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Resumo 

 
Objetivo: analisar o efeito de um produto à base de extrato aquoso de soja, 
fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus 
416 e com adição de Bifidobacterium longum ATCC 15707, sobre a 
composição da microbiota fecal, variação de peso corporal e parâmetros 
inflamatórios de camundongos submetidos à dieta hiperlipídica. Métodos: O 
protocolo experimental teve duração de 10 semanas sendo utilizados 
camundongos machos Swiss (Unib: SW) com oito semanas de idade. Os 
animais foram divididos em quatro grupos (n=10): C (controle negativo) - 
animais alimentados com dieta padrão para roedores (DP); OB (controle 
positivo) - animais induzidos à obesidade por dieta hiperlipídica (DHL - 
61,01% do valor energético total de lipídios); OBF (fermentado probiótico) - 
animais induzidos à obesidade por DHL e que receberam o produto 
fermentado probiótico; OBP (placebo) - animais induzidos à obesidade por 
DHL e que receberam o produto placebo (sem os cultivos microbianos). A 
bebida probiótica e o produto placebo foram produzidos semanalmente e a 
viabilidade das cepas E. faecium CRL 183, L. helveticus 416 e B. longum 
ATCC 15707 foi determinada imediatamente após o preparo do produto 
probiótico (T0) e com sete dias de armazenamento à temperatura de 
refrigeração (5 ºC). Ao longo do protocolo experimental foram monitorados 
os seguintes parâmetros: ingestão hídrica e de ração (diariamente), variação 
do peso corporal (semanalmente) e verificação da glicemia de jejum (final do 
protocolo). A composição da microbiota intestinal foi avaliada por Reação em 
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR) no início e no final do 
protocolo. Após a eutanásia dos animais, as deposições de tecido adiposo 
branco intra-abdominal (gordura retroperitoneal e epididimal) foram 
removidas para determinação da massa, área e diâmetro dos adipócitos e 
níveis de citocinas pró e anti-inflamatórias no tecido adiposo (IL-1β, IL-6, IL-
10, TGF-β e TNF-α). Resultados: Foi constatado que a população média de 
células viáveis dos microrganismos probióticos utilizados no processo 
fermentativo permaneceu acima de 8,0 logUFC.mL-1 durante todo o 
protocolo experimental. O grupo OBF se destacou por apresentar peso 
médio inferior ao do grupo OB até a 9a semana do estudo (p<0,05). A análise 
histológica evidenciou maior área e diâmetro dos adipócitos nos grupos 
alimentados por DHL, porém dentre estes, o grupo OBF apresentou valores 
significativamente menores. Embora a glicemia de jejum não tenha 
apresentado diferença entre os grupos OB, OBF e OBP (p<0,05), os 
marcadores inflamatórios indicaram aumento significativo de IL-6 e IL-10 nos 
grupos OBF e OBP quando comparado aos grupos controles negativo e 
positivo, além disso, houve maior expressão de TGF-β no grupo OBP 
(p<0,05). A análise da microbiota por qPCR demonstrou que os animais 
induzidos à obesidade apresentaram aumento na proporção do gênero 
Lactobacillus spp. (pertencente ao filo Firmicutes), no entanto, a 
administração do produto probiótico (grupo OBF) contribuiu com o equilíbrio 
da microbiota intestinal ao manter a proporção de microrganismos do filo 
Bacteroidetes e promover um aumento na população de Bifidobacterium 
spp. Conclusão: Nas condições do estudo, a ingestão regular da bebida 



probiótica foi capaz de reduzir o ganho de peso corporal, o tamanho dos 
adipócitos e promover uma melhora no perfil imunológico e no equilíbrio da 
microbiota fecal dos animais, atuando positivamente no controle da 
obesidade. 
 
Palavras-chave: Obesidade; Probiótico; Microbiota intestinal; Citocinas 
inflamatórias. 
 
