositadas e sobras, bem como era
medida a agua depositada e consumida.

A dosagem de glicemia foi realizada nos animais em
jejum (12-14 horas) no inicio do experimento (dia 0), 30 e 69
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(48 h antes da eutanasia), por meio do sistema de fitas
(monitor digital) glicosimetro G-TECH sistema NO CODE,
a partir de gota de sangue obtida através de um corte na
extremidade da cauda do animal.

Os animais permaneceram 12 horas em jejum, quan-
do foi realizada a coleta de sangue (tempo 0') e dosada sua
glicemia. Em seguida foi administrada, por via intra-
peritoneal, uma solugéo de glicose a 50% (m/v) na dose de
1,5 g de glicose/kg de massa corporal. A coleta de sangue
e as respectivas analises repetiram-se nos minutos trinta,
sessenta e cento e vinte. As concentragdes de glicose san-
guinea foram determinadas com o sistema de fitas (monitor
digital) glicosimetro G-TECH sistema NO CODE.

A analise do perfil lipidico foi realizada no ultimo dia
de experimento, sendo coletado o sangue dos animais ap6s
a eutanasia, por decapitacdo do animal. Os parametros
analisados foram: colesterol total, HDL, LDL e triglicerideos,
a partir de kits comerciais (Labtest).

Apos a eutanasia, os intestinos dos animais foram re-
tirados e realizada a coleta de 1 g de fezes contidas no in-
testino grosso de cada animal. Para o preparo dos meios,
pesaram-se 70 g de Agar MRS Lactobacillus (Acumedia) e
para preparar 1 litro do meio o agar foi dissolvido em agua
destilada. Também, utilizou-se o meio BMS Bifidobacterium
(Sigma), pesando-se 55,5 g de agar para 1 litro de meio,
com adigdo de 2,0 g de extrato de levedura por litro, sendo
ambos os meios autoclavados a 121°C por 15 minutos. A
adicdo do extrato de levedura como uma forma de suple-
mento para o crescimento de bifidobactérias foi proposta a
partir de estudo realizado.®

As fezes previamente pesadas de cada animal foram
dissolvidas em 9 mL de solucéo salina a 0,85% e a partir
desta dissolugao (10"") foram realizadas diluicées decimais
seriadas até 10, por meio da transferéncia de 1000 L da
diluicdo anterior para o tubo seguinte. Foram utilizados 100
ML de cada diluigdo e semeados por método pour plate em
placas de petri estéreis vazias, adicionando-se posterior-
mente aproximadamente 20 mL do meio (especifico para
cada bactéria) sobre a diluigdo e homogeneizado com mo-
vimentos circulares. As placas foram incubadas a 37°C du-
rante 48 horas (Lactobacilos) e 72 horas (Bifidobactérias)
em estufa com sistema de geracdo comercial de atmosfera
anaerobica (Anaerobac, Probac ®). Transcorrido o tempo
de incubacéao, foi realizada a contagem de Unidades For-
madoras de Col6nias (UFC/mL) de cada meio.

Apos a eutanasia, os 6rgaos pesados foram: figado,
rins, baco, intestino, cérebro e as gorduras (omental,
perigonadal/epididimal e retroperitoneal/perirrenal).

Avaliacao Estatistica

A avaliacao estatistica dos dados foi realizada no pro-
grama GraphPad Prism 5.01. O teste ANOVA de 1 via (one-
way ANOVA) com pos-teste Tukey foi utilizado para a com-
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paracao de dados entre os grupos. O nivel de significancia
adotado foi de 95% (p<0,05).

RESULTADOS

Durante o periodo experimental, foi acompanhada a
massa corporal semanal dos grupos até o final do experi-
mento. Como mostra o Grafico 01.

