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RESUMO

PARIS, Vinicius Fernandes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo de 2023.
Avaliagao do consumo de kefir sobre parametros intestinais e cerebrais em
camundongos IL107. Orientadora: Maria do Carmo Gouveia Peluzio.
Coorientadoras: Soraya Torres Gaze Jangola e Mariana de Moura e Dias.

A microbiota intestinal € um ecossistema em que trilhdes de microrganismos vivem de
forma simbidtica com o corpo humano, sendo que suas fungdes estdo intimamente
relacionadas ao bom funcionamento metabdlico, imunolégico, estrutural e neurolégico
do organismo. Além disso, o impacto da microbiota intestinal na saude pode ser muito
mais relevante, uma vez que seu efeito no desenvolvimento cerebral e na
neurogénese ja foi demonstrado. Esse efeito ressalta a importdncia da conexao
intestino-cérebro no bom funcionamento cerebral. O kefir € uma bebida probidtica que
apresenta potencial terapéutico para modular a microbiota intestinal e atenuar o
estresse oxidativo e a inflamagao intestinal. Embora haja um numero significativo de
estudos avaliando a conexdo intestino-cérebro, observa-se que o estudo dessa
conexdo, na presenga de kefir, em modelo experimental de doenca inflamatoria
intestinal (DIl), na auséncia de IL-10, ainda foi pouco elucidado. Diante disso, o
objetivo desse estudo foi investigar os efeitos do consumo de kefir sobre o processo
inflamatdrio intestinal e cerebral em camundongos C57BL/6J IL107- com doencga
inflamatoria intestinal esponténea. Para isso, foram utilizados 18 camundongos
C57BL/6J IL107- divididos em dois grupos experimentais, tratamento e controle. O
tratamento consistiu em quatro semanas do uso de 0,4ml/d de kefir (6x108 UFC
BAL/ml e 108 UFC leveduras totais/ml) e o controle 0,4ml/d de agua via gavagem. Os
resultados encontrados evidenciaram melhor preservagao da fisiologia intestinal, com
menor escore histopatologico e inflamagao intestinal, maior concentragdo de acido
graxo de cadeia curta (AGCC) no intestino e redugéo do estresse oxidativo intestinal
e cerebral no grupo tratado com kefir. Dessa forma, sugere-se a capacidade do kefir
de preservar a morfometria intestinal controlando a inflamagdo e aumentando a
contagem de células caliciformes, além de aumentar a concentracdo de AGCC no
intestino e regular o estresse oxidativo no intestino e no cérebro, o que favoreceu a

manutengao da barreira intestinal e o controle imune local.



Palavras-chave: Doenca Inflamatéria Intestinal. Kefir. Eixo Intestino-cérebro.
Probidtico.



ABSTRACT

PARIS, Vinicius Fernandes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March 2023.
Evaluation of kefir consumption on intestinal and cerebral parameters in IL10"-
mice. Adviser: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Co-advisers: Soraya Torres Gaze
Jangola and Mariana de Moura e Dias.

The intestinal microbiota is an ecosystem in which trillions of microorganisms live
symbiotically with the human body, and their functions are intimately related to the
proper metabolic, immunological, structural, and neurological functioning of the
organism. In addition, the impact of the intestinal microbiota on health can be even
more relevant, as its effect on brain development and neurogenesis has already been
demonstrated. This effect highlights the importance of the gut-brain connection in
proper brain function. Kefir is a probiotic beverage that presents therapeutic potential
for modulating the intestinal microbiota and attenuating oxidative stress and intestinal
inflammation. Although there are a significant number of studies evaluating the gut-
brain connection, it is observed that the study of this connection, in the presence of
kefir, in an experimental model of inflammatory bowel disease (IBD), in the absence of
IL-10, has yet to be fully elucidated. Therefore, the aim of this study was to investigate
the effects of kefir consumption on intestinal and cerebral inflammatory processes in
C57BL/6J IL107 mice with spontaneous inflammatory bowel disease. For this, 18
C57BL/6J IL107- mice were divided into two experimental groups, treatment and
control. Treatment consisted of four weeks of using 0.4ml/d of kefir (6x108 CFU BAL/ml|
and 108 CFU total yeasts/ml) and the control 0.4ml/d of water via gavage. The results
found demonstrated better preservation of intestinal physiology, with lower
histopathological scores and intestinal inflammation, higher concentration of short-
chain fatty acids (SCFA) in the intestine, and reduction of intestinal and cerebral
oxidative stress in the kefir-treated group. Thus, it is suggested that kefir has the ability
to preserve intestinal morphology by controlling inflammation and increasing the count
of goblet cells, as well as increasing the concentration of SCFA in the intestine and
regulating oxidative stress in the intestine and brain, which favored the maintenance

of the intestinal barrier and local immune control.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease. Kefir. Gut-brain Axis. Probiotic.
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1. INTRODUGAO GERAL

O intestino humano tem aproximadamente, 200-300m? de mucosa e seu bom
funcionamento esta diretamente associado as espécies da microbiota que vivem em
seu interior. Essa microbiota exerce diversas fungdes relacionadas ao bom
funcionamento metabdlico, imunoldgico, estrutural e neurolégico do ser humano
(ADAK; KHAN, 2019; CAMPBELL et al., 2023; YADAV; VERMA; CHAUHAN, 2018;
ZMORA; SUEZ; ELINAV, 2019).

A respeito do sistema imune, a microbiota intestinal pode modular a resposta
inflamatoria por indugéo de células Treg, citocinas IL(interleucina)-10 e TGF-B (fator
de crescimento tumoral), reguladores do sistema imune. Sabe-se que um
desequilibrio intestinal pode acometer sua microbiota, aumentando os
microrganismos patogénicos. Na disbiose, por exemplo, ha um prejuizo na modulagao
imunoldgica que gera uma maior resposta pro-inflamatoria (ADAK; KHAN, 2019;
MOUSA; CHEHADEH; HUSBAND, 2022; WEISS; HENNET, 2017).

Essa maior resposta pro-inflamatéria também esta associada as doencas
inflamatorias intestinais (DIl). Todavia, esse grupo de doengas possuem etiologias
complexas e multifatoriais, que podem envolver fatores ambientais, agentes
infecciosos e susceptibilidade genética. Quanto a susceptibilidade genética, sabe-se
que humanos e animais com polimorfismos no gene da IL-10 ou de seu receptor, por
exemplo, podem desenvolver DIl espontaneamente (IP et al., 2017; LARABI;
BARNICH; NGUYEN, 2020; SUN et al., 2018).

Em condig¢des de doengas intestinais que alteram a microbiota pode haver um
desencadeamento de condigdes neuroldgicas como ansiedade, depresséo (BHAMRE
et al., 2018; GAO et al., 2021; HAUSER et al., 2011), doenca de Alzheimer (ZINGEL;
BOHLKEN; KOSTEV, 2021) e Parkinson (ZHANG et al., 2021), por exemplo. Sugere-
se que essa relagdo das DIl com condigbes neurologicas seja pelo aumento do
estresse oxidativo e da inflamacg&o crénica do trato gastrointestinal (BERCIK et al.,
2010).

E sabido que probidticos possuem a capacidade de equilibrar a microbiota

intestinal e, com isso, influenciar indiretamente muitas funcdes metabdlicas,
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neuroldgicas, estruturais e imunologicas (ZMORA; SUEZ; ELINAV, 2019). Probiodticos
contém, além de microrganismos, substancias que sédo produzidas no processo de
fermentacdo, como os acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Os AGCC possuem
impactos positivos na saude humana, incluindo a regulagdo neurogénica e do sistema
imune apos absorgao intestinal, sendo importantes, também, para a manutencao da
integridade da barreira intestinal, por estimular a expresséo de proteinas de jungdes
e células produtoras de muco (DALILE et al., 2019; DIMIDI et al., 2019; DU et al.,
2022).

Diante de todos os aspectos positivos dos probidticos, o kefir se destaca por
ser uma bebida probidtica produzida a partir da fermentagéo do leite pelos grénulos
de kefir. Foi originada nas montanhas do Caucaso e consiste numa grande
heterogeneidade de microrganismos como bactérias fermentadoras produtoras de
acido latico, acido acético e de leveduras (DIMIDI et al., 2019). Essa bebida possui
diversos compostos bioativos e peptideos que podem modular a composi¢ao da
microbiota intestinal, a inflamagao crénica de baixo grau e a permeabilidade intestinal.
Dessa forma, o kefir possui potencial de reduzir a resposta inflamatéria e oxidativa
pela diminuigao da expressao de TNF-q, IL-18 e TGF-3 (PELUZIO et al., 2021). Assim,
esta bebida simples e de baixo custo pode ser uma importante aliada no tratamento

das desordens inflamatdrias intestinais.

Embora haja um numero significativo de estudos nos ultimos anos avaliando a
conexao intestino-cérebro, observa-se que muitas questdes ainda necessitam de
respostas. A utilizagcao do kefir no modelo experimental de DIl, na auséncia de IL-10,
pode ser uma importante ferramenta para elucidar mecanismos da conexao intestino-
cérebro e sua influéncia sobre o sistema imune. Quanto mais informagdes a respeito
deste modelo melhor o entendimento de como o kefir age para auxiliar no equilibrio
da microbiota intestinal, na melhora da funcéo intestinal, do sistema imune e, por

consequéncia, na saude intestinal e do sistema nervoso central.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

e Investigar os efeitos do kefir sobre o processo inflamatorio intestinal e cerebral
em camundongos C57BL/6J IL107- com doenga inflamatéria intestinal

espontanea.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito do consumo de kefir:

o No escore histopatoldgico do intestino delgado;

o Na avaliagdo histomorfométrica e contagem de células caliciformes do
intestinal delgado;

o Na expressao génica dos marcadores inflamatorios intestinais (arg, ccl2,
inos, nf-kb e tnf);

o Na expressdo de marcadores de estresse oxidativo (SOD, CAT, MDA e
proteina carbonilada) no intestino e no cérebro;

o Na concentragdo de citocinas (IL-12p70, IFNy, TNF, MCP-1, IL-10, IL-6)
envolvidas na inflamacgé&o cerebral,

o Na composicédo dos acidos graxos de cadeia curta no intestino delgado

€ no cérebro.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. DOENGA INFLAMATORIA INTESTINAL

As doencas inflamatérias intestinais (DIl) sdo um conjunto de doengas
caracterizadas por uma inflamagao crénica e persistente do trato gastrointestinal. As
principais sdo a Retocolite Ulcerativa e a Doenca de Crohn. Embora a etiologia das
DIl seja complexa, na patogénese estdo envolvidas a susceptibilidade genética, o
ambiente externo, a microbiota intestinal e a resposta imune. Dentre varios fatores, o
mal funcionamento da IL-10, ou seu receptor, tem sido associado ao aparecimento e
agravo dessas doencgas (SAIRENJI; COLLINS; EVANS, 2017; YU; CHEON, 2022;
ZHANG,; LI, 2014).