 
Abstract 
 
Aim: to investigate the effect of an aqueous soy extract beverage, fermented 
with Enterococcus faecium CRL 183 and Lactobacillus helveticus 416, 
supplemented with Bifidobacterium longum ATCC 15707, on the composition 
of fecal microbiota, change in body weight and inflammatory parameters of 
mice submitted to a hyperlipidic diet. Methods: The length of the 
experimental protocol was 10 weeks, and it was performed using Swiss type 
male mice (Unib: SW) at eight weeks of age. The animals were divided into 
four groups (n = 10): C (negative control) - animals fed with a standard diet 
for rodents; OB (positive control) - animals induced to obesity by a high-fat 
diet (HFD - 61.01% of the total energetic value of lipids); OBF (beverage 
fermented with probiotics) - animals induced to obesity by HFD, that also was 
fed with the probiotic fermented product; OBP (placebo) - animals induced to 
obesity by HFD , that also was fed with the placebo product (the same 
product without microbial cultures). The beverage fermented with probiotics 
and the placebo product were produced weekly and the viability of its 
microbial strains (E. faecium CRL 183, L. helveticus 416 and B. longum 
ATCC 15707) was determined immediately after its preparation (T0) and 
after seven days of storage at controlled temperature (5 °C). During the 
experimental protocol, the following parameters were monitored: water and 
food intake (daily), body weight variation (weekly) and fasting glycemia (at 
the end of the protocol). The composition of the intestinal microbiota was 
evaluated by Real-Time Polymerase Chain Reaction (qPCR) at the 
beginning, middle and at the end of the protocol. After the animals’ 
euthanasia, the deposition of intra-abdominal white adipose tissue 
(retroperitoneal and epidydimal fat) was removed to determine the mass, 
area and diameter of adipocytes and levels of pro and anti-inflammatory 
cytokines in the adipose tissue (IL-1β, IL-6, IL-10, TGF-β and TNF-α). 
Results: The OBF group showed a lower mean weight than the OB group 
until the 9th week of the study (p <0.05). The histological analysis evidenced 
a larger area and diameter of the adipocytes in the groups fed by HFD, 
however, among these, the OBF group showed significantly lower values. 
Although fasting glycemia did not differ between OB, OBF and OBP groups 
(p <0.05), inflammatory markers indicated a significant increase in IL-10 and 
IL-6 within the OBF and OBP groups when compared to the negative and 
positive control groups, in addition, there was higher expression of TGF-β in 
the OBP group (p<0.05). Analysis of fecal microbiota by qPCR showed that 
animals which were induced to obesity had an increase in the proportion of 



the genus Lactobacillus spp. (belonging to the Firmicutes phylum), moreover, 
administration of the beverage fermented with probiotic (OBF group) 
appeared to contribute to intestinal balance by maintaining the proportion of 
the Bacteroidetes phylum microorganisms and promoting a subtle increase in 
the number of bifidobacteria. Conclusion: Under the conditions of the study, 
the regular intake of the probiotic beverage could reduce body weight gain, 
the size of adipocytes and promote an improvement in immune profile and 
balance of the fecal microbiota of animals, acting positively in the control of 
obesity. 
 
Key-words: Obesity; Probiotic; Gut microbiota; Inflammatory cytokines 
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Introdução 

 

A obesidade é uma doença metabólica de etiologia multifatorial, 

caracterizada pelo acúmulo anormal ou excessivo de gordura corporal e que 

está fortemente associada com intolerância à glicose, resistência à insulina, 

dislipidemias e doenças cardiovasculares (1). 

O desequilíbrio energético, desencadeado pela oferta excessiva de 

nutrientes, pode ser regulado pelo tecido adiposo, que atua como um 

reservatório calórico, e, em condições de déficit de energia promove a 

lipólise liberando nutrientes para outros tecidos (2). 

Estudos indicam que a microbiota intestinal também influencia o 

metabolismo energético, apresentando efeitos sistêmicos sobre o 

metabolismo lipídico do hospedeiro. Isso se deve à produção de ácidos 

graxos de cadeia curta, além de, possuírem a capacidade de extrair energia 

da dieta, levando ao aumento da adiposidade corporal (3).  

O trato gastrintestinal humano é composto por trilhões de 

microrganismos que possuem influência sobre o metabolismo do hospedeiro 

e sistema imune, protegendo contra patógenos e mantendo a homeostase 

energética por interações simbióticas. Dentre as variadas espécies 

bacterianas, cerca de 90% pertencem aos filos Bacteroidetes e Firmicutes 

(4). 

