
  

1 

VINICIUS FERNANDES PARIS 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DO CONSUMO DE KEFIR SOBRE PARÂMETROS INTESTINAIS E 
CEREBRAIS EM CAMUNDONGOS IL10-/- 

 

 

 

 

Dissertação apresentada à Universidade 
Federal de Viçosa, como parte das 
exigências do Programa de Pós-
Graduação em Ciência da Nutrição, para 
obtenção do título de Magister Scientiae. 

Orientadora: Maria do Carmo G. Peluzio 

Coorientadores:  Mariana de Moura e Dias                    
Soraya T. Gaze Jangola   

 

 

 

 

 

 

VIÇOSA - MINAS GERAIS  
2023 

 



  

2 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

3 

VINICIUS FERNANDES PARIS 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DO CONSUMO DE KEFIR SOBRE PARÂMETROS INTESTINAIS E 
CEREBRAIS EM CAMUNDONGOS IL10-/- 

 

 

Dissertação apresentada à Universidade 
Federal de Viçosa, como parte das 
exigências do Programa de Pós-
Graduação em Ciência da Nutrição, para 
obtenção do título de Magister Scientiae. 

 

 

APROVADA: 28 de março de 2023. 

 

Assentimento: 

 

 

                                                 Vinicius Fernandes Paris 
Autor 

 

 

Maria do Carmo Gouveia Peluzio 
Orientadora 

 



  

4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Ninguém é tão sábio que não tenha algo para aprender  

e nem tão tolo que não tenha algo para ensinar.” 

Blaise Pascal 



  

5 

AGRADECIMENTOS 

 

A Deus, pela força e resiliência. 

Aos meus pais, Alceu Paris Junior e Alessandra Torres Fernandes Paris, por todo 

suporte e amor nesses anos. 

Aos meus irmãos, Davi Fernandes Paris e Enzo Fernandes Paris, pelo 

companheirismo. 

À minha orientadora Prof. Maria do Carmo Gouveia Peluzio pelos ensinamentos. 

As minhas coorientadoras, Soraya Torres Gaze Jangola e Mariana de Moura e Dias, 

pelo suporte científico. 

À Iasmim Xisto, por dividir este projeto comigo. 

A todos do LABIN, pelos momentos compartilhados e ajuda quando solicitado. 

Aos meus amigos, pela amizade e companheirismo. 

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) pela 

concessão da bolsa de estudos.  

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento de 

Pessoal de Nível Superior – Brasil (CAPES) – Código de Financiamento 001. 

À Universidade Federal de Viçosa por todas as experiências. 

A todos que contribuíram para que essa etapa da minha vida fosse concluída. Muito 

obrigado! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

6 

RESUMO 

 

PARIS, Vinicius Fernandes, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 2023. 
Avaliação do consumo de kefir sobre parâmetros intestinais e cerebrais em 
camundongos IL10-/-. Orientadora: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. 
Coorientadoras: Soraya Torres Gaze Jangola e Mariana de Moura e Dias. 
 

A microbiota intestinal é um ecossistema em que trilhões de microrganismos vivem de 

forma simbiótica com o corpo humano, sendo que suas funções estão intimamente 

relacionadas ao bom funcionamento metabólico, imunológico, estrutural e neurológico 

do organismo. Além disso, o impacto da microbiota intestinal na saúde pode ser muito 

mais relevante, uma vez que seu efeito no desenvolvimento cerebral e na 

neurogênese já foi demonstrado. Esse efeito ressalta a importância da conexão 

intestino-cérebro no bom funcionamento cerebral. O kefir é uma bebida probiótica que 

apresenta potencial terapêutico para modular a microbiota intestinal e atenuar o 

estresse oxidativo e a inflamação intestinal. Embora haja um número significativo de 

estudos avaliando a conexão intestino-cérebro, observa-se que o estudo dessa 

conexão, na presença de kefir, em modelo experimental de doença inflamatória 

intestinal (DII), na ausência de IL-10, ainda foi pouco elucidado. Diante disso, o 

objetivo desse estudo foi investigar os efeitos do consumo de kefir sobre o processo 

inflamatório intestinal e cerebral em camundongos C57BL/6J IL10-/- com doença 

inflamatória intestinal espontânea. Para isso, foram utilizados 18 camundongos 

C57BL/6J IL10-/- 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 106 UFC leveduras totais/ml) e o controle 0,4ml/d de água via gavagem. Os 

resultados encontrados evidenciaram melhor preservação da fisiologia intestinal, com 

menor escore histopatológico e inflamação intestinal, maior concentração de ácido 

graxo de cadeia curta (AGCC) no intestino e redução 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 inflamação e aumentando a 

contagem de células caliciformes, além de aumentar a concentração de AGCC no 

intestino e regular o estresse oxidativo no intestino e no cérebro, o que favoreceu a 

manutenção da barreira intestinal e o controle imune local.  
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ABSTRACT 

 

PARIS, Vinicius Fernandes, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 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 IL10-/- mice with spontaneous inflammatory bowel disease. For this, 18 

C57BL/6J IL10-/- 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 106 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. INTRODUÇÃO GERAL 
 

O intestino humano tem aproximadamente, 200-300m² de mucosa e seu bom 

funcionamento está diretamente associado às espécies da microbiota que vivem em 

seu interior. Essa microbiota exerce diversas funções relacionadas ao bom 

funcionamento metabólico, imunológico, estrutural e neurológico 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 

inflamatória por indução de células Treg, citocinas IL(interleucina)-10 e TGF-β (fator 

de crescimento tumoral), reguladores do sistema imune. Sabe-se que um 

desequilíbrio intestinal pode acometer sua microbiota, aumentando os 

microrganismos patogênicos. Na disbiose, por exemplo, há um prejuízo na modulação 

imunológica que gera uma maior resposta pró-inflamatória (ADAK; KHAN, 2019; 

MOUSA; CHEHADEH; HUSBAND, 2022; WEISS; HENNET, 2017).  

 Essa maior resposta pró-inflamatória também está associada às doenças 

inflamatórias intestinais (DII). Todavia, esse grupo de doenças possuem etiologias 

complexas e multifatoriais, que podem envolver fatores ambientais, agentes 

infecciosos e susceptibilidade genética. Quanto à susceptibilidade genética, sabe-se 

que humanos e animais com polimorfismos no gene da IL-10 ou de seu receptor, por 

exemplo, podem desenvolver DII espontaneamente (IP et al., 2017; LARABI; 

BARNICH; NGUYEN, 2020; SUN et al., 2018).  

Em condições de doenças intestinais que alteram a microbiota pode haver um 

desencadeamento de condições neurológicas como ansiedade, depressão (BHAMRE 

et al., 2018; GAO et al., 2021; HÄUSER et al., 2011), doença de Alzheimer (ZINGEL; 

BOHLKEN; KOSTEV, 2021) e Parkinson (ZHANG et al., 2021), por exemplo. Sugere-

se que essa relação das DII com condições neurológicas seja pelo aumento do 

estresse oxidativo e da inflamação crônica do trato gastrointestinal (BERCIK et al., 

2010). 

É sabido que probióticos possuem a capacidade de equilibrar a microbiota 

intestinal e, com isso, influenciar indiretamente muitas funções metabólicas, 
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neurológicas, estruturais e imunológicas (ZMORA; SUEZ; ELINAV, 2019). Probióticos 

contêm, além de microrganismos, substâncias que são produzidas no processo de 

fermentação, como os ácidos graxos de cadeia curta (AGCC). Os AGCC possuem 

impactos positivos na saúde humana, incluindo a regulação neurogênica e do sistema 

imune após absorção intestinal, sendo importantes, também, para a manutenção da 

integridade da barreira intestinal, por estimular a expressão de proteínas de junções 

e células produtoras de muco (DALILE et al., 2019; DIMIDI et al., 2019; DU et al., 

2022).  

Diante de todos os aspectos positivos dos probióticos, o kefir se destaca por 

ser uma bebida probiótica produzida a partir da fermentação do leite pelos grânulos 

de kefir. Foi originada nas montanhas do Cáucaso e consiste numa grande 

heterogeneidade de microrganismos como bactérias fermentadoras produtoras de 

ácido lático, ácido acético e de leveduras (DIMIDI et al., 2019). Essa bebida possui 

diversos compostos bioativos e peptídeos que podem modular a composição da 

microbiota intestinal, a inflamação crônica de baixo grau e a permeabilidade intestinal. 

Dessa forma, o kefir possui potencial de reduzir a resposta inflamatória e oxidativa 

pela diminuição da expressão de TNF-α, IL-1β e TGF-β (PELUZIO et al., 2021). Assim, 

esta bebida simples e de baixo custo pode ser uma importante aliada no tratamento 

das desordens inflamatórias intestinais. 

Embora haja um número significativo de estudos nos últimos anos avaliando a 

conexão intestino-cérebro, observa-se que muitas questões ainda necessitam de 

respostas. A utilização do kefir no modelo experimental de DII, na ausência de IL-10, 

pode ser uma importante ferramenta para elucidar mecanismos da conexão intestino-

cérebro e sua influência sobre o sistema imune. Quanto mais informações a respeito 

deste modelo melhor o entendimento de como o kefir age para auxiliar no equilíbrio 

da microbiota intestinal, na melhora da função intestinal, do sistema imune e, por 

consequência, na saúde intestinal e do sistema nervoso central. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

● Investigar os efeitos do kefir sobre o processo inflamatório intestinal e cerebral 

em camundongos C57BL/6J IL10-/- com doença inflamatória intestinal 

espontânea. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

● Avaliar o efeito do consumo de kefir: 

o No escore histopatológico do intestino delgado;  

o Na avaliação histomorfométrica e contagem de células caliciformes do 

intestinal delgado; 

o Na expressão gênica dos marcadores inflamatórios intestinais (arg, ccl2, 

inos, nf-κb e tnf); 

o Na expressão de marcadores de estresse oxidativo (SOD, CAT, MDA e 

proteína carbonilada) no intestino e no cérebro; 

o Na concentração de citocinas (IL-12p70, IFNγ, TNF, MCP-1, IL-10, IL-6) 

envolvidas na inflamação cerebral; 

o Na composição dos ácidos graxos de cadeia curta no intestino delgado 

e no cérebro. 
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3. REFERÊNCIAL TEÓRICO 
  

3.1. DOENÇA INFLAMATÓRIA INTESTINAL  

As doenças inflamatórias intestinais (DII) são um conjunto de doenças 

caracterizadas por uma inflamação crônica e persistente do trato gastrointestinal. As 

principais são a Retocolite Ulcerativa e a Doença de Crohn. Embora a etiologia das 

DII seja complexa, na patogênese estão envolvidas a susceptibilidade genética, o 

ambiente externo, a microbiota intestinal e a resposta imune. Dentre vários fatores, o 

mal funcionamento da IL-10, ou seu receptor, tem sido associado ao aparecimento e 

agravo dessas doenças (SAIRENJI; COLLINS; EVANS, 2017; YU; CHEON, 2022; 

ZHANG; LI, 2014). 