O modelo do nosso estudo, camundongo IL107-, desenvolve espontaneamente
DIl, esse desenvolvimento acontece pelo fato da deficiéncia da IL10 levar a falha do
controle imune do intestino, exibindo uma resposta pré-inflamatéria acentuada contra
antigenos o que gera uma inflamacéo crénica pela continua produgao de IL-6, IL-1®,
e TNF-(. Além disso, esses animais apresentam DIl que compartilha aspectos
histologicos, fisiologicos e bioquimicos com as DIl em humanos (COHEN; MOORE;
WARD, 2004; IP et al., 2017; KENNEDY et al., 2000).

A incidéncia e prevaléncia das DIl tém aumentado no mundo, sendo mais alta
no ocidente (NG et al., 2017). Paises do ocidente possuem melhor distribuicdo de
renda, saneamento basico e educacido e, por isso, teriam menos contatos com
microrganismos e parasitos e assim maior indice de doengas inflamatoérias, incluindo
DIl (CHOLAPRANEE; ANANTHAKRISHNAN, 2016; YE et al., 2015).

Doencas inflamatdrias intestinais acometem primeiramente 6rgaos do sistema
digestorio. Entretanto, € muito prevalente a presenca de sintomas extra-intestinais,
relacionados principalmente a inflamagédo crénica (SAIRENJI; COLLINS; EVANS,
2017). Um dos sintomas no intestino é a indug&o de disbiose, sendo observado uma
reducdo na biodiversidade do microbioma fecal em pacientes acometidos
(JOOSSENS et al., 2011).

A disbiose, juntamente com a inflamacgé&o induzida pelas DIl, pode aumentar a
permeabilidade e a degradagao da camada de mucina, diminuindo a barreira de muco
protetor na superficie do trato gastrointestinal. Essa barreira possui um importante
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papel na protecdo da inflamacdo intestinal, e esse dano € uma das possiveis
explicagbes fisiopatologicas da sintomatologia da inflamagado (JOOSSENS et al.,
2011; MOUSA; CHEHADEH; HUSBAND, 2022; PAONE; CANI, 2020). Com um
aumento da permeabilidade, pode ocorrer a translocacdo de substancias e
microrganismos, 0 que potencializa a inflamagdo e o dano ao tecido intestinal
(MICHIELAN; D’INCA, 2015; STEPHENS; VON DER WEID, 2020).

A modulagdo da microbiota intestinal tem se mostrado muito importante nas
DIl, como observado em um estudo com a suplementacdo com 400ml/dia de kefir em
humanos com DIl no qual o tratamento, além de modular a microbiota, reduziu o
surgimento de sintomas no curto prazo (YILMAZ; ENVER DOLAR; OZPINAR, 2019).

Ademais, as DIl sado associadas a fungcdo cerebral prejudicada e
comportamentos patoldgicos, podendo a administragao de probidticos melhorar esses
sintomas por modular a via imune periférica (FUNG; OLSON; HSIAO, 2017). Por fim,
a ansiedade e depressdo sao condicbes frequentes em desordens intestinais,
incluindo as DIl. Quando comparado a populagao geral, individuos com desordens
intestinais apresentam trés vezes mais risco de desenvolverem depressao e outras
alteragdes neuroldgicas (BERCIK et al.,, 2010). Neste contexto, torna-se cada vez
mais pertinente a avaliagdo dos mecanismos pelos quais os probidticos podem atuar

na modulacao da inflamacéao intestinal e extra-intestinal.

3.2. CONEXAO INTESTINO-CEREBRO

O corpo humano € um complexo ambiente que abrange um numero de
bactérias que excede o numero de células do corpo humano. A maioria destes
microrganismos estao localizados na regido intestinal, um ecossistema onde trilhdes
de microrganismos vivem de forma simbidtica (MORKL et al., 2020). Esses
organismos consistem em bactérias, protozoarios, archae, fungos e virus que,
somados, possuem cerca de 150 vezes mais genes do que o proprio genoma humano
(MILOSEVIC et al, 2019; MOUSA; CHEHADEH; HUSBAND, 2022). A
heterogeneidade desse conjunto de microrganismos deve-se a diversos fatores como
o comportamento, idade, alimentagdo, integridade da barreira intestinal e fungéo
imune do hospedeiro (CLARK; MACH, 2016).
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Entretanto, o impacto da microbiota intestinal sobre a saude tem se mostrado
cada vez mais importante. Esses microrganismos atuam no desenvolvimento cerebral
e na neurogénese, sendo, entdo, reconhecida uma conexdo entre esses dois
segmentos, comumente chamada de conex&o intestino-cérebro (WANG; WANG,
2016). Os mecanismos potenciais propostos para essa comunicagédo séo atraveés do
nervo vago, do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), sistema imune, além da
producédo de alguns neurotransmissores, como a dopamina, serotonina e acido gama-
aminobutirico (GABA) pelos microrganismos (CARABOTTI et al., 2015;
STRANDWITZ, 2018).

A inflamac&o gastrointestinal em modelo murino de colite pode cursar com
neuroinflamac&o no cérebro causando respostas imunoldgicas pela alteragdo da
resposta da microglia (SROOR et al.,, 2019). Os microrganismos podem modular
células imunes periféricas as quais podem controlar neuroinflamacéo, injuria cerebral,
neurogénese e autoimunidade contribuindo para desordens inflamatorias no sistema
nervoso central (SNC), o que por sua vez esta associado a diversas doengas. Animais
com alteracdo da microbiota intestinal por uso de antibioticos, por exemplo, exibem
alteragbes no comportamento com desordens neurodegenerativas, de
desenvolvimento cerebral e psiquiatrico (FUNG; OLSON; HSIAQO, 2017).

O termo psicobidticos surgiu depois da descoberta por meio de intervencgdes
com o uso de probidticos e prebidticos da acdo de bactérias, como lactobacillus e
bifidobactérias, em doengas por meio do eixo intestino-cérebro (MORKL et al., 2020).
Sabe-se que a comunicagdo é bidirecional entre o sistema nervoso autbnomo (ANS)
e o sistema nervoso entérico (ENS) no trato gastrointestinal (Gl), sendo sugerido como
principal agente dessa comunicagao o nervo vago. Todavia, existem também outras
maneiras de comunicagdo, como moléculas produzidas pela microbiota intestinal,
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), triptofano e neurotransmissores como o acido
gama-aminobutirico (GABA), neuropeptideo Y (NPY) e dopamina, por exemplo
(CARABOTTI et al., 2015; CRYAN et al., 2019; WANG; WANG, 2016).

Uma das condi¢des que leva ao desenvolvimento de doengas € o aumento da
permeabilidade intestinal. Entre as causas destacam-se o aumento da inflamacéao e
do estresse oxidativo intestinal, os quais podem gerar uma oxidagao dos lipideos da
membrana plasmatica e consequentemente um aumento da permeabilidade. Outra

causa € a perda de proteinas estruturais, como as jungdes apertadas. Essas jungdes
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sdo formadas por proteinas transmembranas responsaveis por manter o controle
sobre a passagem paracelular, sendo elas: ocludina, claudina, zonulina, moléculas de
adesao juncional e tricelulina que interagem na formagdo das zonas ocludentes
estruturais. A alteragdo dessas proteinas aumenta a permeabilidade deflagrando um
quadro de disbiose, que tem uma série de consequéncias como a piora da inflamagao
intestinal (CLARK; MACH, 2016; WEISS; HENNET, 2017).

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) s&o importantes para a integridade
da barreira intestinal, estimulando a proliferagdo e diferenciacdo celular. Essas
substancias sdo capazes de afetar o sistema nervoso central por alterar a expressao
do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF, do inglés Brain-derived neurotrophic
factor) (MORKL et al., 2020), além de modular a fungdo cerebral por vias imunes,
enddcrinas, vagal e humoral (DALILE et al., 2019; SILVA; BERNARDI; FROZZA,
2020). Na situagao de inflamagdo com alteragdes na barreira intestinal e piora da
permeabilidade, as concentra¢gdes de AGCC sao reduzidas (TAKAHASHI et al., 2016),
podendo afetar a saude do SNC. Em camundongos, o estresse e a inflamacéo cronica
do trato gastrointestinal por uma alteracdo da microbiota podem contribuir para o
comportamento ansioso, sugerindo uma ligagdo entre a composigao da microbiota
intestinal e alteragbes de fungdo Gl e/ou comportamento ansioso (BERCIK et al.,
2010).

A plasticidade neuronal é a capacidade do cérebro de formar novas conexdes
sinapticas, novos neurénios e células da glia (GRIESBACH; HOVDA, 2015; SANCHO;
CONTRERAS; ALLEN, 2021). O estresse é um importante inibidor desse mecanismo,
podendo levar a atrofia cerebral (BREMNER et al., 2007; DOUGLAS BREMNER,
2006). Um estudo com tratamento de 2 semanas de suplementagcdo de uma
formulac&o de probidticos (Lactobacillus helveticus R0052 e Bifidobacterium longum
R0175) em modelo murino induzido ao estresse cronico foi capaz de atenuar a
ativacdo do eixo HPA e ANS em resposta ao estresse, sugerindo uma melhor
preservacao da neuroplasticidade, devido ao aumento da expressao de BDNF nos
animais suplementados (AIT-BELGNAOUI et al., 2014). Resultado semelhante foi
observado com a suplementacdo de Lactobacillus casei strain Shirota também em
modelo experimental (TAKADA et al., 2016). Esses estudos juntos indicaram a
importancia da preservagdo do microambiente intestinal para a saude cerebral.
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3.3. ESTRESSE OXIDATIVO E INFLAMAGAO

O estresse oxidativo e a inflamacdo sdo mecanismos usuais de defesa
imunologica. Os radicais livres, como espécies reativas de oxigénio (ROS), espécies
reativas de nitrogénio (RNS) e espécies reativas de enxofre (RSS) sdo produzidos por
todas as células e modulam processos celulares como inflamag&o, sobrevivéncia
celular e resposta ao estresse (ABDELHAMID; NAGANO, 2023; LAURIDSEN, 2019).

A principal fonte de espécies reativas €& a mitocdndria pela cadeia
transportadora de elétrons (EL ASSAR; ANGULO; RODRIGUEZ-MANAS, 2013;
LAURIDSEN, 2019), sendo o radical hidroxila (HO*), o anion superéxido (O2’) e o
peroxido de hidrogénio (H202) os principais radicais livres. Em condigées normais, 0s
niveis de ROS sao mantidos baixos por varios sistemas enzimaticos que participam
dessa homeostase (FISCHER; MAIER, 2015; LAURIDSEN, 2019). Quando ha um
aumento na produgao de ROS, esses mecanismos antioxidantes sao ativados para
imediatamente controla-los (KANG; KIM, 2023).