Quando há um desequilíbrio na composição da microbiota, verifica-se 

aumento da permealidade intestinal, perda da integridade epitelial e ativação 

da resposta imune da mucosa o que leva ao desenvolvimento de distúrbios 
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gastrointestinais como a doença inflamatória intestinal e também a outras 

comorbidades metabólicas como a obesidade e diabetes melitus tipo 2 (5). 

Diferentes fatores ambientais podem interferir na composição da 

microbiota intestinal, incluindo os padrões alimentares, haja visto que, o 

consumo de elevados teores de gorduras e açúcares influenciam a 

abundância relativa de microrganismos do filo Firmicutes, e uma alimentação 

balanceada e de baixas calorias pode aumentar o número de 

microrganismos pertencentes ao filo Bacteroidetes, com impacto no 

metabolismo do hospedeiro (6-7). Além disso, uma dieta rica em lipídios 

pode causar uma inflamação crônica de baixo grau a partir do aumento nos 

níveis de endotoxinas circulantes, como o lipopolisacarídeo (LPS) que, 

associado ao desequilíbrio da microbiota, favorece o desenvolvimento de 

doenças metabólicas e o acúmulo de gordura branca visceral (8). 

O uso de microrganismos probióticos - microrganismos vivos que 

conferem um benefício para a saúde do hospedeiro quando administrados 

em quantidades adequadas - pode influenciar a ecologia e o perfil da 

imunidade microbiana intestinal funcionando no tratamento e prevenção de 

distúrbios metabólicos (9). 

Diferentes cepas de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. 

apresentam propriedades probióticas, dentre as quais se destacam a 

melhoria na função da barreira intestinal, aumento da adesão competitiva à 

mucosa do epitélio e regulação do sistema imune associado ao intestino (10-

12). 
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Inúmeras estratégias alimentares são propostas para redução do 

peso corporal, no entanto, a alteração da microbiota parece impactar 

significativamente os efeitos a longo prazo nesta redução (13-14). 

Em vista disso, novos estudos que reforcem o papel regulatório e 

cepa específico dos microrganismos probióticos no combate à obesidade e 

outras complicações metabólicas fazem-se necessários servindo como 

alternativas futuras no controle da epidemia da obesidade. 

 

Microbiota intestinal  

 

O trato gastrintestinal (TGI) é composto por inúmeros microrganismos 

compreendendo até mil espécies, das quais, aproximadamente 97% são 

representadas por bactérias anaeróbias estritas e 3% aeróbias/anaeróbias 

facultativas (15-16). 

A população bacteriana é formada pelos gêneros Bacteroides spp., 

Bifidobacterium spp., Eubacterium spp., Clostridium spp., Peptococcus spp., 

Peptostreptococcus spp., Ruminococcus spp., entre outros. Na maioria dos 

indivíduos há predominância dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, sendo 

que, as principais integrantes do Firmicutes são as classes Bacilli, Clostridia 

e Molicutes enquanto o filo Bacteroidetes é composto principalmente por 

Bacteroides, Flavobacteria e Sphingobacterias (17-18). 

No entanto, em cada indivíduo a composição da microbiota intestinal 

é influenciada por diferentes fatores como: genética, modo de nascimento, 

forma de aleitamento durante a infância, presença de doenças ao longo da 

vida, uso de medicamentos, idade e alimentação (19). 
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A colonização intestinal se inicia durante a gravidez e continua após o 

nascimento até aproximadamente dois anos de idade, quando a microbiota 

da criança atinge uma composição semelhante à de um adulto (20-21). 

A colonização precoce é essencial para a constituição de uma 

microbiota intestinal saudável. O desequilíbrio desta microbiota caracteriza a 

disbiose intestinal em que há proliferação de bactérias patogênicas e 

produção de toxinas e metabólitos, que ao serem absorvidos induzem 

distúrbios inflamatórios (22). 

No momento do parto, quando a criança torna-se exposta à 

microbiota vaginal materna e demais bactérias fecais e ambientais há uma 

rápida colonização (23). Inicialmente esta microbiota é composta pelos 

gêneros Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp., e o aleitamento natural 

proporciona a predominância destes gêneros em 90%, se comparado aos 

outros microrganismos (24). 

O leite materno constitui uma fonte natural de Lactobacillus spp. e 

Bifidobacterium spp. e apresenta cerca de 3 a 6g/L de oligossacarídeos que 

atuam como prebióticos - ingredientes alimentares não digeríveis pelo sistema 

gastrintestinal humano e que possuem a capacidade de afetar de forma 

benéfica a saúde do hospedeiro, por estimular a multiplicação ou a atividade 

de um número limitado de bactérias (25). 