Durante todo o periodo experimental foi realizado o
acompanhamento do consumo alimentar e da ingestéao hidrica
dos animais, a partir das sobras dos mesmos (Grafico 2).
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Gréfico 1. Acompanhamento da massa corporal durante o periodo
expetimental. Ndo houve diferenca significativa. (p<0,05, n=32).
Fonte: Os autores, 2016.
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Gréfico 2. Ingestéo alimentar semanal e ingestéo hidrica. (*) diferenca
significativa por efeito da quitosana e (#) diferenca significativa por efeito
da dieta hipercalérica (p<0,05, n=32). Fonte: Os autores, 2016.
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Os resultados das andlises dos parametros lipidicos
e glicémicos encontram-se na Tabela 01.

A partir das fezes contidas no intestino grosso dos
animais, realizaram-se as analises microbiolégicas para
avaliar a concentracdo de Lactobacillus spp. e Bifidobac-
terium spp. Ambos os resultados encontram-se representa-
dos no Gréfico 3.

Tabela 1 - Andlises lipidicas e glicémicas. (*) diferenga significativa
por efeito da quitosana. (p<0,05, n=32)

(mg/dL) (¢} cQ H HQ
Glicemia- dia 0 92,62 89,25 86,25 90,88
Glicemia- dia 30 88,25 82,5 85 82,62
Glicemia- dia 69 95,5 86 95,87 88
Colesterol total 138,64 97,43 (%) 115,95 111,08
HDL-Colesterol 44 39 38,47 40,11 34,12
LDL-Colesterol 76,14 41,48 (%) 55,02 60,74
Triglicerideos 127,99 87,38 (¥) 144,30 104,99 (*)
Fonte: Os autores, 2016
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Griéfico 3. Concentragdo de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.
Né&o houve diferenca significativa. (p<0,05, n=32).

Em relacdo a massa dos 6rgaos nao foram observa-
das diferencas significativas entre os grupos. Somente em
relacdo as gorduras perigonadal/epididimal e retroperito-
neal/perirrenal.
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DISCUSSAO

O presente estudo visou estudar a ocorréncia de pos-
siveis alteragdes metabdlicas provenientes da alimentacéo,
buscando analisar a relagdo de possiveis beneficios da
suplementagcdo com quitosana em animais com dieta
normocalérica e principalmente avaliar os efeitos em dietas
hipercaléricas, analisando a resposta da suplementacéao
perante a dieta.

Diversos estudos tem apontado o efeito da quitosana
em reduzir as concentracdes de colesterol total, triglice-
rideos, LDL e aumento do HDL. Neste estudo foi possivel
verificar que os valores de colesterol total e triglicerideos
foram significativamente diminuidos nos grupos com suple-
mentacéo de quitosana (CQ e HQ), e o HDL foi aumentado
no grupo CQ; no entanto, a suplementacdo com quitosana
nao foi capaz de aumentar a concentracao de HDL no gru-
po HQ. Da mesma forma, o LDL foi diminuido no grupo CQ,
mas nao obteve o mesmo efeito no grupo HQ, diferente do
que foi abordado em estudo™ que analisou os efeitos da
suplementacdo de quitosana em ratos diabéticos, sendo
observada uma reducdo dos niveis de colesterol total,
triglicerideos, LDL e aumento de HDL. Por sua vez, Anandan
R. et. al.®) avaliaram a resposta de ratos wistar jovens (2-3
meses de idade) e ratos idosos (20-25 meses de idade)
quanto a suplementacéao de 2% (m/m) de quitosana e per-
ceberam que ambos obtiveram boa resposta em relagédo a
diminuicao dos niveis de colesterol total, LDL e aumento do
HDL. Segundo estudo de Anraku M et al.,®a suplementagéo
de quitosana também foi capaz de reduzir os niveis de
colesterol total, triglicerideos, LDL e aumentar os niveis de
HDL em ratos hipertensos, utilizados como modelo de
sindrome metabélica, apo6s quatro semanas.