Os sistemas de defesa endogenos sao divididos em dois tipos, os antioxidantes
enzimaticos e 0os ndo enzimaticos. As principais enzimas antioxidantes sdo a
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e a
glutationa redutase (GRx), ja os antioxidantes ndo enzimaticos compreendem
antioxidantes endogenos e exdégenos (HE et al., 2017; WU et al., 2021). Essa
maquinaria existe para proteger da produgéo excessiva de ROS, visto que o excesso
pode culminar em danos a macromoléculas, como os lipideos e o DNA por exemplo
(KANG; KIM, 2023).

Diante disso, o estresse oxidativo s6 se torna um problema quando os
mecanismos neutralizantes, enzimaticos e ndo enzimaticos, séo insuficientes para
equilibra-los. O desequilibrio na regulagéo do estresse oxidativo e da inflamagéo pode
levar a um aumento na produgdo de citocinas inflamatdrias. Nessa ocasido, ha
ativagdo do fator nuclear kappa beta (NFkB) e da proteina ativadora 1 (AP1), que
regulam a expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatoria resultando na
liberacao de citocinas pré-inflamatérias como o TNF-a e IL-6. Além disso, inibe o fator
2 relacionado ao fator nuclear eritride 2 (Nrf2), o qual esta relacionado a regulagéo
das respostas antioxidantes, o que potencializa ainda mais a inflamacéo (FISCHER;
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MAIER, 2015; HUSSAIN et al., 2016; KANG; KIM, 2023; RAJARAM et al., 2023;
RUTHIRAKUHAN et al., 2020).

A consequéncia fisioldgica da ativagao dessas vias € extensa, culminando num
maior risco para o desenvolvimento de doengas inflamatérias crénicas e
neurodegenerativas pelo aumento de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6, IL-8 e
TNF, além de moléculas de adesdo que favorece a migragdo celular e o estado
inflamatorio persistente. Além disso, o préprio TNF € um gene de resposta da via
NFxB amplificando ainda mais as respostas inflamatérias via feedback positivo
(FISCHER; MAIER, 2015).

Vale ressaltar que o estresse oxidativo e a inflamacéo crénica de baixo grau
quando n&o controlados sdo mediadores comuns na fisiopatologia de muitas doencgas
nao transmissiveis relacionadas a idade, incluindo obesidade, hipertensdo, doencas
cardiovasculares (DCV), diabetes tipo 2 (DM2), alguns tipos de cancer e doencgas
neurodegenerativas (DANDEKAR; MENDEZ; ZHANG, 2015; GARCIA; ZAZUETA;
AGUILERA-AGUIRRE, 2017; RAJARAM et al., 2023). Diante disso, se faz necessario
entender como o kefir pode modular o estresse oxidativo e a inflamagéo para reduzir

o risco de condi¢des associadas ao desequilibrio desses mecanismos.

3.4. KEFIR

Os probidticos, de acordo com a definigdo da Organizacdo Mundial da Saude,
sd0 microrganismos vivos que quando consumidos em quantidade suficiente
proporcionam beneficios a saude de quem os consome (HILL et al.,, 2014). No
intestino, a suplementacédo de probidticos promove uma competicdo com bactérias
patogénicas sendo capaz de estimular a produgédo de imunoglobulina A (IgA) e inibir
a resposta inflamatoria Th1 e Th17, reduzindo a expresséo de citocinas inflamatarias,
como Fatores de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) e IL-18 (GALDEANO et al., 2019).
Inclusive, alguns probidticos de cepas mistas mostram-se mais efetivos que drogas
anti-inflamatorias (sulfalazina) para reduzir a inflamagéo, restabelecer a fungédo da
barreira intestinal e o ambiente microecoldgico na doencga inflamatoria intestinal (DIl)
(WANG et al., 2020).



23

Dentre os probioticos, o kefir se destaca por ser uma bebida fermentada
originada das montanhas do Caucaso que contém mais de 50 espécies de
microrganismos. E formada por uma simbiose de bactérias fermentadoras produtoras
de acido latico, acético e leveduras (KIM et al., 2017; PELUZIO et al., 2021). Grande
parte das espécies de lactobacillus presentes nos graos de kefir podem ser
potencialmente usadas como probidticos, e por conta disso, estudos com probidticos
isolados apresentaram cepas eventualmente presentes no kefir (ZANIRATI et al.,
2015). Entre suas caracteristicas sensoriais, a textura é ligeiramente viscosa com
sabor azedo e acido. Tradicionalmente utiliza-se o leite de vaca para fermentacao,
mas também pode ser feito com leite de outras fontes, como cabra, ovelha ou bufala
(BOURRIE; WILLING; COTTER, 2016).

Os beneficios do kefir estdo relacionados tanto aos microrganismos presentes
na bebida fermentada como aos metabdlitos produzidos durante o processo de
fermentacdo do leite. Dentre os metabdlitos produzidos pelo processo de
fermentacado, destaca-se um exopolissacarideo chamado kefiran. Os beneficios do
consumo dessa bebida fermentada compreendem uma melhora da microbiota
intestinal, efeitos  anti-hipertensivos e  hipocolesterolemiantes, atividade
antimicrobiana, supressao de tumor, imunomodulacédo, anti-inflamatério e antioxidante
(BENGOA et al., 2019; MEDRANO et al., 2011; PELUZIO et al., 2021; ROSA et al.,
2017).

Todavia, a composigao microbiolégica do kefir € muito variavel pois depende
da matriz inicial do kefir e da origem geografica, ja que diferentes condigdes climaticas
podem favorecer diferentes microrganismos simbidticos. Além disso, condigdes da
fermentacdo como tempo, temperatura e proporgéo dos graos adicionados também
influenciam o produto (AZIZl et al., 2021; ROSA et al., 2017). Dessa forma, os estudos
sobre kefir devem considerar sua grande heterogeneidade. No entanto, ja foi
demonstrado que o tratamento com 0,2ml de kefir (2x/d) apresentou um aumento da
concentragcédo de lactobacillus e lactococcus nas fezes dos animais suplementados
(KIM et al., 2017), o que indicou a capacidade do kefir consumido por via oral chegar

até o intestino e modular a microbiota intestinal.

Ja existe estudo demonstrando a capacidade psicobiotica do tratamento com
kefir (TON et al., 2020). Em camundongos, por exemplo, a ingestao de kefir reduziu a
inflamacéo e o estresse oxidativo cerebral, além de apresentar resposta semelhante
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a antidepressivos no comportamento e expressao de BDNF (CHEN et al., 2021). Além
disso, melhorou a integridade estrutural e funcional da barreira intestinal, reduzindo a
ativacdo de microglia e protegendo contra a neuroinflamagéo (SILVA et al., 2020).
Esses estudos, demonstram a importante relagdo do kefir com o SNC. Entretanto,
ainda faltam estudos para esclarecer como o tratamento com kefir impacta o SNC em
modelo de Dlls.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aspectos éticos

O presente estudo é parte integrante do projeto guarda-chuva intitulado “Efeito
do consumo de kefir de leite integral no desenvolvimento de doenga inflamatéria
intestinal em camundongos knockout IL-10”, previamente submetido a Comiss&o
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV),
aprovado no dia 19 de novembro de 2019, sob o numero do processo 52/2019 - Anexo
01.

4.2. Calculo amostral

O tamanho amostral foi calculado, conforme proposto por Mera et al (1998),
previamente no projeto guarda-chuva. Para o calculo foi considerado poder estatistico
de 99% (a < 0,01).

4.3. Desenho experimental

A produgao da bebida fermentada foi realizada diariamente com a inoculagao
de 10% de gréanulos de kefir em leite integral UHT, de uma mesma marca e mesmo
lote. Posteriormente, foi mantido em estufa com temperatura controlada de 25°C por
24h. Apds esse periodo, os graos foram separados e o kefir fresco foi ofertado aos
animais. Os gréos separados foram lavados com agua destilada e inoculados
sucessivamente até o fim do estudo (Figura 1).
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Figura 1: Preparo do kefir. (1) Inoculagéo dos graos de kefir em leite. (2) Fermentagao
em estufa por 24h em temperatura média de 25°C. (3) Filtragem e separacéo dos
graos de kefir que serdo re-inoculados em novo leite. A bebida fresca é oferecida aos
animais e o processo € repetido diariamente.

O perfil microbiologico do kefir no estudo foi determinado antes do inicio do
experimento através da contagem de bactérias acido laticas totais (BAL) e de
leveduras totais pelo método de plagueamento em superficie (SILVA et al., 2017).
Para a contagem de BAL a amostra foi inoculada em meio MRS e posteriormente os
foi incubada em estufa na temperatura de 37°C por 48 horas (REIS, 2015). Para a
contagem de leveduras totais a amostra foi inoculada em meio BAD. As placas foram
incubadas em estufa na temperatura de 28°C por 7 dias (BRASIL, 2003). As analises
foram realizadas no laboratério de Bioquimica Nutricional do Departamento de
Nutricdo e Saude (DNS) da Universidade Federal de Vigosa (UFV). O kefir foi mantido
na concentragdo minima de 6x108 UFC/ml de BAL e 108 UFC/ml de leveduras totais.
Esses valores foram utilizados por ser a quantidade necessaria de UFC para que o
produto tenha alegac&o de probiotico no Brasil (ANVISA, 2008).

Os camundongos foram divididos em 2 grupos experimentais e alojados
coletivamente em caixas de polipropileno cobertas com grades metalicas, em
ambiente controlado e ciclo claro/escuro de 12 horas. Apds 4 semanas de vida, os

camundongos foram desmamados e mantidos por 5 semanas para ambientagao e
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envelhecimento. Apds esse periodo, quando os camundongos estavam com 9
semanas, 0s animais foram randomizados e o tratamento iniciado, realizando a
suplementacao diariamente por 4 semanas. Em todo o periodo do experimento os
animais receberam dieta comercial e agua ad libitum e o peso corporal dos animais
foi monitorado semanalmente. Os dois grupos foram divididos em: (1) grupo tratado
(KEF — n=9): dieta comercial + gavagem com kefir (0,4ml; 6x108 UFC BAL/ml e 10°
UFC/ml de leveduras totais); (2) grupo controle (CON — n=9): dieta comercial +

gavagem com leite integral UHT (0,4ml).