Estudos epidemiológicos demonstram que o aleitamento materno 

reduz a incidência de doenças e agravos à saúde como pneumonia, diarreia 

e enterocolite necrosante, podendo prevenir quadros de diabetes mellitus 

tipo I, asma, entre outras doenças que possam vir a se manifestar com o 
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aumento da faixa etária. Essa proteção conferida pelo leite materno é 

atribuída, ao menos parcialmente, à modulação da microbiota intestinal (26-

27). 

A microbiota intestinal contribui para a homeostase do organismo e 

apresenta funções múltiplas e variadas, destacando-se os mecanismos de 

defesa contra patógenos e o desenvolvimento e preservação das 

microvilosidades intestinais, bem como a síntese de algumas vitaminas, 

como a vitamina B12 e a vitamina K (28-29). 

Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. produzem, durante o 

processo fermentativo, ácido láctico, peróxido de hidrogênio e ácido acético, 

favorecendo a acidez do meio intestinal. Além disso, algumas cepas são 

capazes de produzir bacteriocinas, proteínas metabolicamente ativas, que 

participam da destruição de microrganismos indesejáveis, prevenindo a 

proliferação bacteriana ou o dano ao epitélio intestinal (30-32). 

Microrganismos intracelulares facultativos, como Salmonella spp., 

Listeria monocytogenes e algumas bactérias Gram-negativas, possuem a 

capacidade de atravessar a parede intestinal de forma razoavelmente fácil 

(33). Além disso, diferentes espécies bacterianas presentes na luz do TGI 

produzem altas concentrações de endotoxinas que podem afetar a saúde 

intestinal. Dessa forma, a preservação da integridade das células epiteliais e 

das junções intercelulares da mucosa intestinal é importante para evitar a 

absorção e disseminação de agentes patogênicos (29). 

A composição da microbiota intestinal influencia a digestão e 

absorção dos nutrientes presentes na dieta, pois muitos componentes 
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dietéticos que são resistentes à digestão inicial no intestino delgado são, 

posteriormente, fermentados pela comunidade microbiana do intestino 

grosso, produzindo ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) que são 

absorvidos através da mucosa do cólon (34). 

A microbiota do indivíduo adulto é resiliente, e geralmente permanece 

estável por longos períodos. Entretanto, está sujeita a mecanismos de 

seleção positivos ou negativos, determinando o aumento ou a diminuição 

dos diferentes grupos de bactérias que a compõe. Quando há um 

desequilíbrio na composição da microbiota (disbiose), verifica-se aumento da 

permealidade intestinal, perda da integridade epitelial e ativação da resposta 

imune da mucosa, podendo levar ao desenvolvimento de diferentes tipos de 

doenças (35). 

Os resultados de diferentes trabalhos científicos evidenciam a 

importância da composição da microbiota intestinal na promoção ou 

prevenção de diferentes doenças como, doenças inflamatórias intestinais, 

diarreia causada por antibióticos, hiperlipidemia, diabetes mellitus, 

obesidade, entre outras (36-38). 

 

Obesidade e microbiota intestinal 

 

A obesidade está associada a vários distúrbios metabólicos que 

envolvem processos inflamatórios de baixo grau. Evidências apontam 

diferenças entre a composição da microbiota intestinal de indivíduos 

saudáveis e portadores de distúrbios metabólicos, como diabetes e 

obesidade. Estudos indicam que uma dieta rica em gorduras levaria a 
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inflamações intestinais associadas, principalmente, ao estresse oxidativo, 

desordem metabólica e na composição da microbiota intestinal (39-41). 

A obesidade parece estar associada às mudanças na quantidade 

relativa de duas divisões bacterianas presentes no intestino - Bacteroidetes 

e Firmicutes. A maioria dos estudos evidencia que animais induzidos à 

obesidade e indivíduos obesos apresentam maior abundância relativa de 

Firmicutes e menor de Bacteroidetes, quando comparados aos grupos 

eutróficos (42-43). 