O modelo do nosso estudo, camundongo IL10-/-, desenvolve espontaneamente 

DII, esse desenvolvimento acontece pelo fato da deficiência da IL10 levar a falha do 

controle imune do intestino, exibindo uma resposta pró-inflamatória acentuada contra 

antígenos o que gera uma inflamação crônica pela contínua produção de IL-6, IL-1â, 

e TNF-á. Além disso, esses animais apresentam DII que compartilha aspectos 

histológicos, fisiológicos e bioquímicos com as DII em humanos (COHEN; MOORE; 

WARD, 2004; IP et al., 2017; KENNEDY et al., 2000). 

A incidência e prevalência das DII têm aumentado no mundo, sendo mais alta 

no ocidente (NG et al., 2017). Países do ocidente possuem melhor distribuição de 

renda, saneamento básico e educação e, por isso, teriam menos contatos com 

microrganismos e parasitos e assim maior índice de doenças inflamatórias, incluindo 

DII (CHOLAPRANEE; ANANTHAKRISHNAN, 2016; YE et al., 2015). 

 Doenças inflamatórias intestinais acometem primeiramente órgãos do sistema 

digestório. Entretanto, é muito prevalente a presença de sintomas extra-intestinais, 

relacionados principalmente à inflamação crônica (SAIRENJI; COLLINS; EVANS, 

2017). Um dos sintomas no intestino é a indução de disbiose, sendo observado uma 

redução na biodiversidade do microbioma fecal em pacientes acometidos 

(JOOSSENS et al., 2011). 

A disbiose, juntamente com a inflamação induzida pelas DII, pode aumentar a 

permeabilidade e a degradação da camada de mucina, diminuindo a barreira de muco 

protetor na superfície do trato gastrointestinal. Essa barreira possui um importante 
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papel na proteção da inflamação intestinal, e esse dano é uma das possíveis 

explicações fisiopatológicas da sintomatologia da inflamação (JOOSSENS et al., 

2011; MOUSA; CHEHADEH; HUSBAND, 2022; PAONE; CANI, 2020). Com um 

aumento da permeabilidade, pode ocorrer a translocação de substâncias e 

microrganismos, o que potencializa a inflamação e o dano ao tecido intestinal 

(MICHIELAN; D’INCÀ, 2015; STEPHENS; VON DER WEID, 2020). 

A modulação da microbiota intestinal tem se mostrado muito importante nas 

DII, como observado em um estudo com a suplementação com 400ml/dia de kefir em 

humanos com DII no qual o tratamento, além de modular a microbiota, reduziu o 

surgimento de sintomas no curto prazo (YILMAZ; ENVER DOLAR; ÖZPINAR, 2019).  

Ademais, as DII são associadas a função cerebral prejudicada e 

comportamentos patológicos, podendo a administração de probióticos melhorar esses 

sintomas por modular a via imune periférica (FUNG; OLSON; HSIAO, 2017). Por fim, 

a ansiedade e depressão são condições frequentes em desordens intestinais, 

incluindo as DII. Quando comparado à população geral, indivíduos com desordens 

intestinais apresentam três vezes mais risco de desenvolverem depressão e outras 

alterações neurológicas (BERCIK et al., 2010). Neste contexto, torna-se cada vez 

mais pertinente a avaliação dos mecanismos pelos quais os probióticos podem atuar 

na modulação da inflamação intestinal e extra-intestinal.  

 

3.2. CONEXÃO INTESTINO-CÉREBRO 

O corpo humano é um complexo ambiente que abrange um número de 

bactérias que excede o número de células do corpo humano. A maioria destes 

microrganismos estão localizados na região intestinal, um ecossistema onde trilhões 

de microrganismos vivem de forma simbiótica (MÖRKL et al., 2020). Esses 

organismos consistem em bactérias, protozoários, archae, fungos e vírus que, 

somados, possuem cerca de 150 vezes mais genes do que o próprio 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, alimentação, integridade da barreira intestinal e função 

imune do hospedeiro (CLARK; MACH, 2016). 
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Entretanto, o impacto da microbiota intestinal sobre a saúde tem se mostrado 

cada vez mais importante. Esses microrganismos atuam no desenvolvimento cerebral 

e na neurogênese, sendo, então, reconhecida uma conexão entre esses dois 

segmentos, comumente chamada de conexão intestino-cérebro (WANG; WANG, 

2016). Os mecanismos potenciais propostos para essa comunicação são através do 

nervo vago, do eixo hipotalâmico-pituitário-adrenal (HPA), sistema imune, além da 

produção de alguns neurotransmissores, como a dopamina, serotonina e ácido gama-

aminobutírico (GABA) pelos microrganismos (CARABOTTI et al., 2015; 

STRANDWITZ, 2018). 

A inflamação gastrointestinal em modelo murino de colite pode cursar com 

neuroinflamação no cérebro causando respostas imunológicas pela alteração da 

resposta da micróglia (SROOR et al., 2019). Os microrganismos podem modular 

células imunes periféricas as quais podem controlar neuroinflamação, injúria cerebral, 

neurogênese e autoimunidade contribuindo para desordens inflamatórias no sistema 

nervoso central (SNC), o que por sua vez está associado a diversas doenças. Animais 

com alteração da microbiota intestinal por uso de antibióticos, por exemplo, exibem 

alterações no comportamento com desordens neurodegenerativas, de 

desenvolvimento cerebral e psiquiátrico (FUNG; OLSON; HSIAO, 2017). 

O termo psicobióticos surgiu depois da descoberta por meio de intervenções 

com o uso de probióticos e prebióticos da ação de bactérias, como lactobacillus e 

bifidobactérias, em doenças por meio do eixo intestino-cérebro (MÖRKL et al., 2020). 

Sabe-se que a comunicação é bidirecional entre o sistema nervoso autônomo (ANS) 

e o sistema nervoso entérico (ENS) no trato gastrointestinal (GI), sendo sugerido como 

principal agente dessa comunicação o nervo vago. Todavia, existem também outras 

maneiras de comunicação, como moléculas produzidas pela microbiota intestinal, 

ácidos graxos de cadeia curta (AGCC), triptofano e neurotransmissores como o ácido 

gama-aminobutírico (GABA), neuropeptídeo Y (NPY) e dopamina, por exemplo 

(CARABOTTI et al., 2015; CRYAN et al., 2019; WANG; WANG, 2016). 

Uma das condições que leva ao desenvolvimento de doenças é o aumento da 

permeabilidade intestinal. Entre as causas destacam-se o aumento da inflamação e 

do estresse oxidativo intestinal, os quais podem gerar uma oxidação dos lipídeos da 

membrana plasmática e consequentemente um aumento da permeabilidade. Outra 

causa é a perda de proteínas estruturais, como as junções apertadas. Essas junções 
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são formadas por proteínas transmembranas responsáveis por manter o controle 

sobre a passagem paracelular, sendo elas: ocludina, claudina, zonulina, moléculas de 

adesão juncional e tricelulina que interagem na formação das zonas ocludentes 

estruturais. A alteração dessas proteínas aumenta a permeabilidade deflagrando um 

quadro de disbiose, que tem uma série de consequências como a piora da inflamação 

intestinal  (CLARK; MACH, 2016; WEISS; HENNET, 2017).  

Os ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) são importantes para a integridade 

da barreira intestinal, estimulando a proliferação e diferenciação celular. Essas 

substâncias são capazes de afetar o sistema nervoso central por alterar a expressão 

do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF, do inglês Brain-derived neurotrophic 

factor) (MÖRKL et al., 2020), além de modular a função cerebral por vias imunes, 

endócrinas, vagal e humoral (DALILE et al., 2019; SILVA; BERNARDI; FROZZA, 

2020). Na situação de inflamação com alterações na barreira intestinal e piora da 

permeabilidade, as concentrações de AGCC são reduzidas (TAKAHASHI et al., 2016), 

podendo afetar a saúde do SNC. Em camundongos, o estresse e a inflamação crônica 

do trato gastrointestinal por uma alteração da microbiota podem contribuir para o 

comportamento ansioso, sugerindo uma ligação entre a composição da microbiota 

intestinal e alterações de função GI e/ou comportamento ansioso (BERCIK et al., 

2010).  