Foram utilizados tecido cerebral e do intestino delgado de 18 camundongos
machos C57BL/6J nocaute IL107- provenientes do laboratério de Nutricdo
Experimental do Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de
Vigosa, Minas Gerais. Ao final das quatro semanas ocorreu a eutanasia por isoflurano
a 3% (Isoflorine®, Cristalia) inalatério. Apds a eutanasia os 6rgaos foram lavados com
solugdo salina fisiologica e congelados para analises posteriores em ultra freezer a
-80°C. Uma parte do intestino delgado foi separada no momento da eutanasia para
analise histologica e conservado conforme tépico 4.4.

Divisdo dos
Grupos
10 | 4 semanas 1 9 semanas 1 13 semanas
. Inicio da L.
Nascimento Desmame Eutanasia
Tratamento

Figura 2: Linha do tempo

4.4. Analise Histologica

Parte do intestino delgado foi removido e, apds lavagem com solug¢do salina
fisiologica, foi fixado em formalina de Carson (CARSON; MARTIN; LYNN, 1973). Apos
desidratacdo em gradiente crescente de etanol, o material foi diafanizado em xilol e
incluido em parafina. Foram realizados cortes com espessura de Sum por meio de
microtomo rotativo (Olympus America Inc., CUT 4055) e corados na sequéncia com
hematoxilina e eosina (HE).
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4.4.1. Escore Histopatologico

O escore histopatologico foi utilizado para avaliagdo de caracteristicas
histoloégicas do tecido intestinal. O escore foi composto pela média de trés parametros
diferentes: dano na cripta (0: nenhum; 1: 1/3 danificada; 2: 2/3 danificada; 3: apenas
o epitélio superficial intacto; 4: epitélio perdido); gravidade da inflamacgéo (0: nenhuma;
1: leve; 2: moderada; 3: grave) e profundidade da lesao (0: nenhuma; 1: mucosa; 2:
submucosa; 3: transmural). Para cada parametro foi atribuida uma pontuagédo e o

escore foi obtido pela soma dos pontos de cada parametro (CRUZ, 2018).

4.4.2. Histomorfometria intestinal e contagem de células caliciformes

As imagens das secg¢des histologicas foram capturadas com objetiva de 10x
diretamente no microscopio de luz LEICA DM750 (Leica®, Suiga), por meio de camera
de video LEICA 170HD (Leica®, Suica). As medidas foram realizadas com auxilio do
aplicativo Image Pro-Plus® versédo 4.5 (Media Cybernetics), seguindo metodologia
proposta por Rosa e colaboradores (2012), conforme exemplificado na figura 3 e
(AGARWAL et al., 2022).

Altura das vilosidades - foram medidas 70 vilosidades por grupo experimental.
Apenas as vilosidades com epitélio definido e conjuntivo visivel foram utilizadas.

Largura das vilosidades: nas mesmas vilosidades utilizadas na analise de altura
foi realizada 3 medidas (regido apical, média e basal) e a largura foi considerada o

valor médio destas trés medidas;

Profundidade das criptas — foram analisadas 70 criptas por grupo experimental,
s6 foram consideradas criptas intactas.

Contagem de células caliciformes — as células caliciformes foram contadas

manualmente de 70 vilosidades para cada grupo experimental.

Area das vilosidades — para o calculo da area foi utilizado a férmula abaixo,
foram avaliadas 70 vilosidades por grupo experimental.

Média da Largura

Area de superficie de vilosidade = 2 x > X Altura
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L
— Altura das Vilosidades;

— Largura das Vilosidades (regido apical, média e basal)
— Profundidade de Cripta

Figura 3 - Exemplo de fotomicrografia das vilosidades intestinais de ratos Wistar,
coloragao HE. As linhas indicam as medidas da altura da vilosidade, profundidade da
cripta e largura da vilosidade, como aplicativo Image Pro-Plus®. Aumento 100x.
Régua de ampliagéo: 30pum (ROSA, 2012).

4.5. Extracao de RNA e reagao de cadeia da polimerase (PCR) em tempo

real do tecido do intestino delgado
Os tecidos cerebrais foram homogeneizados em reagente Trizol® e o RNA foi
extraido seguindo instru¢des do fabricante (Invitrogen, Massachussets). Ao final do
protocolo, a concentracio do RNA obtido foi estimada por leitura em
espectrofotometro Nanodrop (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts). As razdes
260/280 foram avaliadas com intuito de verificar a pureza do RNA, foram observadas

razdes maiores do que 1,8.

Na sequéncia, as amostras foram tratadas com DNAse (RQIl, Promega) para
remogao de possiveis residuos de DNA genbmico. Em seguida, a reacdo de
transcrigao reversa foi realizada utilizando todo o volume de RNA tratado com DNAse
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(10ul), enzima transcriptase reversa (Super Script Il, Invitrogen) e iniciadores
aleatorios (Promega, Madison, Wisconsin), em um volume final de 20ul. As etapas de
incubag&o, bem como os ciclos e suas temperaturas foram realizadas de acordo com

as recomendacdes do fabricante.

Apos transcricdo do cDNA das amostras, o ensaio de rtPCR foi realizado

utilizando iniciadores especificos para o modelo experimental (tabela 1).

Tabela 1. Iniciadores utilizados para analises de expressao génica por PCR.

Gene Forward Primer Reverse Primer Bp
B-act  TTGTTACCAACTGGGACGAC ACGGTTGGCCTTAGGGTT 125
tnf TCAGCCGATTTGCTATCTCA  CGGACTCCGCAAAGTCTAAG 204
inos TGGCTGTGCTCCATAGTTTC  TTCAACATCTCCTGGTGGAA 187
il-10 TAAGGGTTACTTGGGTTGCC  TCACTCTTCACCTGCTCCAC 213
arg GGTTCTGGGAGGCCTATCTT  AAGCAAGCCAAGGTTAAAGC 171
nf-kb AACCTGGGAATACTTCATGTG  GCACCAGAAGTCCAGGATTA 03
ACTAA TAGC
ccl2 TTAAGGCATCACAGTCCGAG  TGAATGTGAAGTTGACCCGT 129

As amplificagdes foram feitas em duplicata, usando 10ng de cDNA por reagao.
Ao cDNA, foram adicionados os iniciadores especificos, o reagente SyBR Green para
PCR em tempo real, num volume final de 15ul por reacao.

As condi¢cbes da reacdo foram 50°C durante 2 minutos, 95°C durante 10
minutos e 40 repeticdes de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. As leituras de
fluorescéncia foram realizadas pelo equipamento Step One Plus (Applied Biosystems)
e, posteriormente, analisadas pelo Step One Software (Applied Biosystems). As
expressdes foram normalizadas pela expressado de B-act mas também foi testado o
gene gapdh.

4.6. Analises de estresse oxidativo do intestino e cérebro
O estresse oxidativo no intestino e no cérebro foi avaliado por meio da atividade
enzimatica de superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e a oxidagao de
macromoléculas no cérebro foi avaliada pela quantificagdo de malondialdeido (MDA)
e proteina carbonilada. Para essas analises foi preparado um homogenato na
concentracao de 1:10 de tecido:tampéao fosfato pH 7. O sobrenadante foi utilizado para
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as analises de proteinas totais, SOD, CAT e MDA e o precipitado formado nesse

processo foi utilizado para a quantificacdo de proteina carbonilada.

4.6.1. Dosagem de proteinas totais do tecido do intestino delgado e no
cérebro
As proteinas totais foram quantificadas pela metodologia de Lowry (1951)
usando-se a albumina sérica bovina como padrdo para realizagdo da curva. Apos o
preparo da reacdo a placa foi lida em espectrofotometro a 700nm. O valor de
absorbancia encontrado foi utilizado na equacdo da reta da curva padrdo para
quantificacdo das proteinas totais na amostra. Essa quantificagao foi utilizada para

normalizagédo das analises de estresse oxidativo subsequentes.

4.6.2. Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) do tecido do
intestino delgado e no cérebro
A atividade de SOD foi avaliada segundo Dieterich et al., (2000). A SOD atua
metabolizando o &nion superdéxido formando o peroxido de hidrogénio (H202). Nessa
metodologia é possivel avaliar a atividade de SOD pela habilidade em diminuir a razéo
de auto-oxidag&o do pirogalol. Nessa analise é formado um composto de coloragéo
azul/roxo claro que € medido em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 570
nm. O valor encontrado foi normalizado pela concentracéo de proteina da amostra e

apresentado em U SOD/mg de proteina.

4.6.3. Atividade da enzima catalase (CAT) do tecido do intestino delgado e
no cérebro
A atividade da enzima catalase foi avaliada seguindo metodologia de Aebi
(1984). Essa variavel foi determinada através do decaimento da absorbancia do
peroxido de hidrogénio (H202) no espectrofotdbmetro com comprimento de onda 240
nm. Esse decaimento foi analisado pelo valor da absorbancia nos intervalos T0”, T30”
e T60". A partir dos valores de delta (T0”-T60”) foram entao calculados a atividade da
catalase utilizando o valor de proteina da amostra para normalizagao. O resultado foi

expresso como U catalase/mg de proteina.
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4.6.4. Substancia Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS) no cérebro

A peroxidacéo lipidica no cérebro foi avaliada pelo ensaio de TBARS segundo
Wallin (1993). Nessa analise o acido tiobarbiturico reage com os produtos da
lipoperoxidagdo formando um composto de coloragdo rosada que foi avaliado em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 535 nm. O valor encontrado foi
utilizado na equacéo da reta da curva padrdo. A concentracio final de TBARS foi
normalizada pelos valores de proteina da amostra e foi entdo expressa em nmol
TBARS/mg de proteina.

4.6.5. Proteina carbonilada no cérebro
O dano oxidativo as proteinas foi determinado por meio da avaliacdo da
carbonilagdo de acordo com o método de Levine et al., (1990). Para essa analise foi
utilizado o precipitado solido do preparo do homogenato. Os precipitados foram
tratados de acordo com a metodologia proposta e no final o sobrenadante foi lido em

espectrofotdbmetro no comprimento de onda 370nm.

4.7. Citocinas Inflamatérias no cérebro

Para analise das citocinas no homogenato de cérebro foi utilizado o Kit CBA
(BD Cytometric Beads Array Mouse Inflammation) seguindo as instru¢gées do
fabricante. As citocinas quantificadas foram a IL-12p70, IFNy, TNF, MCP-1, IL-10, IL-
6 em uma mesma amostra. A determinagdo da concentragdo das citocinas foi
realizada através da citometria de fluxo na quantificacdo de intensidades de
fluorescéncia distintas (FACSVERSE, Becton Dickinson, Sunnyvale, CA). A
quantificacdo em pg/ml de cada citocina foi baseada em uma curva padrao realizada
com as concentragdes conhecidas. Os dados gerados pela analise foram analisados
no software FlowdJo v.10.