Foi observado também, que a microbiota predominante no obeso (filo 

Firmicutes) possui maior capacidade de estimular a absorção de energia da 

dieta. Turnbaugh et al. (44) verificaram que camundongos “germ free” 

colonizados com a microbiota de camundongos obesos, exibiram aumento 

da gordura corporal total, sem qualquer aumento no consumo alimentar (44). 

Os mecanismos de ação envolvidos na relação composição da 

microbiota intestinal e obesidade ainda não são completamente conhecidos 

(45), entretanto, algumas hipóteses são propostas (Figura 1). 

Uma dieta hiperlipídica altera consideravelmente o perfil da 

microbiota, podendo provocar um aumento da permeabilidade intestinal e, 

na dependência de excesso de tecido adiposo, consequências inflamatórias 

(46). Este estado inflamatório é descrito como endotoxemia metabólica, 

ocasionado pela translocação bacteriana gastrintestinal, proporcionando o 

aumento das concentrações plasmáticas de lipopolissacarídeos (LPS) (47). 

O LPS é uma endotoxina bacteriana presente na membrana externa 

de bactérias Gram-negativas (48). O aumento de LPS após uma refeição 
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rica em lipídios, ativa a via inflamatória, a qual se inicia com a estimulação 

do Receptor Toll-Like do tipo 4 (TLR4) que, por sua vez, conduz à 

estimulação de fatores de transcrição, como por exemplo, o Nuclear Factor 

kappa B (NF-kB) (49-50). A ativação da via do NF-kB, controla a resposta 

adaptativa imune por meio da produção de mediadores ou citocinas 

inflamatórias, tais como, interleucina 1 (IL-1β), interleucina 6 (IL-6) e fator de 

necrose tumoral-alfa (TNF-α) (51). Produtos de genes que são regulados 

pelo NF-kB – como IL-1β e TNF-α - também podem estar envolvidos em sua 

ativação (51-52). 

A inflamação pode provocar prejuízo na sinalização da insulina 

celular, contribuindo com a resistência à insulina e desenvolvimento do 

diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Tal alteração no metabolismo passa a ter 

influência sobre o tecido adiposo, relacionando-a com o desenvolvimento da 

obesidade (53). 

A microbiota intestinal participaria da digestão de polissacarídeos, 

aumentando a quantidade de glicose no fígado e, consequentemente, a 

lipogênese (54). Da mesma forma, a deposição de gordura no fígado e no 

músculo também pode ser regulada por certos microrganismos, por 

alteração dos níveis da Proteína Quinase Ativada por Adenosina 

Monofosfato (AMPK), enzima que monitora os níveis de energia celular e 

estimula a oxidação de ácidos graxos em tecidos periféricos (55-57). Há 

evidências de que a atividade metabólica de alguns microrganismos 

intestinais facilita a extração e estocagem das calorias ingeridas (58-59). 
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A microbiota intestinal pode levar a inibição do Fator Adipocitário 

Induzido pelo Jejum (FIAF) promovendo assim a adiposidade, já que, o FIAF 

é um inibidor de lipase lipoprotéica (LPL) circulante - enzima que hidrolisa os 

triglicerídeos presentes em lipoproteínas, liberando ácidos graxos no 

músculo, coração e tecido adiposo. A inibição do FIAF resultaria em 

aumento da atividade da LPL e maior acúmulo de triglicerídeos nos 

adipócitos (60,54). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

Dietas com elevadas proporções de gorduras insaturadas e de fibras 

alimentares, como a dieta mediterrânea, têm sido associadas à proteção 

contra doenças crônicas não transmissíveis. Os benefícios da elevada 

ingestão de gorduras mono e poli-insaturadas, combinados aos efeitos 

antioxidantes de micronutrientes presentes nos vegetais in natura, se 

refletem em mudanças favoráveis em células de diversos órgãos, reduzindo 

Figura 1. Prováveis interações entre microbiota intestinal e metabolismo intermediário. 
Adaptada (54). FIAF (Fator Adipocitário Induzido pelo Jejum); AMPK (Adenosina Monofosfato); 
AG (Ácidos Graxos); LPL (Lipase Lipoprotéica); LPS (Lipopolissacarídeo); AGL (Ácidos Graxos 
Livres). 
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sistemicamente o estresse oxidativo e minimizando a deposição de 

lipoproteínas e o processo aterosclerótico (61-62). 