Para a diminuigdo dos parametros lipidicos, a quito-
sana pode atuar como uma resina de troca idnica, ligando-
se a anions hidrofébicos, como os acidos biliares no intes-
tino, formando micelas, fazendo com que haja diminui¢do
na sua reabsorc¢éao, sendo excretadas nas fezes, o que re-
sulta em uma diminuicdo na absorcdo do colesterol e
triglicerideos.!"®") Confirmando tal teoria, em estudos reali-
zados, verificou-se que ratos Wistar que receberam suple-
mentacdo de quitosana apresentaram uma absorcédo de
colesterol diminuida em relagéo ao grupo controle, sendo
que a excregdo de gorduras a partir das fezes foi significa-
tivamente maior.(101213)

Em relagédo a massa corporal dos animais, os mes-
mos apresentaram médias similares no inicio do experimen-
to. No entanto, no decorrer do experimento, apresentaram
diferencas em relacdo ao ganho de massa. Os grupos com
suplementagéo de quitosana (CQ e HQ), embora néo te-
nham obtido diferencas significativas, apresentaram um
menor ganho de massa corporal em relagéo aos seus con-
troles. Em sua pesquisa, Geremias R(""verificou que os ra-
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tos suplementados com 5% (m/m) de quitosana apresenta-
ram reducdo em sua massa corporal quando comparados
com o controle e hiperlipidico. Diferente de Cherem &
Bramorski('¥ que, em sua pesquisa, ndo observaram dife-
rencas na reducé@o da massa corporal de ratos suplemen-
tados com quitosana e os grupos controle. Entretanto,
Trautwein E, et al.("™® verificaram que hamsters que consu-
miram dietas com 8% (m/m) de quitosana tiveram sua mas-
sa corporal diminuida significativamente; no entanto, ao uti-
lizar suplementagédo de 4% (m/m) de quitosana, a diminui-
¢ao da massa corporal nao foi tédo efetiva.

Os ratos que receberam suplementagcdo com quito-
sana (CQ e HQ) aumentaram o seu consumo alimentar ao
serem comparados com seus controles. O mesmo pode ser
observado em estudo realizado por Cherem & Bramorski('
ao adicionar a dieta hipercalérica de ratos Wistar 5% (m/m)
de quitosana de duas diferentes marcas comerciais; os gru-
pos com suplementacgéo da fibra ingeriram uma maior quan-
tidade de ragé@o quando comparado a seus controles. Tam-
bém, em seus estudos, Gallaher CM e Azuma K, et al.(1%1®)
observaram maior ingestdo alimentar nos grupos com
suplementacdo de quitosana. Alguns estudos realizados
observaram diminuicdo de leptina em animais que recebe-
ram suplementacao com quitosana, indicando, desta forma,
que houve diminuigdo na acumulacgéo de lipidios, o que le-
vou a um aumento na ingestao alimentar.”-'7-'9)

Em relagdo a ingestao hidrica, os grupos C e CQ apre-
sentaram maior ingest&o, diferente dos grupos H e HQ, o
gue demonstra que a quitosana ndo atuou no aumento da
ingestéo hidrica, sendo caracteristico de cada tipo de dieta.
Da mesma forma, Geremias R e Azuma K, et al. relataram
em seus estudos que a ingestao hidrica ndo se mostrou al-
terada durante o periodo experimental com quitosana e suas
associagdes.("10

Quanto a avaliagéo da concentragéo de Lactobacillus
e Bifidobacterium verificou-se um aumento destas bacté-
rias nos grupos que receberam a suplementagdo com
quitosana, sendo que a quitosana, por ser uma fibra, apre-
senta as caracteristicas de um prebiético, ndo sendo
hidrolisada nem absorvida na parte superior do trato
gastrointestinal, sendo posteriormente fermentada por
Lactobacilos e Bifidobactérias.? No entanto, percebe-se
que o grupo HQ apresentou um aumento em relagéo a con-
centracéo destas bactérias, o que indica o potencial pre-
biético da quitosana que, ao ser administrada com a dieta
hipercalérica, que contém chocolate em sua composicéao,
apresentou um maior efeito na microbiota intestinal; de
acordo com diversos estudos realizados, o chocolate atua
como um prebiodtico devido aos flavonoides que possui (de-
rivados do cacau), levando a um aumento na concentra-
¢ao de Lactobacillus e Bifidobacterium.?"2 Em relacdo a
glicemia e ao teste de tolerancia a glicose, os grupos com
suplementacdo de quitosana apresentaram uma tendén-
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cia a diminuicdo destes parametros ao serem compara-
dos com seus controles. Assim como encontrado em estu-
do de Chang HP et al.,/” que analisaram o efeito da
suplementacao de quitosana em ratos diabéticos, embora
nao tenham obtido resultados significantes estatisticamen-
te, houve uma tendéncia a diminuicdo de glicose e resis-
téncia a glicose ap6s sete semanas de tratamento.