A plasticidade neuronal é a capacidade do cérebro de formar novas conexões 

sinápticas, novos neurônios 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 suplementação de uma 

formulação de probióticos (Lactobacillus helveticus R0052 e Bifidobacterium longum 

R0175) em modelo murino induzido ao estresse crônico foi capaz de atenuar a 

ativação do eixo HPA e ANS em resposta ao estresse, sugerindo uma melhor 

preservação da neuroplasticidade, devido ao aumento da expressão de BDNF nos 

animais suplementados (AIT-BELGNAOUI et al., 2014). Resultado semelhante foi 

observado com a suplementação de Lactobacillus casei strain Shirota também em 

modelo experimental (TAKADA et al., 2016). Esses estudos juntos indicaram a 

importância da preservação do microambiente intestinal para a saúde cerebral. 
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3.3. ESTRESSE OXIDATIVO E INFLAMAÇÃO 

O estresse oxidativo e a inflamação são mecanismos usuais de defesa 

imunológica. Os radicais livres, como espécies reativas de oxigênio (ROS), espécies 

reativas de nitrogênio (RNS) e espécies reativas de enxofre (RSS) são produzidos por 

todas as células e modulam processos celulares como inflamação, sobrevivência 

celular e resposta ao estresse (ABDELHAMID; NAGANO, 2023; LAURIDSEN, 2019).  

A principal fonte de espécies reativas é a mitocôndria pela cadeia 

transportadora de elétrons (EL ASSAR; ANGULO; RODRÍGUEZ-MAÑAS, 2013; 

LAURIDSEN, 2019), sendo o radical hidroxila (HO•), o ânion superóxido (O2
-) e o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) os principais radicais livres. Em condições normais, os 

níveis de ROS são mantidos baixos por vários sistemas enzimáticos que participam 

dessa homeostase (FISCHER; MAIER, 2015; LAURIDSEN, 2019). Quando há um 

aumento na produção de ROS, esses mecanismos antioxidantes são ativados para 

imediatamente controlá-los (KANG; KIM, 2023). 

Os sistemas de defesa endógenos são divididos em dois tipos, os antioxidantes 

enzimáticos e os não enzimáticos. As principais enzimas antioxidantes são a 

superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e a 

glutationa redutase (GRx), já os antioxidantes não enzimáticos compreendem 

antioxidantes endógenos e exógenos (HE et al., 2017; WU et al., 2021). Essa 

maquinaria existe para proteger da produção excessiva de ROS, visto que o excesso 

pode culminar em danos a macromoléculas, como os lipídeos e o DNA por exemplo 

(KANG; KIM, 2023). 

Diante disso, o estresse oxidativo só se torna um problema quando os 

mecanismos neutralizantes, enzimáticos e não enzimáticos, são insuficientes para 

equilibrá-los. O desequilíbrio na regulação do estresse oxidativo e da inflamação pode 

levar a um aumento na produção de citocinas inflamatórias. Nessa ocasião, há 

ativação do fator nuclear kappa beta (NFκβ) e da proteína ativadora 1 (AP1), que 

regulam a expressão de genes envolvidos na resposta inflamatória resultando na 

liberação de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α e IL-6. Além disso, inibe o fator 

2 relacionado ao fator nuclear eritróide 2 (Nrf2), o qual está relacionado à regulação 

das respostas antioxidantes, o que potencializa ainda mais a inflamação (FISCHER; 
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MAIER, 2015; HUSSAIN et al., 2016; KANG; KIM, 2023; RAJARAM et al., 2023; 

RUTHIRAKUHAN et al., 2020). 

A consequência fisiológica da ativação dessas vias é extensa, culminando num 

maior risco para o desenvolvimento de doenças inflamatórias crônicas e 

neurodegenerativas pelo aumento de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6, IL-8 e 

TNF, além de moléculas de adesão que favorece a migração celular e o estado 

inflamatório persistente. Além disso, o próprio TNF é um gene de resposta da via 

NF𝜅B amplificando ainda mais as respostas inflamatórias via feedback positivo 

(FISCHER; MAIER, 2015). 

Vale ressaltar que o estresse oxidativo e a inflamação crônica de baixo grau 

quando não controlados são mediadores comuns na fisiopatologia de muitas doenças 

não transmissíveis relacionadas à idade, incluindo obesidade, hipertensão, doenças 

cardiovasculares (DCV), diabetes tipo 2 (DM2), alguns tipos de câncer e doenças 

neurodegenerativas (DANDEKAR; MENDEZ; ZHANG, 2015; GARCÍA; ZAZUETA; 

AGUILERA-AGUIRRE, 2017; RAJARAM et al., 2023). Diante disso, se faz necessário 

entender como o kefir pode modular o estresse oxidativo e a inflamação para reduzir 

o risco de condições associadas ao desequilíbrio desses mecanismos.  

 

3.4. KEFIR 

Os probióticos, de acordo com a definição da Organização Mundial da Saúde, 

são microrganismos vivos que quando consumidos em quantidade suficiente 

proporcionam benefícios à saúde de quem os consome (HILL et al., 2014).  No 

intestino, a suplementação de probióticos promove uma competição com bactérias 

patogênicas sendo capaz de estimular a produção de imunoglobulina A (IgA) e inibir 

a resposta inflamatória Th1 e Th17, reduzindo a expressão de citocinas inflamatórias, 

como Fatores de Necrose Tumoral Alfa (TNF-α) e IL-1β (GALDEANO et al., 2019). 

Inclusive, alguns probióticos de cepas mistas mostram-se mais efetivos que drogas 

anti-inflamatórias (sulfalazina) para reduzir a inflamação, restabelecer a função da 

barreira intestinal e o ambiente microecológico na doença inflamatória intestinal (DII) 

(WANG et al., 2020). 
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Dentre os probióticos, o kefir se destaca por ser uma bebida fermentada 

originada das montanhas do Cáucaso que contém mais de 50 espécies de 

microrganismos. É formada por uma simbiose de bactérias fermentadoras produtoras 

de ácido lático, acético e leveduras (KIM et al., 2017; PELUZIO et al., 2021). Grande 

parte das espécies de lactobacillus presentes nos grãos de kefir podem ser 

potencialmente usadas como probióticos, e por conta disso, estudos com probióticos 

isolados apresentaram cepas eventualmente presentes no kefir (ZANIRATI et al., 

2015). Entre suas características sensoriais, a textura é ligeiramente viscosa com 

sabor azedo e ácido. Tradicionalmente utiliza-se o leite de vaca para fermentação, 

mas também pode ser feito com leite de outras fontes, como cabra, ovelha ou búfala 

(BOURRIE; WILLING; COTTER, 2016). 

Os benefícios do kefir estão relacionados tanto aos microrganismos presentes 

na bebida fermentada como aos metabólitos produzidos durante o processo de 

fermentação do leite. Dentre os metabólitos produzidos pelo processo de 

fermentação, destaca-se um exopolissacarídeo chamado kefiran. Os benefícios do 

consumo dessa bebida fermentada compreendem uma melhora da microbiota 

intestinal, efeitos anti-hipertensivos e hipocolesterolemiantes, atividade 

antimicrobiana, supressão de tumor, imunomodulação, anti-inflamatório e antioxidante 

(BENGOA et al., 2019; MEDRANO et al., 2011; PELUZIO et al., 2021; ROSA et al., 

2017).  

Todavia, a composição microbiológica do kefir é muito variável pois depende 

da matriz inicial do kefir e da origem geográfica, já que diferentes condições climáticas 

podem favorecer diferentes microrganismos simbióticos. Além disso, condições da 

fermentação como tempo, temperatura e proporção dos grãos adicionados também 

influenciam o produto (AZIZI et al., 2021; ROSA et al., 2017). Dessa forma, os estudos 

sobre kefir devem considerar sua grande heterogeneidade. No entanto, já foi 

demonstrado que o tratamento com 0,2ml de kefir (2x/d) apresentou um aumento da 

concentração 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. 

Já existe estudo demonstrando a capacidade psicobiótica do tratamento com 

kefir (TON et al., 2020). Em camundongos, por exemplo, a ingestão de kefir reduziu a 

inflamação e o estresse oxidativo cerebral, além de apresentar resposta semelhante 
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a antidepressivos no comportamento e expressão de BDNF (CHEN et al., 2021). Além 

disso, melhorou a integridade estrutural e funcional da barreira intestinal, reduzindo a 

ativação de micróglia e protegendo contra a neuroinflamação (SILVA et al., 2020). 

Esses estudos, demonstram a importante relação do kefir com o SNC. Entretanto, 

ainda faltam estudos para esclarecer como o tratamento com kefir impacta o SNC em 

modelo de DIIs. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

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 doença inflamatória 

intestinal em camundongos knockout IL-10”, previamente submetido à Comissão 

de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Viçosa (CEUA/UFV), 

aprovado no dia 19 de novembro de 2019, sob o número do processo 52/2019 - Anexo 

01. 

 
 

4.2. Cálculo amostral 

O tamanho amostral foi calculado, conforme proposto por Mera et al (1998), 

previamente no projeto guarda-chuva. Para o cálculo foi considerado poder estatístico 

de 99% (α ≤ 0,01). 

 
 
 

4.3. Desenho experimental 

A produção da bebida fermentada foi realizada diariamente com a inoculação 

de 10% de grânulos de kefir em leite integral UHT, de uma mesma marca e mesmo 

lote. Posteriormente, foi mantido em estufa com temperatura controlada de 25ºC por 

24h. Após esse período, os grãos foram separados e o kefir fresco foi ofertado aos 

animais. Os grãos separados foram lavados com água destilada e inoculados 

sucessivamente até o fim do estudo (Figura 1).  
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Figura 1: Preparo do kefir. (1) Inoculação dos grãos de kefir em leite. (2) Fermentação 
em estufa por 24h em temperatura média de 25ºC. (3) Filtragem e separação dos 
grãos de kefir que serão re-inoculados em novo leite. A bebida fresca é oferecida aos 
animais e o processo é repetido diariamente. 

 

O perfil microbiológico do kefir no estudo foi determinado antes do início do 

experimento através da contagem de bactérias ácido láticas totais (BAL) e de 

leveduras totais pelo método de plaqueamento em superfície (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 37ºC 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 28ºC por 7 dias (BRASIL, 2003). As análises 

foram realizadas no laboratório de Bioquímica Nutricional do Departamento de 

Nutrição e Saúde (DNS) da Universidade Federal de Viçosa (UFV). O kefir foi mantido 

na concentração mínima de 6x108 UFC/ml de BAL e 106 UFC/ml de leveduras totais. 