4.8. Acidos graxos de cadeia curta do intestino delgado e do cérebro

Os acidos orgéanicos foram extraidos segundo metodologia proposta por
Siegfried (1984) e a concentragéo foi quantificada por HPLC em cromatografo UltiMate
3000 (DIONEX, Alemanha). Vinte microlitros de amostra foram injetados e passaram
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por uma coluna de troca i6nica Rezex (00H-0138-K0 300 x 7,8 mm, Phenomenex)
com H2SO4 5 mM como eluente a 0,7 mL/min, a 40°C. O detector usado foi de indice
de refracdo a 40°C (RI-101, Shodex). A concentragdo dos acidos graxos foi
determinada de acordo com a curva padrao dos acidos acético, propidnico e butirico
e o resultado expresso em pmol do acido graxo/g de tecido.

4.9. Analises estatisticas

A analise estatistica dos dados foi realizada primeiramente pela determinacao
da normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Para comparagdo entre os grupos
experimentais nos casos de distribuicdo paramétrica foi utilizado o teste t ndo pareado.

Nos casos de distribuigdo ndo paramétrica foi realizado o teste de Mann-Whitney.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA), versdo 6.0, assumindo um p < 0,05 para
diferencas estatisticas. Os resultados foram expressos em média + desvio padrao da

média.
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6. RESULTADOS:

6.1. ARTIGO ORIGINAL:
Intervengao com kefir preserva a histomorfologia intestinal e melhora

marcadores de estresse oxidativo intestinal e cerebral em camundongos IL10”-
Resumo:

Doencgas inflamatérias intestinais (Dlls) s&o conhecidas por condigbes que
geram uma inflamagao no trato gastrointestinal. A Retocolite Ulcerativa e a Doenca
de Crohn sdo as duas principais condi¢ées que geram essa inflamacéo. Nas Dlls
existe um quadro de desequilibrio da microbiota intestinal gerado pela inflamagao.
Pelo fato da microbiota intestinal possuir uma série de fungdes relacionadas a
homeostase corporal esse desequilibrio tem um impacto na saude geral, incluindo a
do sistema nervoso central. O kefir apresenta potencial terapéutico para modular a
microbiota intestinal e atenuar a inflamacéao da DIl, o que pode contribuir com o retorno
ao equilibrio nessas condigdes. Diante desse contexto, o objetivo do presente estudo
€ avaliar se o consumo do kefir influencia na morfologia intestinal e em marcadores
da inflamacgao e estresse oxidativo no tecido intestinal e cerebral de camundongos
C57BL/6J IL107-. Para isso foi realizado o tratamento de 4 semanas com 0,4ml/dia da
bebida fermentada a base de kefir de leite (6x108 UFC/mI de BAL e 106 UFC/ml de
leveduras totais) ou agua em camundongos IL107. Os resultados observados
mostraram uma redugcdo no escore histopatolégico e na inflamagédo, uma maior
preservagao da histomorfometria intestinal e um aumento na contagem de células
caliciformes, além de uma reducgao do estresse oxidativo no intestino e no cérebro.
Houve também um aumento nas concentracdes de acido butirico e acético no intestino
do grupo tratado. Com base nos resultados obtidos, sugere-se que o kefir foi capaz
de reduzir a ativacado da DIl por meio da redug¢do do dano tecidual e modulacédo da
inflamacéo intestinal, evitando a deplecao de células caliciformes. Associado a isso, 0
kefir foi capaz de aumentar a concentragao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC)
e regular o estresse oxidativo no intestino e no cérebro pela modulagcéo de enzimas
antioxidantes, como a superoxido dismutase e a catalase. Dessa forma, os resultados
indicam o potencial do uso do kefir na redugao do risco de DIl e em condi¢gbes que
aumentam o estresse oxidativo no cérebro.

Palavras chaves: doenca inflamatéria intestinal, kefir, eixo intestino-cérebro,

probiético
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Intervention with kefir preserves intestinal histomorphology and improves

intestinal and cerebral oxidative stress markers in mice IL10"".
Abstract:

Inflammatory bowel diseases (IBDs) are conditions known to cause
inflammation in the gastrointestinal tract. Ulcerative colitis and Crohn's disease are the
two main conditions that cause this inflammation. In IBDs, there is a disturbance in the
intestinal microbiota caused by inflammation. As the intestinal microbiota has several
functions related to body homeostasis, this disturbance has an impact on overall
health, including the central nervous system. Kefir has therapeutic potential to
modulate the intestinal microbiota and attenuate inflammation in IBD, which can
contribute to restoring balance in these conditions. In this context, the objective of the
present study is to evaluate whether kefir consumption influences intestinal
morphology and markers of inflammation and oxidative stress in the intestinal and
cerebral tissues of C57BL/6J IL107- mice. For this purpose, a 4-week treatment with
0.4 ml/day of fermented beverage of milk kefir (6x108 CFU/ml of LAB and 106 CFU/ml
of total yeasts) or water was administered to IL107- mice. The results showed a
reduction in histopathological score and inflammation, greater preservation of intestinal
histomorphometry, an increase in goblet cell count, as well as a reduction in oxidative
stress in the intestine and brain. There was also an increase in the concentrations of
butyric and acetic acid in the intestine of the treated group. Based on the obtained
results, it is suggested that kefir was able to reduce IBD activation by reducing tissue
damage and modulating intestinal inflammation, thereby preventing depletion of goblet
cells. In addition, kefir was able to increase the concentration of short-chain fatty acids
(SCFAs) and regulate oxidative stress in the intestine and brain by modulating
antioxidant enzymes such as superoxide dismutase and catalase. Thus, the results
indicate the potential use of kefir in reducing the risk of IBDs and conditions that

increase oxidative stress in the brain.

Keywords: inflammatory bowel disease, kefir, gut-brain axis, probiotic.
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Introducgao

Doencgas inflamatorias intestinais (DIl) sdo conhecidas por condigdes que
geram uma inflamagéo no trato gastrointestinal. A Retocolite Ulcerativa e a Doenca
de Crohn sdo os dois principais tipos dessas doengas. A etiologia e patogénese
dessas condi¢cdes € complexa e ainda precisa ser elucidada. Todavia, sabe-se que a
incidéncia esta aumentando no mundo, inclusive na América do Sul. Sendo esse
aumento relacionado com uma série de fatores do estilo de vida ocidental, além de
outros fatores genéticos, ambientais e imunolégicos (HANEISHI et al., 2023; KAPLAN,;
NG, 2017; NISHIDA et al., 2018).

Dentre os fatores de risco para as DI, ressalta-se o desequilibrio da microbiota
intestinal (LARABI; BARNICH; NGUYEN, 2020). No trato gastrointestinal humano ha
mais de 100 trilhdes de microrganismo que possuem, juntos, aproximadamente 3
milhdes de genes (SWER et al., 2022) e, por isso, o equilibrio desses microrganismos
esta relacionado a homeostase corporal e cerebral (WEISS; HENNET, 2017). Ja se
sabe, por exemplo, que o desequilibrio, como a auséncia de microbiota intestinal induz
comportamento semelhante a depressdo em camundongos (ZHENG et al., 2016).
Entretanto, o retorno a homeostase pode ser facilitado pela suplementacdo de
probidticos (PELUZIO et al., 2021; VERA-SANTANDER et al., 2023).

O modelo do nosso estudo desenvolve espontaneamente DIl pelo fato da
deficiéncia da IL10 gerar uma inflamacéao crénica pela continua producéo de IL-6, IL-
1®, e TNF-(. Além disso, esses animais apresentam DIl que compartilha aspectos
histologicos, fisiologicos e bioquimicos com as DIl em humanos (COHEN; MOORE;
WARD, 2004; IP et al., 2017; KENNEDY et al., 2000).

Segundo a definicdo da Organizagdo Mundial da Saude e a Instrugdo
Normativa n° 44 de 2015 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do
Brasil, os probidticos sao cepas de micro-organismos vivos e viaveis, que agem como
auxiliares na recomposigao da microbiota do trato digestério contribuindo para o seu
equilibrio (HILL et al., 2014; MAPA, 2015). No Brasil, além disso, para um produto
poder ter alegagdo probidtica, ele deve conter no minimo 108 UFC no produto para
consumo (ANVISA, 2008).

O kefir € uma bebida probiotica originada das montanhas do Caucaso que
possui em sua composi¢cao microbioldgica bactérias fermentadoras de acido latico,
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acético e leveduras (ROSA et al., 2017). Apresenta potencial terapéutico para modular
a microbiota intestinal e atenuar o processo inflamatorio que ocorre na DIl (YILMAZ;
ENVER DOLAR; OZPINAR, 2019). O beneficio que essa modulagdo gera na
preservagao da morfologia intestinal (CHEN et al., 2012), na redugao da inflamacgao
cronica e do estresse oxidativo no cérebro (DU et al., 2022; TON et al., 2020) ja vem
sendo estudada. Porém, esclarecimentos a respeito de mecanismos precisam ser

elucidados, especialmente em modelo nocaute de IL10.

A relacdo do intestino com o cérebro envolve varias moléculas, como acidos
graxos de cadeia curta (AGCC), componentes estruturais das bactérias e moléculas
sinalizadoras. A microbiota intestinal produz metabdlitos como AGCC,
neurotransmissores e hormoénios intestinais que possuem funcédo de regulagcdo do
sistema imune, na saude neurologica, na integridade da barreira intestinal e
hematoencefalica, contribuindo como fator protetivo para saude do individuo
(DOROSZKIEWICZ; GROBLEWSKA; MROCZKO, 2021; MIRZAEI et al., 2021).

Diante desse contexto, o presente estudo busca investigar a relagéo intestino-
cérebro com a utilizacao de bebida fermentada a base de kefir no tratamento das DII
e suas implicagdes em condigbes neuroldgicas relacionadas a inflamagdo e ao
estresse oxidativo. Desta forma, o objetivo é avaliar se o consumo do kefir influencia
na morfologia intestinal e em marcadores da inflamagéo e do estresse oxidativo no

tecido intestinal e cerebral de camundongos C57BL/6J IL10™".

Material e Método

Aspectos éticos

O presente projeto é parte integrante do projeto guarda-chuva intitulado “Efeito
do consumo de kefir de leite integral no desenvolvimento de doen¢a inflamatéria
intestinal em camundongos knockout IL-10”, previamente submetido a Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV),
aprovado no dia 19 de novembro de 2019, sob 0 numero do processo 52/2019.
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Kefir

A producdo da bebida fermentada de kefir foi realizada diariamente com a
inoculagao de 10% de gréanulos de kefir em leite integral UHT, de uma mesma marca
e mesmo lote. Apos inoculagao foi mantido em estufa com temperatura controlada de
25°C por 24h. Apos esse periodo, os graos de kefir previamente inoculados eram
separados e o kefir fresco ofertado aos animais. Os graos separados eram lavados
com agua destilada e inoculados em uma nova amostra de leite. A etapa de
fermentacdo aconteceu sucessivamente até o fim do estudo (figura 1).