Estudos reforçam que fatores dietéticos específicos, tais como 

alimentos da dieta mediterrânea, influenciam a composição da microbiota 

intestinal podendo prevenir e tratar a obesidade. Uma conduta que vem 

sendo proposta para redução do risco de desenvolver obesidade é garantir 

uma microbiota equilibrada e um funcionamento intestinal adequado (63). 

Nesse sentido, a utilização de probióticos surge como uma estratégia de 

prevenção e tratamento, atuando na modulação da microbiota intestinal de 

indivíduos obesos (64). 

 

Probióticos e modulação da obesidade 

 

O uso de microrganismos probióticos - microrganismos vivos que 

conferem um benefício para a saúde do hospedeiro quando administrados 

em quantidades adequadas - pode influenciar a microbiota intestinal e 

modular o sistema imune, atuando no tratamento e prevenção de distúrbios 

metabólicos (65). 

Os probióticos são indicados para o tratamento de diversas doenças e 

os gêneros Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. são os que apresentam 

os melhores resultados (66-67). 

Chen, Wang e Li (68) demonstraram os benefícios da administração 

de Bifidobacterium longum em ratos com peso adequado e induzidos à 

síndrome metabólica por dieta hiperlipídica. Os pesquisadores verificaram 

redução no ganho de peso, bem como, diminuição na deposição de gordura. 
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Os benefícios apresentados podem estar relacionados ao aumento na 

produção de butirato, AGCC que estimula a liberação do hormônio glucagon-

like peptide (GLP-1) pelas células intestinais, promovendo a saciedade e 

maior liberação de insulina para captação de glicose (68). 

Moya-Pérez, Neef e Sanz (69), identificaram melhora do perfil 

metabólico de camundongos que foram submetidos à obesidade por dieta 

com alto teor de lipídios [60,3% do valor energético total (VET)] combinada à 

administração do probiótico Bifidobacterium pseudocatenulatum CECT 7765 

(1 x 109 UFC). Nesse estudo houve modulação na microbita intestinal com 

redução na abubdância dos filos Firmicutes e Proteobactérias, redução das 

células B no tecido adiposo, dos macrófagos pró-inflamatórios no tecido 

adiposo e fígado, dos níveis séricos de colesterol, triglicerídeos e glicose, 

além de redução no ganho de peso corporal (69). 

Da mesma forma, Aoki et al. (70) estudaram o efeito das cepas 

Bifidobacterium animalis spp. lactis GCL2505 (BlaG) e B. longum JCM1217 

(BloJ) na prevenção da síndrome metabólica em camundongos alimentados 

por dieta hiperlipídica (DHL) (45% do VET na forma de lipídios). Após duas 

semanas de indução da obesidade um grupo de animais recebeu 1 x 109 

UFC/dia de BlaG e outro grupo 1 x 109 UFC/dia de BloJ, sendo que o 

tratamento com os probióticos foi mantido por sete semanas. Foi verificada 

diminuição nos depósitos de gordura visceral e subcutânea e melhora 

significativa sobre a tolerância à glicose no grupo que recebeu a DHL e o 

BlaG, no entanto, o tratamento com BloJ não teve esse efeito. Além disso, 

o tratamento com BlaG revelou maior abundância relativa dos gêneros 
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Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. sobre a comunidade bacteriana 

geral da microbiota intestinal, em comparação ao grupo alimentado por 

DHL e tratado com BloJ (70). 

Manzoni et al. (71) investigaram os efeitos de uma bebida de soja, 

fermentada por Enterococcus faecium e Lactobacillus jugurti (reclassificado 

como Lactobacillus helveticus) e enriquecida com isoflavonas, sobre o tecido 

adiposo, níveis de glicose e lipídios circulantes no sangue de ratos jovens. 

Os autores constataram benefícios sobre os depósitos de gordura epididimal 

e retroperitoneal, sendo que as circunferências dos adipócitos dos animais 

do grupo alimentado apenas por dieta hipercolesterolêmica foi 

significativamente maior quando comparada ao grupo que recebeu a dieta e 

o produto fermentado. Além disso, verificou-se que o produto probiótico 

acentuou o efeito antilipogênico das isoflavonas sobre a gordura 

retroperitoneal (71). 