Esses valores foram utilizados por ser a quantidade necessária de UFC para que o 

produto tenha alegação de probiótico no Brasil (ANVISA, 2008). 

Os camundongos foram divididos em 2 grupos experimentais e alojados 

coletivamente em caixas de polipropileno cobertas com grades metálicas, em 

ambiente controlado e ciclo claro/escuro de 12 horas. Após 4 semanas de vida, os 

camundongos foram desmamados e mantidos por 5 semanas para ambientação e 
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envelhecimento. Após esse período, quando os camundongos estavam com 9 

semanas, os animais foram randomizados e o tratamento iniciado, realizando a 

suplementação diariamente por 4 semanas. Em todo o período do experimento os 

animais receberam dieta comercial e água 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 106 

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 IL10-/- provenientes do laboratório de Nutrição 

Experimental do Departamento de Nutrição e Saúde da Universidade Federal de 

Viçosa, Minas Gerais. Ao final das quatro semanas ocorreu a eutanásia por isoflurano 

a 3% (Isoflorine®, Cristália) inalatório. Após a eutanásia os órgãos foram lavados com 

solução salina fisiológica e congelados para análises posteriores em ultra freezer a      

-80ºC. Uma parte do intestino delgado foi separada no momento da eutanásia para 

análise histológica e conservado conforme tópico 4.4. 

 

Figura 2: Linha do tempo  

4.4. Análise Histológica 

Parte do intestino delgado foi removido e, após lavagem com solução salina 

fisiológica, foi fixado em formalina de Carson (CARSON; MARTIN; LYNN, 1973). Após 

desidratação em gradiente crescente de etanol, o material foi diafanizado em xilol e 

incluído em parafina. Foram realizados cortes com espessura de 5µm por meio de 

micrótomo rotativo (Olympus America Inc., CUT 4055) e corados na sequência com 

hematoxilina e eosina (HE).  
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4.4.1. Escore Histopatológico 
 

O escore histopatológico foi utilizado para avaliação de características 

histológicas do tecido intestinal. O escore foi composto pela média de três parâmetros 

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 inflamação (0: nenhuma; 

1: leve; 2: moderada; 3: grave) e profundidade da lesão (0: nenhuma; 1: mucosa; 2: 

submucosa; 3: transmural). Para cada parâmetro foi atribuída uma pontuação e o 

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

 

4.4.2. Histomorfometria intestinal e contagem de células caliciformes 
 

As imagens das secções histológicas foram capturadas com objetiva de 10x 

diretamente no microscópio de luz LEICA DM750 (Leica®, Suíça), por meio de câmera 

de vídeo LEICA 170HD (Leica®, Suíça). As medidas foram realizadas com auxílio do 

aplicativo Image Pro-Plus® versão 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 visível foram utilizadas. 

Largura das vilosidades: nas mesmas vilosidades utilizadas na análise de altura 

foi realizada 3 medidas (região apical, média e basal) e a largura foi considerada o 

valor médio destas três medidas;  

Profundidade das criptas – foram analisadas 70 criptas por grupo experimental, 

só foram consideradas criptas intactas.  

Contagem de células caliciformes – as células caliciformes foram contadas 

manualmente de 70 vilosidades para cada grupo experimental. 

Área das vilosidades – para o cálculo da área foi utilizado a fórmula abaixo, 

foram avaliadas 70 vilosidades por grupo experimental. 

 

Á𝑟𝑒𝑎	𝑑𝑒	𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑓í𝑐𝑖𝑒	𝑑𝑒	𝑣𝑖𝑙𝑜𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 = 2𝜋	 ×	
𝑀é𝑑𝑖𝑎	𝑑𝑎	𝐿𝑎𝑟𝑔𝑢𝑟𝑎

2
	× 	𝐴𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎	
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Figura 3 -   Exemplo de fotomicrografia das vilosidades intestinais de ratos Wistar, 

coloração 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 ampliação: 30μm (ROSA, 2012). 

 

4.5. Extração de RNA e reação 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 

extraído seguindo instruções do fabricante (Invitrogen, Massachussets). Ao final do 

protocolo, a concentração do RNA obtido foi estimada por leitura em 

espectrofotômetro Nanodrop (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts). As razões 

260/280 foram avaliadas com intuito de verificar a pureza do RNA, foram observadas 

razões maiores do que 1,8. 

Na sequência, as amostras foram tratadas com DNAse (RQI, Promega) para 

remoção de possíveis resíduos de DNA genômico. Em seguida, a reação de 

transcrição reversa foi realizada utilizando todo o volume de RNA tratado com DNAse 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

— Altura das Vilosidades; 

— Largura das Vilosidades (região apical, média e basal) 

— Profundidade de Cripta 
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(10μl), enzima transcriptase reversa (Super Script II, Invitrogen) e iniciadores 

aleatórios (Promega, Madison, Wisconsin), em um volume final de 20μl. As etapas de 

incubação, bem como os ciclos e suas temperaturas foram realizadas de acordo com 

as recomendações do fabricante. 

Após transcrição do cDNA das amostras, o ensaio de rtPCR foi realizado 

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

Tabela 1. Iniciadores utilizados para análises de expressão gênica por PCR. 

Gene Forward Primer Reverse Primer Bp 

β-act TTGTTACCAACTGGGACGAC ACGGTTGGCCTTAGGGTT 125 
tnf TCAGCCGATTTGCTATCTCA CGGACTCCGCAAAGTCTAAG 204 

inos TGGCTGTGCTCCATAGTTTC TTCAACATCTCCTGGTGGAA 187 
il-10 TAAGGGTTACTTGGGTTGCC TCACTCTTCACCTGCTCCAC 213 
arg GGTTCTGGGAGGCCTATCTT AAGCAAGCCAAGGTTAAAGC 171 

nf-kb 
AACCTGGGAATACTTCATGTG

ACTAA 
GCACCAGAAGTCCAGGATTA

TAGC 
103 

ccl2 TTAAGGCATCACAGTCCGAG TGAATGTGAAGTTGACCCGT 129 
 

As amplificações foram feitas em duplicata, usando 10ng de cDNA por reação. 

Ao cDNA, foram adicionados os iniciadores específicos, o reagente SyBR Green para 

PCR em tempo real, num volume final de 15μl por reação. 

As condições da reação foram 50°C durante 2 minutos, 95°C durante 10 

minutos e 40 repetições de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. As leituras de 

fluorescência foram realizadas pelo equipamento Step One Plus (Applied Biosystems) 

e, posteriormente, analisadas pelo Step One Software (Applied Biosystems). As 

expressões foram normalizadas pela expressão de β-act mas também foi testado o 

gene gapdh. 

 

4.6. Análises de estresse oxidativo do intestino e cérebro 

O estresse oxidativo no intestino e no cérebro foi avaliado por meio da atividade 

enzimática de superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e a oxidação de 

macromoléculas no cérebro foi avaliada pela quantificação de malondialdeído (MDA) 

e proteína carbonilada. Para essas análises foi preparado um homogenato na 

concentração de 1:10 de tecido:tampão fosfato pH 7. O sobrenadante foi utilizado para 
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as análises de proteínas totais, SOD, CAT e MDA e o precipitado formado nesse 

processo foi utilizado para a quantificação de proteína carbonilada. 

 

 

4.6.1. Dosagem de proteínas totais do tecido do intestino delgado e no 

cérebro 

As proteínas totais foram quantificadas pela metodologia de Lowry (1951) 

usando-se a albumina sérica bovina como padrão para realização da curva. Após o 

preparo da reação a placa foi lida em espectrofotômetro a 700nm. O valor de 

absorbância encontrado foi utilizado na equação da reta da curva padrão para 

quantificação das proteínas totais na amostra. Essa quantificação foi utilizada para 

normalização das análises de estresse oxidativo subsequentes.  

 

4.6.2. Atividade da enzima superóxido 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 ânion superóxido formando o peróxido de hidrogénio (H2O2). Nessa 

metodologia é possível avaliar a atividade de SOD pela habilidade em diminuir a razão 

de auto-oxidação do pirogalol. Nessa análise é formado um composto de coloração 

azul/roxo claro que é medido em espectrofotômetro no comprimento de onda de 570 

nm. O valor encontrado foi normalizado pela concentração de proteína da amostra e 

apresentado em U SOD/mg de proteína. 

 

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 variável foi determinada através do decaimento da absorbância do 

peróxido de hidrogênio (H2O2) no espectrofotômetro com comprimento de onda 240 

nm. Esse decaimento foi analisado pelo valor da absorbância nos intervalos T0”, T30” 

e T60”. A partir dos valores de delta (T0”-T60”) foram então calculados a atividade da 

catálase utilizando o valor de proteína da amostra para normalização. O resultado foi 

expresso como U catalase/mg de proteína. 
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4.6.4. Substância Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) no cérebro 

A peroxidação lipídica no cérebro foi avaliada pelo ensaio de TBARS segundo 

Wallin (1993). Nessa análise o ácido tiobarbitúrico reage com os produtos da 

lipoperoxidação formando um composto de coloração rosada que foi avaliado em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 535 nm. O valor encontrado foi 

utilizado na equação da reta da curva padrão. A concentração final de TBARS foi 

normalizada pelos valores de proteína da amostra e foi então expressa em nmol 

TBARS/mg de proteína.  

 

4.6.5. Proteína carbonilada no cérebro 

O dano oxidativo às proteínas foi determinado por meio da avaliação da 

carbonilação de acordo com o método de Levine et al., (1990). Para essa análise foi 

utilizado o precipitado sólido do preparo do homogenato. Os precipitados foram 

tratados de acordo com a metodologia proposta e no final o sobrenadante foi lido em 

espectrofotômetro no comprimento de onda 370nm. 