GRAOS DE LEITE
KEFIR \ .

FERMENTACAO
EM ESTUFA
(252C POR 24H)

2

BEBIDA
FERMENTADA

K
OFERTA AOS
ANIMAIS

Figura 1: Preparo do kefir. (1) Inoculagéo dos graos de kefir em leite. (2) Fermentagao
em estufa por 24h em temperatura média de 25°C. (3) Filtragem e separacéo dos
graos de kefir que serdo re-inoculados em novo leite. A bebida fresca é oferecida aos
animais e o processo é repetido diariamente.

O perfil microbiolégico do kefir preparado no estudo foi determinado antes do
inicio do experimento através da contagem de bactérias acido laticas totais (BAL) e
de leveduras totais através do método de plaqueamento em superficie (SILVA et al.,
2017). Para a contagem de BAL a amostra foi inoculada em meio MRS e
posteriormente os foi incubada em estufa na temperatura de 37°C por 48 horas (REIS,
2015). Para a contagem de leveduras totais a amostra foi inoculada em meio BAD. As
placas foram incubadas em estufa na temperatura de 28°C por 7 dias (BRASIL, 2003).

As analises foram realizadas no laboratério de Bioquimica Nutricional do
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Departamento de Nutricdo e Saude (DNS) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
O kefir possuiu concentragdo minima de 6x108 UFC de BAL/ml e 10° UFC/ml de
leveduras totais para este estudo e esses valores foram utilizados por ser a quantidade
necessaria de UFC para que o produto tenha alegagcdo de probiotico no Brasil
(ANVISA, 2008).

Desenho Experimental

Um total de 18 animais foram randomizados por peso corporal em dois grupos:
(1) grupo controle (CON): dieta comercial e gavagem com leite integral; (2) grupo kefir
(KEF): dieta comercial e gavagem com kefir (0,4ml; 6x108 UFC BAL/ml e 108 UFC/ml
de leveduras totais). O tratamento foi iniciado quando os animais possuiam 9
semanas, recebendo diariamente 0,4ml de kefir via gavagem por 4 semanas. O

tamanho amostral foi calculado previamente no projeto guarda-chuva, conforme

proposto por Mera et al (1998). Para o calculo foi considerado poder estatistico de
99% (a < 0,01).

Os animais foram alojados coletivamente em caixas de polipropileno coberto
por grade metalicas, em ambiente com temperatura controlada e ciclo claro e escuro
de 12 horas. As dietas e agua foram fornecidas ad libitum durante todo o experimento.
A ingestao foi avaliada diariamente e o peso corporal dos animais foi monitorado
semanalmente, sendo considerada a média do peso semanal para fins de calculo

estatistico.

Foram utilizados tecido cerebral e do intestino delgado de 18 camundongos
machos C57BL/6J nocaute IL107- provenientes do laboratério de Nutricdo
Experimental do Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de

Vigosa, Minas Gerais.
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Figura 2: Linha do tempo.

Processamento e Analises Histolégicas no Intestino Delgado

O intestino delgado no momento da eutanasia foi lavado com solugéo salina
fisiologica e fixado em formalina de Carson (CARSON; MARTIN; LYNN, 1973). Apos
desidratacdo em gradiente crescente de etanol, o intestino foi diafanizado em xilol e
incluido em parafina. Para analise histologica foram realizados cortes com espessura
de 5um por meio de micrétomo rotativo (Olympus America Inc., CUT 4055) e corados

na sequéncia com hematoxilina e eosina (HE).

As imagens das secg¢des histologicas foram capturadas com objetiva de 10x
diretamente no microscopio de luz LEICA DM750 (Leica®, Suiga), por meio de camera
de video LEICA 170HD (Leica®, Suica). As analises e medidas foram realizadas com

auxilio do aplicativo Image Pro-Plus® verséo 4.5 (Media Cybernetics).

O escore histopatologico foi utilizado para avaliagdo de caracteristicas
histoldégicas do tecido intestinal. O escore foi composto pela média de trés parametros
diferentes: dano na cripta (0: nenhum; 1: 1/3 danificada; 2: 2/3 danificada; 3: apenas
o epitélio superficial intacto; 4: epitélio perdido); gravidade da inflamacgéo (0: nenhuma;
1: leve; 2: moderada; 3: grave) e profundidade da lesao (0: nenhuma; 1: mucosa; 2:
submucosa; 3: transmural). O escore foi obtido pela média dos pontos dos trés
paréametros (CRUZ, 2018).

Para as analises histomorfométricas foi seguido metodologia proposta por
Rosa e colaboradores (2012) e AGARWAL et al., (2022).
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Altura das vilosidades - foram medidas 70 vilosidades por grupo experimental.

Apenas as vilosidades com epitélio definido e conjuntivo visivel foram utilizadas;

Largura das vilosidades: nas mesmas vilosidades utilizadas na analise de altura
foi realizada 3 medidas (regido apical, média e basal) e a largura foi considerada o
valor médio destas trés medidas;

Profundidade das criptas — foram medidas 70 criptas por grupo, apenas criptas
onde é possivel ver a base e o apice da cripta foram utilizadas.

Area de superficie de vilosidade — para o célculo da &rea foi utilizado a férmula
abaixo, foram avaliadas 70 vilosidades por grupo experimental.

Média da Largura

Area de superficie de vilosidade = 2w x > X Altura

Contagem de células caliciformes — as células caliciformes foram contadas

manualmente de 70 vilosidades para cada grupo experimental.

Analise de genes via rtPCR no Intestino Delgado

Os tecidos cerebrais foram homogeneizados em reagente Trizol® e o RNA foi
extraido seguindo instru¢des do fabricante (Invitrogen, Massachussets). Ao final do
protocolo, a concentragdo do RNA obtido foi estimada por leitura em
espectrofotometro Nanodrop (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts). As razdes
260/280 foram avaliadas com intuito de verificar a pureza do RNA, foram observadas

razdes maiores do que 1,8.

Apos transcricdo do cDNA das amostras, o ensaio de rtPCR foi realizado

utilizando os iniciadores especificos para o modelo experimental (tabela 1):



Tabela 1. Iniciadores utilizados para analises de expresséo génica por PCR.
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Gene Forward Primer Reverse Primer Bp
B-act  TTGTTACCAACTGGGACGAC ACGGTTGGCCTTAGGGTT 125
tnf TCAGCCGATTTGCTATCTCA  CGGACTCCGCAAAGTCTAAG 204
inos TGGCTGTGCTCCATAGTTTC  TTCAACATCTCCTGGTGGAA 187
il-10 TAAGGGTTACTTGGGTTGCC  TCACTCTTCACCTGCTCCAC 213
arg GGTTCTGGGAGGCCTATCTT  AAGCAAGCCAAGGTTAAAGC 171
nf-kb AACCTGGGAATACTTCATGTG GCACCAGAAGTCCAGGATTA 103
ACTAA TAGC
ccl2 TTAAGGCATCACAGTCCGAG  TGAATGTGAAGTTGACCCGT 129

As amplificagbes foram realizadas em duplicata, usando 10ng de cDNA por
reagdo. Além desses, foram adicionados os iniciadores especificos e o reagente SyBR
Green para PCR em tempo real, num volume final de 15ul por reagcdo. As expressdes
foram normalizadas pela expressao de 3-act mas também foi testado o gene gapdh.

Avaliacao do Estresse Oxidativo no Intestino Delgado e no Cérebro

O estresse oxidativo no intestino e no cérebro foi avaliado por meio da atividade
enzimatica de superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e a oxidagao de
macromoléculas no cérebro foi avaliada pela quantificagdo de malondialdeido (MDA)
e proteina carbonilada. A concentragao de proteinas totais na amostra foi quantificada
pela metodologia de (LOWRY, 1951) para normalizacdo das analises de estresse
oxidativo por mg de proteina. Foi preparado um homogenato na concentragéo de 1:10
de tecido:tampéo fosfato pH 7 para as analises de proteinas totais, SOD, CAT e MDA,
o precipitado formado nesse processo foi utilizado para quantificacdo de proteina
carbonilada.

A atividade de SOD foi avaliada segundo Dieterich et al., (2000). O composto
formado foi avaliado em espectrofotometro no comprimento de onda de 570 nm. O
valor encontrado foi apresentado em U SOD/mg de proteina. A atividade da catalase
foi determinada segundo metodologia de Aebi, (1984) através do decaimento da
absorbancia do peroxido de hidrogénio (H202). A leitura foi realizada no
espectrofotometro com comprimento de onda 240 nm. O resultado foi expresso como
U catalase/mg de proteina. O MDA foi avaliado pelo ensaio de TBARS segundo Wallin,

(1993). O resultado foi expresso em nmol MDA/mg de proteina. Ja para o dano
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oxidativo as proteinas foi determinado a avaliagao da carbonilagdo proteica de acordo
pelo método de Levine et al., (1990). O sobrenadante formado foi lido em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 370nm. O resultado foi expresso em

nmol de proteina carbonilada/mL.

Analise marcadores inflamatérios no cérebro (CBA)

Para analise das citocinas no homogenato de cérebro foi utilizado o Kit CBA
(BD Cytometric Beads Array Mouse Inflammation) seguindo as instru¢cées do
fabricante. As citocinas quantificadas foram a IL-12p70, IFNy, TNF, MCP-1, IL-10, IL-
6. A determinagao da concentragdo das citocinas foi realizada através da citometria
de fluxo na quantificacdo de intensidades de fluorescéncia distintas (FACSVERSE,
Becton Dickinson, Sunnyvale, CA). A quantificagdo em pg/ml de cada citocina foi
baseada em uma curva padrao realizada com concentragdes conhecidas. Os dados
gerados pela analise foram analisados no software FlowdJo v.10.

Extragdo e Dosagem dos Acidos Graxos de Cadeia Curta no Intestino Delgado

e no Cérebro

Os acidos orgéanicos foram extraidos segundo metodologia proposta por
Siegfried (1984) e a concentragéao foi quantificada por HPLC em cromatografo UltiMate
3000 (DIONEX, Alemanha). Vinte microlitros de amostra foram injetados e passaram
por uma coluna de troca i6nica Rezex (00H-0138-K0 300 x 7,8 mm, Phenomenex)
com H2S04 5 mM como eluente a 0,7 mL/min, a 40 °C. O detector usado foi de indice
de refracdo a 40°C (RI-101, Shodex). A concentragdo dos acidos graxos foi
determinada de acordo com a curva padrao dos acidos acético, propidnico e butirico
e o resultado expresso em pmol do acido graxo/g de tecido.