Resultados semelhantes foram encontrados por Cheik, Rossi e 

Guerra (72), que verificaram diminuição nos níveis de lipídios circulantes e 

redução da área dos adipócitos em ratos adultos alimentados com dieta 

hipercolesterolêmica e a mesma bebida à base de soja, fermentada com 

Enterococcus faecium e Lactobacillus jugurti (72). 

Apesar dos resultados positivos encontrados nos estudos anteriores, 

a relação entre ingestão da referida bebida probiótica à base de soja, 

alteração da composição da microbiota intestinal e a possível relação com o 

peso corporal, ainda não foi avaliada e constitui um tema interessante e 

importante. 
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Em vista disso, o objetivo geral do presente estudo foi analisar o 

efeito de um produto à base de extrato aquoso de soja, fermentado com E. 

faecium CRL 183 e L. helveticus 416 e com adição de B. longum ATCC 

15707, sobre a composição da microbiota fecal e a sua relação com a 

variação de parâmetros inflamatórios e peso corporal de camundongos 

submetidos à dieta hiperlipídica.  
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Capítulo 1. 

 
Efeito de uma bebida probiótica à base de soja sobre a 
composição da microbiota fecal e variação ponderal em 

camundongos induzidos à obesidade 
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Resumo 

O objetivo desse trabalho foi investigar o efeito de uma bebida probiótica à 
base de soja (Enterococcus faecium CRL 183, Lactobacillus helvetivus 416 e 
Bifidobacterium longum ATCC 15707) sobre a composição da microbiota 
fecal e a sua relação com parâmetros inflamatórios e regulação do peso 
corporal de camundongos induzidos à obesidade. O grupo que recebeu a 
bebida probiótica apresentou peso médio inferior ao do grupo controle 
positivo até a 9a semana do estudo (p<0,05), área e diâmetro dos adipócitos 
inferiores a de todos os grupos induzidos à obesidade e aumento 
significativo de IL-6 e IL-10. A ingestão da dieta hiperlipídica resultou em 
aumento na proporção do gênero Lactobacillus spp. (filo Firmicutes) e a 
administração do produto probiótico contribuiu com o equilíbrio da microbiota 
intestinal ao manter a proporção de microrganismos do filo Bacteroidetes e 
promover um aumento na população de Bifidobacterium spp. Nas condições 
do estudo, a ingestão regular da bebida probiótica foi capaz de reduzir o 
ganho de peso corporal, o tamanho dos adipócitos, além de modular o perfil 
imunológico e a microbiota fecal dos animais, atuando positivamente no 
controle da obesidade. 
 
Palavras-chave: Microbiota intestinal. Obesidade. Microrganismos 
probióticos. Citocinas 
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Abstract 
 
The objective of this work was to investigate the effect of a probiotic drink 
made from soy (Enterococcus faecium CRL 183, Lactobacillus helveticus 
416 and Bifidobacterium longum ATCC 15707) on the composition of fecal 
microbiota and your relationship with inflammatory and regulation parameters 
body weight induced obesity mice. The group that received the probiotic drink 
presented medium weight lower than that of the positive control group until 
the 9th week of the study (p<0.05), area and diameter of adipocytes below of 
all induced obesity groups and significant increase of IL-6 and IL-10. The 
intake of high-fat diet resulted in an increase in the proportion of the genus 
Lactobacillus spp. (phylum Firmicutes) and the administration of probiotic 
product contributed the balance of intestinal microbiota to maintain the 
proportion of micro-organisms belonging to the phylum Bacteroidetes and 
promote an increase in population of Bifidobacterium spp. Under the 
conditions of the study, the regular intake of probiotic drink was able to 
reduce body weight, the size of adipocytes, in addition to modulate immune 
profile and the fecal microbiota of animals, acting positively in the control of 
obesity. 
 
Key-words: Gut  microbiota. Obesity. Probiotic microorganisms. Cytokines. 
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1 Introdução 

 

Nas últimas décadas, diferentes estudos apontam mudanças em 

relação à compreensão dos riscos e gênese de algumas doenças crônicas 

não transmissíveis. Neste grupo encontram-se, por exemplo, as doenças 

cardiovasculares, desordens na homeostase da glicose (diabetes mellitus 

tipo 2 - DM2 e resistência à insulina) e a obesidade. O desenvolvimento de 

tais doenças relaciona-se, principalmente, com predisposição genética e 

hábitos e estilo de vida aos quais os indivíduos estão sujeitos. Entretanto, 

sabe-se que a origem dessas doenças é multifatorial, dificultando o 

tratamento e causando a elevação nas taxas de morbimortalidade em todo o 

mundo (1-3). 