 

4.7. Citocinas Inflamatórias no cérebro 

Para análise das citocinas no homogenato de cérebro foi utilizado o Kit CBA 

(BD Cytometric Beads Array Mouse Inflammation) seguindo as instruções do 

fabricante. As citocinas quantificadas foram a IL-12p70, IFNγ, TNF, MCP-1, IL-10, IL-

6 em uma mesma amostra. A determinação da concentração das citocinas foi 

realizada através da citometria de fluxo na quantificação de intensidades de 

fluorescência distintas (FACSVERSE, Becton Dickinson, Sunnyvale, CA). A 

quantificação em pg/ml de cada citocina foi baseada em uma curva padrão realizada 

com as concentrações conhecidas. Os dados gerados pela análise foram analisados 

no software FlowJo v.10.  

 

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

Os ácidos orgânicos foram extraídos segundo metodologia proposta por 

Siegfried (1984) e a concentração foi quantificada por HPLC em cromatógrafo UltiMate 

3000 (DIONEX, Alemanha). Vinte microlitros de amostra foram injetados e passaram 
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por uma coluna de troca iônica Rezex (00H-0138-K0 300 × 7,8 mm, Phenomenex) 

com H2SO4 5 mM como eluente a 0,7 mL/min, a 40°C. O detector usado foi de índice 

de refração a 40°C (RI-101, Shodex). A concentração dos ácidos graxos foi 

determinada de acordo com a curva padrão dos ácidos acético, propiônico e butírico 

e o resultado expresso em μmol do ácido graxo/g de tecido. 

 

4.9. Análises estatísticas 

A análise estatística dos dados foi realizada primeiramente pela determinação 

da normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Para comparação entre os grupos 

experimentais nos casos de distribuição paramétrica foi utilizado o teste t não pareado. 

Nos casos de distribuição não paramétrica foi realizado o teste de Mann-Whitney.  

Todas as análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism 

(GraphPad Software, San Diego, CA), versão 6.0, assumindo um p < 0,05 para 

diferenças estatísticas. Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão da 

média. 
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6. RESULTADOS: 

6.1. ARTIGO ORIGINAL: 

Intervenção com kefir preserva a histomorfologia intestinal e melhora 

marcadores de estresse oxidativo intestinal e cerebral em camundongos IL10-/- 

Resumo: 

Doenças inflamatórias intestinais (DIIs) são conhecidas por condições que 

geram uma inflamação no trato gastrointestinal. A Retocolite Ulcerativa e a Doença 

de Crohn são as duas principais condições que geram essa inflamação. Nas DIIs 

existe um quadro de desequilíbrio da microbiota intestinal gerado pela inflamação. 

Pelo fato da microbiota intestinal possuir uma série de funções relacionadas a 

homeostase corporal esse desequilíbrio tem um impacto na saúde geral, incluindo a 

do sistema nervoso central. O kefir apresenta potencial terapêutico para modular a 

microbiota intestinal e atenuar a inflamação da DII, o que pode contribuir com o retorno 

ao equilíbrio nessas condições. Diante desse contexto, o objetivo do presente estudo 

é avaliar se o consumo do kefir influencia na morfologia intestinal e em marcadores 

da inflamação e estresse oxidativo no tecido intestinal e cerebral de camundongos 

C57BL/6J IL10-/-. Para isso foi realizado o tratamento de 4 semanas com 0,4ml/dia da 

bebida fermentada a base de kefir de leite (6x108 UFC/ml de BAL e 106 UFC/ml de 

leveduras totais) ou água em camundongos IL10-/-. Os resultados observados 

mostraram uma redução no escore histopatológico e na inflamação, uma maior 

preservação da histomorfometria intestinal e um aumento na contagem de células 

caliciformes, além de uma redução do estresse oxidativo no intestino e no cérebro. 

Houve também um aumento nas concentrações de ácido butírico e acético no intestino 

do grupo tratado. Com base nos resultados obtidos, sugere-se que o kefir foi capaz 

de reduzir a ativação da DII por meio da redução do dano tecidual e modulação da 

inflamação intestinal, evitando a depleção de células caliciformes. Associado a isso, o 

kefir foi capaz de aumentar a concentração de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) 

e regular o estresse oxidativo no intestino e no cérebro pela modulação de enzimas 

antioxidantes, como a superóxido dismutase e a catalase. Dessa forma, os resultados 

indicam o potencial do uso do kefir na redução do risco de DII e em condições que 

aumentam o estresse oxidativo no cérebro. 

Palavras chaves: doença inflamatória intestinal, kefir, eixo intestino-cérebro, 

probiótico 
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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 IL10-/- 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 IL10-/- 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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Introdução 

Doenças inflamatórias intestinais (DII) são conhecidas por condições que 

geram uma inflamação no trato gastrointestinal. A Retocolite Ulcerativa e a Doença 

de Crohn são os dois principais tipos dessas doenças. A etiologia e patogênese 

dessas condições é complexa e ainda precisa ser elucidada. Todavia, sabe-se que a 

incidência está 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 imunológicos (HANEISHI et al., 2023; KAPLAN; 

NG, 2017; NISHIDA et al., 2018). 

Dentre os fatores de risco para as DII, ressalta-se o desequilíbrio da microbiota 

intestinal (LARABI; BARNICH; NGUYEN, 2020). No trato gastrointestinal humano há 

mais de 100 trilhões de microrganismo que possuem, juntos, aproximadamente 3 

milhões de genes (SWER et al., 2022) e, por isso, o equilíbrio desses microrganismos 

está relacionado a homeostase corporal e cerebral (WEISS; HENNET, 2017). Já se 

sabe, por exemplo, que o desequilíbrio, como a ausência de microbiota intestinal induz 

comportamento semelhante a depressão em camundongos (ZHENG et al., 2016). 

Entretanto, o retorno à homeostase pode ser facilitado pela suplementação de 

probióticos (PELUZIO et al., 2021; VERA-SANTANDER et al., 2023). 

O modelo do nosso estudo desenvolve espontaneamente DII pelo fato da 

deficiência da IL10 gerar uma inflamação crônica pela contínua produção de IL-6, IL-

1â, e TNF-á. Além disso, esses animais apresentam DII que compartilha aspectos 

histológicos, fisiológicos e bioquímicos com as DII em humanos (COHEN; MOORE; 

WARD, 2004; IP et al., 2017; KENNEDY et al., 2000). 

Segundo a definição da Organização Mundial da Saúde e a Instrução 

Normativa nº 44 de 2015 do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento do 

Brasil, os probióticos são cepas de micro-organismos vivos e viáveis, que agem como 

auxiliares na recomposição da microbiota do trato digestório contribuindo para o seu 

equilíbrio (HILL et al., 2014; MAPA, 2015). No Brasil, além disso, para um produto 

poder ter alegação probiótica, ele deve conter no mínimo 108 UFC no produto para 

consumo (ANVISA, 2008). 

O kefir é uma bebida probiótica originada das montanhas do Cáucaso que 

possui em sua composição microbiológica bactérias fermentadoras de ácido lático, 
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acético e leveduras (ROSA et al., 2017). Apresenta potencial terapêutico para modular 

a microbiota intestinal e atenuar o processo inflamatório que ocorre na DII (YILMAZ; 

ENVER DOLAR; ÖZPINAR, 2019). O benefício que essa modulação gera na 

preservação da morfologia intestinal (CHEN et al., 2012), na redução da inflamação 

crônica e do estresse oxidativo no cérebro (DU et al., 2022; TON et al., 2020) já vem 

sendo estudada. Porém, esclarecimentos a respeito de mecanismos precisam ser 

elucidados, especialmente em modelo nocaute de IL10.  

A relação do intestino com o cérebro envolve várias moléculas, como ácidos 

graxos de cadeia curta (AGCC), componentes estruturais das bactérias e moléculas 

sinalizadoras. A microbiota intestinal produz metabólitos como AGCC, 

neurotransmissores e hormônios intestinais que possuem função de regulação do 

sistema imune, na saúde neurológica, na integridade da barreira intestinal e 

hematoencefálica, contribuindo como fator protetivo para saúde do indivíduo 

(DOROSZKIEWICZ; GROBLEWSKA; MROCZKO, 2021; MIRZAEI et al., 2021). 

Diante desse contexto, o presente estudo busca investigar a relação intestino-

cérebro com a utilização de bebida fermentada à base de kefir no tratamento das DII 

e suas implicações em condições neurológicas relacionadas à inflamação e ao 

estresse oxidativo. Desta forma, o objetivo é avaliar se o consumo do kefir influencia 

na morfologia intestinal e em marcadores da inflamação 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 doença inflamatória 

intestinal em camundongos knockout IL-10”, previamente submetido à Comissão 

de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Viçosa (CEUA/UFV), 

aprovado no dia 19 de novembro de 2019, sob o número do processo 52/2019. 
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Kefir 

A produção da bebida fermentada de kefir foi realizada diariamente com a 

inoculação de 10% de grânulos de kefir em leite integral UHT, de uma mesma marca 

e mesmo lote. Após inoculação foi mantido em estufa com temperatura controlada de 

25ºC por 24h. Após esse período, os grãos de kefir previamente inoculados eram 

separados e o kefir fresco ofertado aos animais. Os grãos separados eram lavados 

com água destilada e inoculados em uma nova amostra de leite. A etapa de 

fermentação aconteceu sucessivamente até o fim do estudo (figura 1).  

 

Figura 1: Preparo do kefir. (1) Inoculação dos grãos de kefir em leite. (2) Fermentação 
em estufa por 24h em temperatura média de 25ºC. (3) Filtragem e separação dos 
grãos de kefir que serão re-inoculados em novo leite. A bebida fresca é oferecida aos 
animais e o processo é repetido diariamente. 

 

O perfil microbiológico do kefir preparado no estudo foi determinado antes do 

início do experimento através da contagem de bactérias ácido láticas totais (BAL) e 

de leveduras totais através do método de plaqueamento em superfície (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 37ºC 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 28ºC por 7 dias (BRASIL, 2003). 