Analises Estatisticas

A analise estatistica dos dados foi realizada primeiramente pela determinacao
da normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Para comparagdo entre os grupos
experimentais nos casos de distribuicdo paramétrica foi utilizado o teste t ndo pareado.
Nos casos de distribuigdo ndo paramétrica foi realizado o teste de Mann-Whitney.
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Todas as analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA), versdo 6.0, assumindo um p < 0,05 para
diferencas estatisticas. Os resultados foram expressos em média + desvio padrao da

média.

Resultados
Peso corporal e tecidual dos animais experimentais

Os animais dos dois grupos experimentais demonstraram uma perda de peso
meédia de 1,73+0,39g (KEF) e 1,87+0,28g (CON) quando se compara o inicio e o final
da intervengdo. Entretanto, essa perda de peso ndo obteve significancia estatistica
entre os grupos experimentais. Da mesma forma, em relagdo aos tecidos utilizados,
cérebro e intestino delgado, também n&o houve diferenga no peso entre os grupos

(dados n&o mostrados).

Avaliagdo do uso do kefir no escore histopatologico

Na avaliagdo do escore histopatologico do intestino delgado (Figura 3A) e no
parametro gravidade da inflamacgé&o (Figura 3B) houve diferenga significativa entre os
grupos experimentais. Nas fotomicrografias avaliadas pode-se observar que o
tratamento com kefir preservou o aspecto fisioldgico tecidual (Figura 3E/F) mantendo
as vilosidades homogéneas e menores focos de infiltrados inflamatérios. Em
contrapartida, no grupo controle verifica-se a presenga de danos teciduais e grandes
focos de infiltrado inflamatorio entre o epitélio intestinal e a Iamina prépria (Figura
3G/H).
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Figura 3 — Escore histopatologico. A: pontuacgdo total do escore histopatoldgico; B:
gravidade da inflamagéao; C: dano de criptas e vilosidades; D: profundidade da leséo.
Valores expressos em média * erro padrdao da média. * indica p<0,05 demonstrando
diferenga estatistica por Mann-Whitney ou teste t ndo pareado. Fotomicrografia do
intestino delgado de camundongos C57BL/6J IL107- coradas com HE. E: vilosidades
e criptas preservadas; F: células caliciformes evidentes e ampliadas; G: vilosidade
danificada e reducao de células caliciformes; H: presenca de infiltrado inflamatdrio.
Seta amarela: células caliciformes. Seta vermelha: achatamento e dano a vilosidade.
Circulo vermelho: infiltrado inflamatério. Objetiva 10X.
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Efeito do uso do kefir na histomorfometria intestinal e na contagem de células

caliciformes

Todas as variaveis histomorfométricas apresentaram diferencas estatistica
entre os grupos (Figura 4). A area de superficie de vilosidade, 55928+3112um? e
41354+1856um?; altura de vilosidade, 275,1£9,95um e 234,3+7,01um; largura de
vilosidade, 62,64+1,69um e 55,45+1,39um; profundidade de cripta, 90,09+2,59um e
68,99+2,63um nos grupos kefir e controle, respectivamente. A contagem de células
caliciformes foi outra variavel avaliada entre os grupos e que também demonstrou
diferenca estatistica. O grupo KEF possuiu média de contagem de 10,26+0,32 células
caliciformes por vilosidade, ja o grupo CON apresentou uma média de 6,02+0,1
(Figura 4B).
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Figura 4 — Avaliacdo do uso de kefir nas variaveis histomorfométricas do intestino
delgado de camundongos IL107-. Céls: células. (A) Area de superficie de vilosidade;
(B) Contagem de ceélulas caliciformes; (C) Altura de vilosidade; (D) Largura de
vilosidade; (E) Profundidade de criptas. Valores expressos em média * erro padréo
da média. * indica diferenga estatistica p<0,05 por Mann-Whitney.
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Expresséo dos genes inflamatorios no intestino delgado por analise tPCR

As expressdes dos genes arg, ccl2, inos, nf-kb e tnf ndo apresentaram
diferencga estatistica entre os grupos experimentais.

Efeito do uso do kefir na modulagdo do estresse oxidativo no intestino delgado e no

cérebro

Houve uma reducdo da atividade de SOD e CAT no intestino delgado e no
cérebro dos animais tratados com kefir (Tabela 2). No entanto, ndo foi identificada
diferencga entre os grupos experimentais nas concentragdes dos produtos de oxidagéo

de macromoléculas, MDA e proteina carbonilada, no tecido cerebral dos animais.

Tabela 2: Efeito do uso do kefir nos produtos de oxidacdo de macromoléculas no
cérebro e atividade de enzimas antioxidantes no intestino delgado e cérebro de
camundongos IL107.

CON KEF p

SOD (U/mg de proteina)

Intestino Delgado 22,78+1,75 15,82+1,57 0,01478

Cérebro 4,34+0,48 3,09+0,37 0,0206*
CAT (U/mg de proteina)

Intestino Delgado 2,58+0,45 1,52+0,29 0,0499*

Cérebro 0,27+0,02 0,17+0,01 0,00468
MDA (nmol/mg de proteina)

Cérebro 4,37+0,68 4,65+0,53 0,9314*
Ptn Carbonilada (nmol/mL)

Cérebro 5,15+0,69 5,52+0,77 0,72788

MDA: malondialdeido; Ptn: proteina; SOD: superoxido dismutase; CAT: catalase.
Valores expressos em média £ erro padrdo da média. p<0,05 indica diferenca
estatistica. *Mann-Whitney test Steste t ndo pareado.
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Avaliagdo do uso do kefir nas concentragbes de citocinas inflamatorias cerebrais
(BD™ Cytometric Bead Array Mouse Inflammation)

As concentragdes das citocinas IL-12p70, IFNy, TNF, IL-10, IL-6 e MCP1 no
cérebro n&o foram detectadas na amostra (dados ndo mostrados).

Efeito do uso do kefir nas concentracées de AGCC no intestino delgado e cérebro

O grupo que recebeu kefir apresentou aumento significativo nas concentragdes
de acido acético e butirico no intestino delgado em comparagédo ao grupo controle
(Figura 5).
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Figura 5 — Avaliagc&o do uso de kefir nas concentragées de AGCC no intestino delgado
de camundongos IL107-. (A) Acético; (B) Propidnico; (C) Butirico. Valores expressos
em média + erro padrdo da média. * indica diferenca estatistica p<0,05 diferenca
estatistica por teste t ndo pareado.
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Entretanto, ndo foi encontrada diferenga entre os grupos experimentais na

concentrac&o de acidos graxos de cadeia curta no cérebro (Figura 6).
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Figura 6 — Avaliacdo do uso de kefir nas concentragées de AGCC no cérebro de
camundongos IL107-. (A) Acético; (B) Propidnico; (C) Butirico. Valores expressos em
meédia * erro padrdo da média.

Discussao

A microbiota intestinal possui relagdo com o cérebro através do eixo intestino-
cérebro, ja sendo essa relagdo demonstrada em condigdes neuroldgicas como doenga
de Alzheimer, Parkinson, ansiedade e depressao. Essa relagao se da pela capacidade
da microbiota intestinal modular direta e indiretamente a morfologia e fungao cerebral
(CALVANI et al., 2018; WRONKA et al., 2023).

Os probidticos com capacidade de atuar no SNC sdo chamados psicobidticos
(SARKAR et al., 2016). Atualmente, o kefir ja € considerado um psicobiotico com
atividade moduladora central, evidenciado num estudo em idosos com Alzheimer,
onde o tratamento reduziu a inflamacé&o e o estresse oxidativo (TON et al., 2020). Além
disso, o uso de peptideos do kefir em camundongo apresentou resposta semelhante
a antidepressivos no comportamento e expressao de fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) (CHEN et al., 2021).

Em modelo animal, ja tenta-se desvendar a conexao do kefir nesse eixo. Em
modelo experimental de hipertensdo esponténea, o kefir melhorou a integridade
estrutural e funcional da barreira intestinal, reduzindo a ativagdo de micréglia e

protegendo contra a neuroinflamagao (SILVA et al., 2020). Em modelo experimental
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de desordem do espectro autista, o uso de kefir obteve melhora das disfuncdes
comportamentais pela modulagdo da imunidade periférica, principalmente por
aumentar células Treg nos nodulos linfaticos mesentéricos (VAN DE WOUW et al.,
2020).

Entretanto, existe uma caréncia de estudos quando se investiga o uso do kefir
como psicobiético em modelo de doenga inflamatoria intestinal espontanea pela
auséncia de IL10. Por isso, nesse estudo pretendeu-se preencher essa lacuna
utilizando camundongos IL107 tratados por 4 semanas com kefir de leite.

Apoés as 4 semanas de intervengdo os animais mesmo com dieta e agua ad
libitum apresentaram uma redug¢ao do peso corporal independente do grupo. O que
nao corrobora com um estudo utilizando levedura isolada do kefir em modelo de colite
induzido por dextran sulfato de sodio (DSS) desafiado infecciosamente. Na colite
induzida por DSS o tratamento reduziu a perda de peso, diminuiu o indice de atividade
da doenca e aumentou o numero de células de caliciformes por vilosidade (ZENG et
al., 2022). Além disso, um outro estudo utilizando uma espécie de Lactobaccilus
plantarum em camundongo IL107- observou aumento do peso e redugéo do escore de
inflamag&o em comparagao ao grupo controle IL107- (CHEN et al., 2017). O tratamento
com essa mesma espécie, L plantarum, também aumentou o peso, reduziu o escore
de inflamagao e aumentou a expresséo de proteinas de jungdes (ZO-1, claudin-1 e
occludin) (CHEN et al.,, 2010). Uma outra combinacdo de probiotico, também em
modelo IL107, reduziu o escore de ativag&o da colite e preveniu a perda de peso (SHI
et al., 2014).

Nesse estudo, entretanto, embora ndo tenha sido observado alteragédo de peso
entre 0s grupos, ressalta-se que o grupo experimental apresentou redugéo do escore
histopatoldgico, principalmente relacionado com redugdo dos focos inflamatérios
intestinais (figura 3A e 3B), melhor integridade intestinal com maior contagem de
células caliciformes (figura 4) e maior concentragao de acidos graxos de cadeia curta
no intestino (figura 5). Esses parametros correspondem ao aspecto fisioldgico
intestinal normal, o que € frequentemente associado a melhor absor¢ao e controle
imune local por reduzir a susceptibilidade a infecgao e translocagéo de antigenos (DU
et al., 2022).
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Um estudo utilizando probidticos em camundongo IL107- atenuou a colite pela
reducdo do escore histopatologico, resultado semelhante ao encontrado no nosso
estudo (MCCARTHY et al, 2003). Em camundongo C57BL/6J IL107, a
suplementacgdo de 1x10° Lactobacillus salivarius ssp. salivarius UCC118 por dia por
16 semanas foi associado com uma menor atividade inflamatoria da doenga intestinal
(O'MAHONY et al., 2001). Este estudo, corrobora com os achados no nosso estudo,

mesmo com periodo mais curto de tratamento.