Ao se analisar a massa dos 6rgaos nao foram encon-
tradas diferencas significativas. No entanto, ao se analisa-
rem as gorduras omental, perigonadal (epididimal) e retro-
peritoneal (perirrenal), verificou-se uma diminuicdo da mas-
sa nos grupos que receberam suplementacgéo de quitosana.
Em seus estudos, Zhang J, et al. e Zhang H, et al.(??% ob-
servaram que ratos que receberam suplementacao de 5%
(m/m) de quitosana apresentaram uma menor massa
epididimal e perirrenal em relagéo aos grupos controle, de-
monstrando a agdo da quitosana em reduzir a capacidade
de armazenamento de gorduras.

CONCLUSAO

A acdo da quitosana em relagédo aos parametros
glicémicos foi positiva, a glicemia em jejum e o teste de to-
lerancia a glicose demonstraram que a quitosana apresen-
tou uma tendéncia a diminuicao da glicemia.

O efeito da quitosana em relagdo aos parametros
lipidicos apresentou-se eficaz, ao diminuir significativamente
as concentragdes de colesterol total e triglicerideos.

Houve uma manutencéo da massa corpérea dos ani-
mais que receberam a suplementagé@o com quitosana, nao
apresentando, entretanto, reducgéo significativa da massa
corpérea. Faz-se necessaria a realizacdo de estudos com
a administracdo de quitosana com dietas com restricao
calérica e com adicéo de atividades fisicas, para verificar
seu efeito. A quitosana também nesta dose e neste periodo
experimental ndo induziu ao aumento da saciedade, levan-
do a um aumento da ingestao alimentar dos animais que
receberam a suplementacéo.

Em relacdo a microbiota intestinal, a quitosana apre-
sentou um efeito benéfico como prebiético, aumentando as
concentragdes de bactérias probiéticas. O grupo hiper-
calérico com quitosana apresentou uma maior concentra-
¢ao destas bactérias, demonstrando a agcéo do cacau pro-
veniente do chocolate presente na dieta hipercalérica, o qual,
ao ser administrado com a quitosana, aumentou seu poten-
cial prebiético.

Abstract

Obesity has become frequent in developing countries, resulting in
cardiovascular problems and other metabolic diseases. Among the ways
to combat obesity is a healthy diet including mainly fibers. The objective
was to verify if there would be a reduction in the body mass of rats
supplemented with chitosan, decreasing the lipid and glycemic
parameters and check their effect on the intestinal microflora. 16 female
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and 16 male mice from the Wistar lineage were used, which were divided
into four groups (n = 4 males and n = 4 females), C, CQ, H, HQ. The
treatment lasted 71 days. There was a reduction in body mass of groups
treated with chitosan, but not statistically significant, however, food intake
in the groups treated with chitosan was higher compared to their controls,
the total cholesterol levels, triglycerides and glucose levels were reduced
in mice supplemented with chitosan. The analysis of intestinal microbiota
showed that the concentration of Lactobacillus and Bifidobacterium
although not statistically significant, showed an increase in the
concentration of these bacteria in mice supplemented with fiber.
According to the results obtained in the study, chitosan acts in the control
of body mass, especially by the action in metabolism of lipids, also
acts as a prebiotic, aiding in increasing the concentration of probiotics,
regulating the functions of the intestinal microbiota.
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Chitosan; Obesity; Intestinal microbiota; Lipid parameters
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