As análises foram realizadas no laboratório de Bioquímica Nutricional do 
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Departamento de Nutrição e Saúde (DNS) da Universidade Federal de Viçosa (UFV). 

O kefir possuiu concentração mínima de 6x108 UFC de BAL/ml e 106 UFC/ml de 

leveduras totais para este estudo e esses valores foram utilizados por ser a quantidade 

necessária de UFC para que o produto tenha alegação de probiótico 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 106 UFC/ml 

de leveduras totais). O tratamento foi iniciado quando os animais possuíam 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 cálculo foi considerado poder estatístico de 

99% (α ≤ 0,01). 

Os animais foram alojados coletivamente em caixas de polipropileno coberto 

por grade metálicas, em ambiente com temperatura controlada e ciclo claro e escuro 

de 12 horas. As dietas e água foram fornecidas ad libitum durante todo o experimento. 

A ingestão foi avaliada diariamente e o peso corporal dos animais foi monitorado 

semanalmente, sendo considerada a média do peso semanal para fins de cálculo 

estatístico.  

Foram utilizados tecido cerebral e do intestino delgado de 18 camundongos 

machos C57BL/6J nocaute IL10-/- provenientes do laboratório de Nutrição 

Experimental do Departamento de Nutrição e Saúde da Universidade Federal de 

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

 

Processamento e Análises Histológicas no Intestino Delgado 

O intestino delgado no momento da eutanásia foi lavado com solução salina 

fisiológica e fixado em formalina de Carson (CARSON; MARTIN; LYNN, 1973). Após 

desidratação em gradiente crescente de etanol, o intestino foi diafanizado em xilol e 

incluído em parafina. Para análise histológica foram realizados cortes com espessura 

de 5µm por meio de micrótomo rotativo (Olympus America Inc., CUT 4055) e corados 

na sequência com hematoxilina e eosina (HE).  

As imagens das secções histológicas foram capturadas com objetiva de 10x 

diretamente no microscópio de luz LEICA DM750 (Leica®, Suíça), por meio de câmera 

de vídeo LEICA 170HD (Leica®, Suíça). As análises e medidas foram realizadas com 

auxílio do aplicativo Image Pro-Plus® versão 4.5 (Media Cybernetics). 

O escore histopatológico foi utilizado para avaliação de características 

histológicas do tecido intestinal. O escore foi composto pela média de três parâmetros 

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 inflamação (0: nenhuma; 

1: leve; 2: moderada; 3: grave) e profundidade da lesão (0: nenhuma; 1: mucosa; 2: 

submucosa; 3: transmural). O escore foi obtido pela média dos pontos dos três 

parâmetros (CRUZ, 2018). 

 Para as análises 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 visível foram utilizadas; 

Largura das vilosidades: nas mesmas vilosidades utilizadas na análise de altura 

foi realizada 3 medidas (região apical, média e basal) e a largura foi considerada o 

valor médio destas três medidas;  

Profundidade das criptas – foram medidas 70 criptas por grupo, apenas criptas 

onde é possível ver a base e o ápice da cripta foram utilizadas. 

Área de superfície de vilosidade – para o cálculo da área foi utilizado a fórmula 

abaixo, foram avaliadas 70 vilosidades por grupo experimental. 

 

Á𝑟𝑒𝑎	𝑑𝑒	𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑓í𝑐𝑖𝑒	𝑑𝑒	𝑣𝑖𝑙𝑜𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 = 2𝜋	 ×	
𝑀é𝑑𝑖𝑎	𝑑𝑎	𝐿𝑎𝑟𝑔𝑢𝑟𝑎

2
	× 	𝐴𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎	

 

Contagem de células caliciformes – as células caliciformes foram contadas 

manualmente de 70 vilosidades para cada grupo experimental. 

 

Análise de genes via rtPCR no Intestino Delgado 

Os tecidos cerebrais foram homogeneizados em reagente Trizol® e o RNA foi 

extraído seguindo instruções do fabricante (Invitrogen, Massachussets). Ao final do 

protocolo, a concentração do RNA obtido foi estimada por leitura em 

espectrofotômetro Nanodrop (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts). As razões 

260/280 foram avaliadas com intuito de verificar a pureza do RNA, foram observadas 

razões maiores do que 1,8. 

Após transcrição do cDNA das amostras, o ensaio de rtPCR foi realizado 

utilizando os iniciadores específicos para o modelo experimental (tabela 1): 
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Tabela 1. Iniciadores utilizados para análises de expressão gênica por PCR. 

Gene Forward Primer Reverse Primer Bp 

β-act TTGTTACCAACTGGGACGAC ACGGTTGGCCTTAGGGTT 125 
tnf TCAGCCGATTTGCTATCTCA CGGACTCCGCAAAGTCTAAG 204 

inos TGGCTGTGCTCCATAGTTTC TTCAACATCTCCTGGTGGAA 187 
il-10 TAAGGGTTACTTGGGTTGCC TCACTCTTCACCTGCTCCAC 213 
arg GGTTCTGGGAGGCCTATCTT AAGCAAGCCAAGGTTAAAGC 171 

nf-kb 
AACCTGGGAATACTTCATGTG

ACTAA 
GCACCAGAAGTCCAGGATTA

TAGC 
103 

ccl2 TTAAGGCATCACAGTCCGAG TGAATGTGAAGTTGACCCGT 129 
 

As amplificações foram realizadas em duplicata, usando 10ng de cDNA por 

reação. Além desses, foram adicionados os iniciadores específicos e o reagente SyBR 

Green para PCR em tempo real, num volume final de 15μl por reação. As expressões 

foram normalizadas pela expressão de β-act mas também foi testado o gene gapdh. 

 

Avaliação do Estresse Oxidativo no Intestino Delgado e no Cérebro 

 O estresse oxidativo no intestino e no cérebro foi avaliado por meio da atividade 

enzimática de superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e a oxidação de 

macromoléculas no cérebro foi avaliada pela quantificação de malondialdeído (MDA) 

e proteína carbonilada. A concentração de proteínas totais na amostra foi quantificada 

pela metodologia de (LOWRY, 1951) para normalização das análises de estresse 

oxidativo por mg de proteína. Foi preparado um homogenato na concentração de 1:10 

de tecido:tampão fosfato pH 7 para as análises de proteínas totais, SOD, CAT e MDA, 

o precipitado formado nesse processo foi utilizado para quantificação de proteína 

carbonilada. 

A atividade de SOD foi avaliada segundo Dieterich et al., (2000). O composto 

formado foi avaliado em espectrofotômetro no comprimento de onda de 570 nm. O 

valor encontrado foi apresentado em U SOD/mg de proteína. A atividade da catalase 

foi determinada segundo metodologia de Aebi, (1984) através do decaimento da 

absorbância do peróxido de hidrogênio (H2O2). A leitura foi realizada no 

espectrofotômetro com comprimento de onda 240 nm. O resultado foi expresso como 

U catalase/mg de proteína. O MDA foi avaliado pelo ensaio de TBARS segundo Wallin, 

(1993). O resultado foi expresso em nmol MDA/mg de proteína. Já para o dano 
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oxidativo às proteínas foi determinado a avaliação da carbonilação proteica de acordo 

pelo método de Levine et al., (1990). O sobrenadante formado foi lido em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 370nm. O resultado foi expresso em 

nmol de proteína carbonilada/mL. 

 

Análise marcadores inflamatórios no cérebro (CBA) 

Para análise das citocinas no homogenato de cérebro foi utilizado o Kit CBA 

(BD Cytometric Beads Array Mouse Inflammation) seguindo as instruções do 

fabricante. As citocinas quantificadas foram a IL-12p70, IFNγ, TNF, MCP-1, IL-10, IL-

6. A determinação da concentração das citocinas foi realizada através da citometria 

de fluxo na quantificação de intensidades de fluorescência distintas (FACSVERSE, 

Becton Dickinson, Sunnyvale, CA). A quantificação em pg/ml de cada citocina foi 

baseada em uma curva padrão realizada com concentrações conhecidas. Os dados 

gerados pela análise foram analisados no software FlowJo v.10.  

 

Extração e Dosagem dos Ácidos Graxos de Cadeia Curta no Intestino Delgado 

e no Cérebro 

Os ácidos orgânicos foram extraídos segundo metodologia proposta por 

Siegfried (1984) e a concentração foi quantificada por HPLC em cromatógrafo UltiMate 

3000 (DIONEX, Alemanha). Vinte microlitros de amostra foram injetados e passaram 

por uma coluna de troca iônica Rezex (00H-0138-K0 300 × 7,8 mm, Phenomenex) 

com H2SO4 5 mM como eluente a 0,7 mL/min, a 40 °C. O detector usado foi de índice 

de refração a 40°C (RI-101, Shodex). A concentração dos ácidos graxos foi 

determinada de acordo com a curva padrão dos ácidos acético, propiônico e butírico 

e o resultado expresso em μmol do ácido graxo/g de tecido.  

 

Análises Estatísticas 

A análise estatística dos dados foi realizada primeiramente pela determinação 

da normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Para comparação entre os grupos 

experimentais nos casos de distribuição paramétrica foi utilizado o teste t não pareado. 

Nos casos de distribuição não paramétrica foi realizado o teste de Mann-Whitney.  
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Todas as análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism 

(GraphPad Software, San Diego, CA), versão 6.0, assumindo um p < 0,05 para 

diferenças estatísticas. Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão da 

média. 

 

Resultados 

Peso corporal e tecidual dos animais experimentais 

 Os animais dos dois grupos experimentais demonstraram uma perda de peso 

média de 1,73±0,39g (KEF) e 1,87±0,28g (CON) quando se compara o início e o final 

da intervenção. Entretanto, essa perda de peso não obteve significância estatística 

entre os grupos experimentais. Da mesma forma, em relação aos tecidos utilizados, 

cérebro e intestino delgado, também não houve diferença no peso entre os grupos 

(dados não mostrados).  