Outro estudo com a suplementacao por 14 dias de Lactobacillus kefiranofaciens
M1, isolado do kefir de leite, em modelo experimental de colite induzido por DSS,
demonstrou um melhor resultado histologico, redugcdo da inflamagéo, reduziu a
deplegao de células caliciformes e preveniu disturbios na arquitetura da mucosa,
prevenindo o aumento da permeabilidade do epitélio, reduzindo o escore histolégico
e melhorando a regeneracéo epitelial. Esses resultados foram correlacionados com o
aumento da expressdo de IL10 e uma diminuicdo da expressado de citocinas pro-
inflamatodrias mediadas através do TLR2 (CHEN et al., 2012).

A IL10 é uma citocina regulatéria chave tanto no intestino como no SNC,
inibindo a resposta inflamatoria excessiva, além de possuir interferéncia no
comportamento dos animais (YANG et al., 2021). Apesar de ndo haver encontrado
resultado significativo nas analises das citocinas inflamatorias, nosso grupo
demonstrou anteriormente que em camundongos selvagens (C57BL/6J) houve
diferenga nos resultados da expressao génica de marcadores inflamatorios apenas
quando comparado animais que possuiam a IL10 com os animais nocautes,
demonstrando a fung&o da IL10 na regulagdo dessa homeostase (dados ainda n&o

publicados).

No que se refere as enzimas antioxidantes, houve uma redugdo similar no
intestino e no cérebro, demonstrando um menor estresse oxidativo pela reducéo da
atividade de CAT e SOD em comparagao ao grupo controle (tabela 2). Espécies
reativas de oxigénio e radicais livres podem causar danos a macromoléculas por conta
da sua reatividade (GHONEUM; ABDULMALEK; PAN, 2020). Essa reatividade se da
por essas substancias possuirem um elétron desemparelhado em sua ultima camada,
conferindo-as alto poder de oxidagdo de macromoléculas, como proteinas, gorduras
e acidos nucleicos. Uma das consequéncias mais bem descritas do aumento do
estresse oxidativo € o aumento da peroxidagao lipidica (CLARKSON; THOMPSON,
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2000). Vale ressaltar que o estresse oxidativo € um indicador da inflamagédo no
intestino delgado afetado por DIl (FRANZOSA et al., 2019; LIH-BRODY et al., 1996).

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) resulta em destruicdo
tecidual nas DIl, submetendo a mucosa intestinal a um estado pré-oxidante continuo
(KRUIDENIER et al., 2003). Neste estudo, ndo foi observado aumento de MDA e
proteina carbonilada no cérebro quando comparado aos grupos experimentais.
Todavia, a produgdo de MDA em outros 6rgaos foi reduzida em camundongos
tratados com kefir (GU VEN; VEN; GU LMEZ, 2003). Outro estudo corroborando com
essa ideia encontrou um aumento da capacidade antioxidante total no soro e redugao
de MDA no intestino delgado no grupo tratado com kefir (ERDOGAN et al., 2019).

Demonstrou-se nesse estudo que o grupo tratado com kefir apresentou uma
reducdo da atividade de SOD e CAT no intestino delgado e no cérebro dos animais.
A justificativa por tras dessa reducdo é a de que sistemas antioxidantes se tornam
ativados quando ha um aumento de ROS (CLARKSON; THOMPSON, 2000; SATISH
KUMAR et al., 2012). Portanto, pelo grupo tratado com kefir apresentar uma redugéo
da atividade de SOD e CAT considera-se que obteve maior efeito antioxidante
proveniente do kefir, ndo havendo necessidade da ativagdo da maquinaria enzimatica.
O que corrobora com dados na literatura que demonstra como o kefir possui fungao
antioxidante com potencial de reduzir a produgéo de radicais livres (TON et al., 2020).
Resultado semelhante foi encontrado por Satish Kumar et al., (2012) onde o probiético
utilizado foi associado com uma menor atividade de SOD e CAT por sua capacidade
nao enzimatica de eliminagao de ROS.

Outro resultado interessante deste estudo foi 0 aumento na concentracéo de
acido acético e butirico no intestino, o que traz indicios de que o kefir conseguiu
reverter a disbiose presente na DIl e, consequentemente, revelar todos os beneficios
relacionados ao butirato e ao estado de eubiose. A disbiose presente em individuos
com DIl reduz a diversidade bacteriana e prevaléncia de bactérias produtoras de
butirato (MASANETZ et al., 2022; TAKAHASHI et al., 2016). Os AGCC podem modular
a atividade inibitoria de histonas desacetilases, a expressédo génica, a proliferagéo
celular e a resposta imune. O butirato, especialmente, pode proteger contra a colite,
regulando a producdo de células Treg e aumentando a atividade antibacteriana dos
macrofagos. Nas fezes de pacientes com DIl ha uma diminui¢do de AGCC (HANEISHI
et al., 2023), em especial de bactérias produtoras de butirato e, consequentemente,
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de butirato, importante na modulagcédo do sistema imunolégico (ANDOH; NISHIDA,
2023; FRANZOSA et al., 2019).

Sabe-se que um dos eixos de comunicagao da microbiota intestinal com o SNC
é via AGCC (FUNG; OLSON; HSIAO, 2017). Essas substancias possuem fungdes
intra e extra-intestinais ja descritas. No intestino, suas fun¢cbes vao desde a
preservagao da barreira e epitélio intestinal até a regulagédo da resposta inflamatoria e
da producdo de muco (SWER et al., 2022). No SNC, seu papel em manter uma boa
saude cerebral se da pela capacidade de modular a maturagao e funcao das células
imunes residentes (DALILE et al., 2019), em especial na maturagdo, morfologia e
fungdo da microglia (ERNY et al., 2015) além de atuar, também, na estabilidade da
barreira hematoencefalica (MIRZAEI et al., 2021).

Além disso, o estudo de Du e colaboradores em 2022 demonstrou que a
suplementacdo com kefir foi capaz de modular a microbiota intestinal, aumentando
principalmente a diversidade de bactérias produtoras de AGCC, proteinas de jungdes
e mucinas (DU et al., 2022). Em nosso estudo, o grupo tratado com kefir apresentou
concentragbes superiores de AGCC no intestino delgado, provavelmente pelo
aumento na produgdo dessas substancias no intestino. O fato dos AGCC serem
fatores troficos de enterdcitos (MARTIN-GALLAUSIAUX et al., 2021) pode ter sido o
principal motivo pelo qual observamos um menor escore de inflamagéo, um epitélio
mais integro, uma fungao histolégica mais bem preservada e uma maior quantidade

de células caliciformes.

Vale ressaltar que n&o foi observado diferenga nas concentragdes de AGCC
cerebral. Entretanto, acredita-se que a maior parte dos AGCC produzidos no intestino
sdo utilizados pelos enterocitos, o pouco restante é direcionado para o musculo e
figado. Além disso, permanece incerto, também, se os AGCC conseguem atravessar
a barreira hematoencefalica (SARKAR et al., 2016). Outro ponto que também pode
ser considerado € o tempo de intervengao, talvez um maior periodo de intervengao

poderia levar as alteragcdes no sistema nervoso central.

A doenca inflamatdria intestinal afeta a regulagéo do sistema imune produzindo
uma resposta imune anormal, a qual gera um aumento da permeabilidade intestinal
e, portanto, gatilho para inflamagao em individuos susceptiveis (MAH et al., 2023). A

inflamacéo intestinal pode resultar em disfungdo por meio de mecanismos envolvendo
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a microbiota intestinal, o que resulta em resposta inflamatéria e estresse oxidativo no
SNC, culminando em dano neuronal (BERCIK et al., 2010; MASANETZ et al., 2022;
MICHIELAN; D’INCA, 2015). No nosso estudo, o tratamento com kefir conseguiu
preservar a histomorfometria intestinal, a contagem de células caliciformes e reduzir
o0 estresse oxidativo tanto no intestino como no cérebro, em modelo de DIl
espontaneo, por mecanismo independente da IL10. Entretanto, mais estudos sao
necessarios para elucidar qual o mecanismo exato pelo qual o kefir gerou esses

resultados.

Conclusao

Com base nos resultados obtidos sugere-se que o kefir, em modelo de doenca
inflamatoria intestinal espontanea na auséncia de IL10, foi capaz de (1) reduzir a
ativacao da DI, pela redug¢ao do dano tecidual e modulagdo da inflamacao intestinal;
(2) preservar a morfometria intestinal estimulando o trofismo tecidual e evitando a
deplecdo de células caliciformes por aumentar a concentragdo de AGCC; (3) regular
o estresse oxidativo no intestino e no cérebro pela redugao da atividade de SOD e
CAT o qual esta relacionado com o menor risco de diversas doengas no SNC. Assim,
verifica-se o potencial do uso do kefir na redugcao do risco de doencas inflamatorias

intestinais e em condi¢cdes que aumentam o estresse oxidativo no cérebro.
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7. CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos nesse trabalho corroboram com diversos estudos que
vém elucidando a cada dia mais a importancia do kefir na saude do intestino e do
sistema nervoso central. Foi possivel observar que o tratamento de 4 semanas com
0,4ml/d kefir de leite (6x108 UFC/mI de BAL e 10% UFC/mI de leveduras totais) em
camundongos IL107- proporcionou um maior beneficio no escore histopatoldgico, na
inflamacéao e histomorfometria intestinal, na contagem de células caliciformes e menor
estresse oxidativo no intestino e no cérebro do que o grupo controle. Além disso,
houve um aumento das concentragdes de acido butirico e acético no intestino, o que
possivelmente foi um dos principais mecanismos que contribuiu com a melhora

histomorfométrica e inflamatdria do intestino.

Dessa forma, diante dos resultados obtidos, e pensando que essa bebida
possui um baixo custo, encoraja-se o consumo regular de kefir nas doengas
inflamatdrias intestinais e em condicbes que aumentam o estresse oxidativo no
cérebro. Deve-se ressaltar que esse estudo possui algumas limitagdes pelo fato de
ser um estudo experimental, com um periodo curto de tratamento e sem analises
comportamentais. Assim, mais estudos sdo necessarios com o intuito de explorar
melhor quais os mecanismos independentes de IL10 pelo qual o kefir proporcionou o
efeito protetor no modelo de doencga inflamatéria intestinal.
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