 

Avaliação do uso do kefir no escore histopatológico 

 Na avaliação do escore histopatológico do intestino delgado (Figura 3A) e no 

parâmetro gravidade da inflamação (Figura 3B) houve diferença significativa entre os 

grupos experimentais. Nas fotomicrografias avaliadas pode-se observar que o 

tratamento com kefir preservou o aspecto fisiológico tecidual (Figura 3E/F) mantendo 

as vilosidades homogêneas e menores focos de infiltrados inflamatórios. Em 

contrapartida, no grupo controle verifica-se a presença de danos teciduais e grandes 

focos de infiltrado inflamatório entre o epitélio intestinal e a lâmina própria (Figura 

3G/H). 
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Figura 3 – Escore histopatológico. A: pontuação total do escore histopatológico; B: 
gravidade da inflamação; C: dano de criptas e vilosidades; D: profundidade da lesão. 
Valores expressos em média ± erro padrão da média. * indica p<0,05 demonstrando 
diferença estatística por Mann-Whitney ou teste t não pareado. Fotomicrografia do 
intestino delgado de camundongos C57BL/6J IL10-/- coradas com HE. E: vilosidades 
e criptas preservadas; F: células caliciformes evidentes e ampliadas; G: vilosidade 
danificada e redução de células caliciformes; H: presença de infiltrado inflamatório. 
Seta amarela: células caliciformes. Seta vermelha: achatamento e dano a vilosidade. 
Círculo vermelho: infiltrado inflamatório. Objetiva 10X. 
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Efeito do uso do kefir na histomorfometria intestinal e na contagem de células 

caliciformes 

Todas as variáveis histomorfométricas apresentaram diferenças estatística 

entre os grupos (Figura 4). A área de superfície de vilosidade, 55928±3112μm² e 

41354±1856μm²; altura de vilosidade, 275,1±9,95μm e 234,3±7,01μm; largura de 

vilosidade, 62,64±1,69μm e 55,45±1,39μm; profundidade de cripta, 90,09±2,59μm e 

68,99±2,63μm nos grupos kefir e controle, respectivamente. A contagem de células 

caliciformes foi outra variável avaliada entre os grupos e que também demonstrou 

diferença estatística. O grupo KEF possuiu média de contagem de 10,26±0,32 células 

caliciformes por vilosidade, já o grupo CON apresentou uma média de 6,02±0,1 

(Figura 4B). 

 

Figura 4 – Avaliação do uso de kefir nas variáveis histomorfométricas do intestino 
delgado de camundongos IL10-/-. Céls: células. (A) Área de superfície de vilosidade; 
(B) Contagem de células caliciformes; (C) Altura de vilosidade; (D) Largura de 
vilosidade; (E) Profundidade de criptas. Valores expressos em média ± erro padrão 
da média. * indica diferença estatística p<0,05 por Mann-Whitney. 
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Expressão dos genes inflamatórios no intestino delgado por análise rtPCR 

 As expressões dos genes arg, ccl2, inos, nf-κb e tnf não apresentaram 

diferença estatística entre os grupos experimentais.  

 

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

cérebro 

Houve uma redução da atividade de SOD e CAT no intestino delgado e no 

cérebro dos animais tratados com kefir (Tabela 2). No entanto, não foi identificada 

diferença entre os grupos experimentais nas concentrações dos produtos de oxidação 

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

 

Tabela 2: Efeito do uso do kefir nos produtos de oxidação de macromoléculas no 
cérebro e atividade de enzimas antioxidantes no intestino delgado e cérebro de 
camundongos IL10-/-. 

 CON KEF p 

SOD (U/mg de proteína)    
  Intestino Delgado 22,78±1,75 15,82±1,57 0,0147§ 
  Cérebro 4,34±0,48 3,09±0,37 0,0206* 
CAT (U/mg de proteína)    
  Intestino Delgado 2,58±0,45 1,52±0,29 0,0499* 
  Cérebro 0,27±0,02 0,17±0,01 0,0046§ 
MDA (nmol/mg de proteína)    
  Cérebro 4,37±0,68 4,65±0,53 0,9314* 
Ptn Carbonilada (nmol/mL)    
  Cérebro 5,15±0,69 5,52±0,77 0,7278§ 

MDA: malondialdeído; Ptn: proteína; SOD: superóxido dismutase; CAT: catalase. 
Valores expressos em média ± erro padrão da média. p<0,05 indica diferença 
estatística. *Mann-Whitney test §teste t não pareado. 
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Avaliação do uso do kefir nas concentrações de citocinas inflamatórias cerebrais 

(BD™ Cytometric Bead Array Mouse Inflammation) 

As concentrações das citocinas IL-12p70, IFNγ, TNF, IL-10, IL-6 e MCP1 no 

cérebro não foram detectadas na amostra (dados não mostrados). 

 

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

 O grupo que recebeu kefir apresentou aumento significativo nas concentrações 

de ácido acético e butírico no intestino delgado em comparação ao grupo controle 

(Figura 5).  

 

Figura 5 – Avaliação do uso de kefir nas concentrações de AGCC no intestino delgado 
de camundongos IL10-/-. (A) Acético; (B) Propiônico; (C) Butírico. Valores expressos 
em média ± erro padrão da média. * indica diferença estatística p<0,05 diferença 
estatística por teste t não pareado. 
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Entretanto, não foi encontrada diferença entre os grupos experimentais na 

concentração de ácidos graxos de cadeia curta no cérebro (Figura 6).  

 

Figura 6 – Avaliação do uso de kefir nas concentrações de AGCC no cérebro de 
camundongos IL10-/-. (A) Acético; (B) Propiônico; (C) Butírico. Valores expressos em 
média ± erro padrão da média.  

 

Discussão 

 A microbiota intestinal possui relação com o cérebro através do eixo intestino-

cérebro, já sendo essa relação demonstrada em condições neurológicas como doença 

de Alzheimer, Parkinson, ansiedade e depressão. Essa relação se dá pela capacidade 

da microbiota intestinal modular direta e indiretamente a morfologia e função cerebral 

(CALVANI et al., 2018; WRONKA et al., 2023).  

Os probióticos com capacidade de atuar no SNC são chamados psicobióticos 

(SARKAR et al., 2016). Atualmente, o kefir já é considerado um psicobiótico com 

atividade moduladora central, evidenciado num estudo em idosos com Alzheimer, 

onde o tratamento reduziu a inflamação e o estresse oxidativo (TON et al., 2020). Além 

disso, o uso de peptídeos do kefir em camundongo apresentou resposta semelhante 

a antidepressivos no comportamento e expressão de fator neurotrófico derivado do 

cérebro (BDNF) (CHEN et al., 2021).  

Em modelo animal, já tenta-se desvendar a conexão do kefir nesse eixo. Em 

modelo experimental de hipertensão espontânea, o kefir melhorou a integridade 

estrutural e funcional da barreira intestinal, reduzindo a ativação de micróglia e 

protegendo contra a neuroinflamação (SILVA et al., 2020). Em modelo experimental 
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de desordem do espectro autista, o uso de kefir obteve melhora das disfunções 

comportamentais pela modulação da imunidade periférica, principalmente por 

aumentar células Treg nos nódulos linfáticos mesentéricos (VAN DE WOUW et al., 

2020).  

Entretanto, existe uma carência de estudos quando se investiga o uso do kefir 

como psicobiótico em modelo de doença inflamatória intestinal espontânea pela 

ausência de IL10. Por isso, nesse estudo pretendeu-se preencher essa lacuna 

utilizando camundongos IL10-/- tratados por 4 semanas com kefir de leite. 

Após as 4 semanas de intervenção os animais mesmo com dieta e água ad 

libitum apresentaram uma redução do peso corporal independente do grupo. O que 

não corrobora com um estudo utilizando levedura isolada do kefir em modelo de colite 

induzido por dextran sulfato de sódio (DSS) desafiado infecciosamente. Na colite 

induzida por DSS o tratamento reduziu a perda de peso, diminuiu o índice de atividade 

da doença e aumentou o número de células de caliciformes por vilosidade (ZENG et 

al., 2022). Além disso, um outro estudo utilizando uma espécie de Lactobaccilus 

plantarum em camundongo IL10-/- observou aumento do peso e redução do escore de 

inflamação em comparação ao grupo controle IL10-/- (CHEN et al., 2017). O tratamento 

com essa mesma espécie, L plantarum, também aumentou o peso, reduziu o escore 

de inflamação e aumentou a expressão de proteínas de junções (ZO-1, claudin-1 e 

occludin) (CHEN et al., 2010). Uma outra combinação de probiótico, também em 

modelo IL10-/-, reduziu o escore de ativação da colite e preveniu a perda de peso (SHI 

et al., 2014).  

Nesse estudo, entretanto, embora não tenha sido observado alteração de peso 

entre os grupos, ressalta-se que o grupo experimental apresentou redução do escore 

histopatológico, principalmente relacionado com redução dos focos inflamatórios 

intestinais (figura 3A e 3B), melhor integridade intestinal com maior contagem de 

células caliciformes (figura 4) e maior concentração de ácidos graxos de cadeia curta 

no intestino (figura 5). Esses parâmetros correspondem ao aspecto fisiológico 

intestinal normal, o que é frequentemente associado a melhor absorção e controle 

imune local por reduzir a susceptibilidade a infecção e translocação de antígenos (DU 

et al., 2022).  
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Um estudo utilizando probióticos em camundongo IL10-/- atenuou a colite pela 

redução do escore histopatológico, resultado semelhante ao encontrado no nosso 

estudo (MCCARTHY et al., 2003). Em camundongo C57BL/6J IL10-/-, a 

suplementação de 1x109 Lactobacillus salivarius ssp. salivarius UCC118 por dia por 

16 semanas foi associado com uma menor atividade inflamatória da doença intestinal 

(O’MAHONY et al., 2001). Este estudo, corrobora com os achados no nosso estudo, 

mesmo com período mais curto de tratamento.  

Outro estudo com a suplementação por 14 dias de Lactobacillus kefiranofaciens 

M1, isolado do kefir de leite, em modelo experimental de colite induzido por DSS, 

demonstrou um melhor resultado histológico, redução da inflamação, reduziu a 

depleção de células caliciformes e preveniu distúrbios na arquitetura da mucosa, 

prevenindo o aumento da permeabilidade do epitélio, reduzindo o escore histológico 

e melhorando a regeneração epitelial. Esses resultados foram correlacionados com o 

aumento da expressão de IL10 e uma diminuição da expressão de citocinas pró-

inflamatórias mediadas através do TLR2 (CHEN et al., 2012).  

A IL10 é uma citocina regulatória chave tanto no intestino como no SNC, 

inibindo a resposta inflamatória excessiva, além de possuir interferência no 

comportamento dos animais (YANG et al., 2021). Apesar de não haver encontrado 

resultado significativo nas análises das citocinas inflamatórias, nosso grupo 

demonstrou anteriormente que em camundongos selvagens (C57BL/6J) houve 

diferença nos resultados da expressão gênica de marcadores inflamatórios apenas 

quando comparado animais que possuíam a IL10 com os animais nocautes, 

demonstrando a função da IL10 na regulação dessa homeostase (dados ainda não 

publicados).  

No que se refere às enzimas antioxidantes, houve uma redução similar no 

intestino e no cérebro, demonstrando um menor estresse oxidativo pela redução da 

atividade de CAT e SOD em comparação ao grupo controle (tabela 2). Espécies 

reativas de oxigênio e radicais livres podem causar danos a macromoléculas por conta 

da sua reatividade (GHONEUM; ABDULMALEK; PAN, 2020). Essa reatividade se dá 

por essas substâncias possuírem um elétron desemparelhado em sua última camada, 

conferindo-as alto poder de oxidação de macromoléculas, como proteínas, gorduras 

e ácidos nucleicos. Uma das consequências mais bem descritas do aumento do 

estresse oxidativo é o aumento da peroxidação lipídica (CLARKSON; THOMPSON, 
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2000). Vale ressaltar que o estresse oxidativo é um indicador da inflamação no 

intestino delgado afetado por DII (FRANZOSA et al., 2019; LIH-BRODY et al., 1996).  

A produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) resulta em destruição 

tecidual nas DII, submetendo a mucosa intestinal a um estado pró-oxidante contínuo 

(KRUIDENIER et al., 2003). Neste estudo, não foi observado aumento de MDA e 

proteína carbonilada no cérebro quando comparado aos grupos experimentais. 

Todavia, a produção de MDA em outros órgãos foi reduzida em camundongos 

tratados com kefir (GÜ VEN; VEN; GÜ LMEZ, 2003). Outro estudo corroborando com 

essa ideia encontrou um aumento da capacidade antioxidante total no soro e redução 

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 

redução da atividade de SOD e CAT no intestino delgado e no cérebro dos animais. 

A justificativa por trás dessa redução é a de que sistemas antioxidantes se tornam 

ativados quando há um aumento de ROS (CLARKSON; THOMPSON, 2000; SATISH 

KUMAR et al., 2012). Portanto, pelo grupo tratado com kefir apresentar uma redução 

da atividade de SOD e CAT considera-se que obteve maior efeito antioxidante 

proveniente do kefir, não havendo necessidade da ativação da maquinaria enzimática. 

O que corrobora com dados na literatura que demonstra como o kefir possui função 

antioxidante com potencial de reduzir a produção de radicais livres (TON et al., 2020). 

Resultado semelhante foi encontrado por Satish Kumar et al., (2012) onde o probiótico 

utilizado foi associado com uma menor atividade de SOD e CAT por sua capacidade 

não enzimática de eliminação de ROS. 

Outro resultado interessante deste estudo foi o aumento na concentração de 

ácido acético e butírico no intestino, o que traz indícios de que o kefir conseguiu 

reverter a disbiose presente na DII e, consequentemente, revelar todos os benefícios 

relacionados ao butirato e ao estado de eubiose. A disbiose presente em indivíduos 

com DII reduz a diversidade bacteriana e prevalência de bactérias produtoras de 

butirato (MASANETZ et al., 2022; TAKAHASHI et al., 2016). Os AGCC podem modular 

a atividade inibitória de histonas desacetilases, a expressão gênica, a proliferação 

celular e a resposta imune. O butirato, especialmente, pode proteger contra a colite, 

regulando a produção de células Treg e aumentando a atividade antibacteriana dos 

macrófagos. Nas fezes de pacientes com DII há uma diminuição de AGCC (HANEISHI 

et al., 2023), em especial de bactérias produtoras de butirato e, consequentemente, 
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de butirato, importante na modulação do sistema imunológico (ANDOH; NISHIDA, 

2023; FRANZOSA et al., 2019).  

Sabe-se que um dos eixos de comunicação da microbiota intestinal com o SNC 

é via AGCC (FUNG; OLSON; HSIAO, 2017). Essas substâncias possuem funções 

intra e extra-intestinais já descritas. No intestino, suas funções vão desde a 

preservação da barreira e epitélio intestinal até a regulação da resposta inflamatória e 

da produção de muco (SWER et al., 2022). No SNC, seu papel em manter uma boa 

saúde cerebral se dá pela capacidade de modular a maturação e função das células 

imunes residentes (DALILE et al., 2019), em especial na maturação, morfologia e 

função da micróglia (ERNY et al., 2015) além de atuar, também, na estabilidade da 

barreira hematoencefálica (MIRZAEI et al., 2021).  

Além disso, o estudo de Du e colaboradores em 2022 demonstrou que a 

suplementação com kefir foi capaz de modular a microbiota intestinal, aumentando 

principalmente a diversidade de bactérias produtoras de AGCC, proteínas de junções 

e mucinas (DU et al., 2022). Em nosso estudo, o grupo tratado com kefir apresentou 

concentrações superiores de AGCC no intestino delgado, provavelmente pelo 

aumento na produção dessas substâncias no intestino. O fato dos AGCC serem 

fatores tróficos de enterócitos (MARTIN-GALLAUSIAUX et al., 2021) pode ter sido o 

principal motivo pelo qual observamos um menor escore de inflamação, um epitélio 

mais integro, uma função histológica mais bem preservada e uma maior quantidade 

de células caliciformes.  

Vale ressaltar que não foi observado diferença nas concentrações de AGCC 

cerebral. Entretanto, acredita-se que a maior parte dos AGCC produzidos no intestino 

são utilizados pelos enterócitos, o pouco restante é direcionado para o músculo e 

fígado. Além disso, permanece incerto, também, se os AGCC conseguem atravessar 

a barreira hematoencefálica (SARKAR et al., 2016). Outro ponto que também pode 

ser considerado é o tempo de intervenção, talvez um maior período de intervenção 

poderia levar às alterações no sistema nervoso central. 

A doença inflamatória intestinal afeta a regulação do sistema imune produzindo 

uma resposta imune anormal, a qual gera um aumento da permeabilidade intestinal 

e, portanto, gatilho para inflamação em indivíduos susceptíveis (MAH et al., 2023). A 

inflamação intestinal pode resultar em disfunção por meio de mecanismos envolvendo 
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a microbiota intestinal, o que resulta em resposta inflamatória e estresse oxidativo no 

SNC, culminando em dano neuronal (BERCIK et al., 2010; MASANETZ et al., 2022; 

MICHIELAN; D’INCÀ, 2015). No nosso estudo, o tratamento com kefir conseguiu 

preservar a histomorfometria intestinal, a contagem de células caliciformes e reduzir 

o estresse oxidativo tanto no intestino como no cérebro, em modelo de DII 

espontâneo, por mecanismo independente da IL10. Entretanto, mais estudos são 

necessários para elucidar qual o mecanismo exato pelo qual o kefir gerou esses 

resultados. 

 

Conclusão 

Com base nos resultados obtidos sugere-se que o kefir, em modelo de doença 

inflamatória intestinal espontânea na ausência de IL10, foi capaz de (1) reduzir a 

ativação da DII, pela redução do dano tecidual e modulação da inflamação intestinal; 

(2) preservar a morfometria intestinal estimulando o trofismo tecidual e evitando a 

depleção de células caliciformes por aumentar a concentração de AGCC; (3) regular 

o estresse oxidativo no intestino e no cérebro pela redução da atividade de SOD e 

CAT o qual está relacionado com o menor risco de diversas doenças no SNC. Assim, 

verifica-se o potencial do uso do kefir na redução do risco de doenças inflamatórias 

intestinais e em condições que aumentam o estresse oxidativo no cérebro. 
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7. CONCLUSÃO GERAL 
 

Os resultados obtidos nesse trabalho corroboram com diversos estudos que 

vêm elucidando a cada dia mais a importância do kefir na saúde do intestino e do 

sistema nervoso central. Foi possível observar que o tratamento de 4 semanas com 

0,4ml/d kefir de leite (6x108 UFC/ml de BAL e 106 UFC/ml de leveduras totais) em 

camundongos IL10-/- proporcionou um maior benefício no escore histopatológico, na 

inflamação 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 concentrações de ácido butírico e acético no intestino, o que 

possivelmente foi um dos principais mecanismos que contribuiu com a melhora 

histomorfométrica e inflamatória 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 doenças 

inflamatórias intestinais e em condições que aumentam o estresse oxidativo no 

cérebro. Deve-se ressaltar que esse estudo possui algumas limitações pelo fato de 

ser um estudo experimental, com um período curto de tratamento e sem análises 

comportamentais. Assim, mais estudos são necessários com o intuito de explorar 

melhor quais os mecanismos independentes de IL10 pelo qual o kefir proporcionou o 

efeito protetor no modelo de doença inflamatória intestinal. 
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8. ANEXO 1: Certificado Comitê de Ética  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