Dentre essas doenças, a obesidade - acúmulo anormal ou excessivo 

de gordura corporal, que causa risco à saúde do indivíduo (4) - tem se 

destacado, sendo que a prevalência de sobrepeso e obesidade aumenta 

conforme o nível de renda dos países (5). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), o número de 

indivíduos acima do peso duplicou em cerca de 30 anos, atingindo em 2014 

mais de 1,9 bilhão de adultos com 18 anos ou mais, dentre esses, 13% eram 

obesos (11% dos homens e 15% das mulheres) (4). 

No Brasil, segundo dados divulgados pelo Ministério da Saúde em 

2016, a taxa de mulheres e homens obesos é de 19,6% e 18,1%, 

respectivamente, representando um aumento de 60% no número de indivíduos 

obesos em um período de dez anos (6). 

O excesso de gordura corporal promove em longo prazo 

consequências inflamatórias que se associam a muitas desordens 

metabólicas. Devido à sobrecarga de tecido adiposo, verifica-se maior 

produção de hormônios, fatores de crescimento e citocinas pró-inflamatórias, 

que estão relacionadas à gênese de diferentes doenças como: diabetes, 

hipertensão, doença coronariana, certos tipos de câncer, apneia do sono e 

osteoartrite (7-8). 
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A etiologia da obesidade é representada por fatores endógenos e 

exógenos, os quais podem atuar concomitantemente ou de forma isolada, 

contribuindo com o aumento da adiposidade corporal e resultando em sérios 

prejuízos à saúde (9). 

A microbiota intestinal se apresenta como um dos fatores envolvidos 

no desenvolvimento da obesidade e da resistência à insulina, pois influencia 

o armazenamento de gordura e a captação de energia, podendo 

desencadear uma inflamação sistêmica e distúrbios metabólicos. Esse 

complexo ecossistema possui grande impacto sobre a função e a saúde do 

sistema digestório, e sobre a saúde do organismo humano como um todo 

(10). 

Evidências sugerem que indivíduos obesos apresentam uma 

alteração na composição da microbiota, exibindo maior proporção de 

microrganismos pertencentes ao filo Firmicutes e menor de Bacteroidetes. 

Este desequilíbrio na composição da microbiota intestinal, conhecido como 

disbiose, promoveria um aumento na capacidade de absorção de energia a 

partir da dieta e alteração na resposta imune do indivíduo, levando a um 

estado de obesidade (11-12). Alguns estudos indicam que alterações na 

composição dos gêneros de microrganismos que fazem parte da microbiota 

intestinal, também estariam associadas ao desenvolvimento da obesidade 

(13-14). 

A ingestão de microrganismos probióticos, definidos como 

“microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades 

adequadas, conferem benefício à saúde do hospedeiro” (15), tem sido 

utilizada como uma estratégia para modular a microbiota e reduzir o risco ou 

auxiliar no tratamento de diferentes doenças, inclusive da obesidade (16). 

Os microrganismos probióticos podem ser veiculados em alimentos 

industrializados, como leites fermentados e iogurtes, ou serem ingeridos na 

forma de pó ou cápsulas (17) e apresentam efeito comprovado sobre o 

equilíbrio da microbiota intestinal, controle do colesterol sanguíneo e de 

episódios de diarreia, redução do risco de doenças inflamatórias intestinais e 

de cânceres (18). 
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Algumas espécies de Lactobacillus spp. podem conferir benefícios a 

humanos e camundongos obesos, demonstrando influência sobre o 

metabolismo de lipídios e peso corporal. O mesmo efeito foi verificado pela 

inclusão de Bifidobacterium spp. à dieta (19-21). 

Estudos anteriores evidenciaram que um produto à base de extrato 

aquoso de soja fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e 

Lactobacillus helveticus 416 apresenta capacidade de modulação do sistema 

imune e da microbiota intestinal e redução da circunferência dos adipócitos e 

dos depósitos de gordura corporal (22-23). Entretanto, a relação entre a 

ingestão do referido produto probiótico, modulação da microbiota e 

obesidade ainda não foi estudada. 

Considerando o exposto, o objetivo do presente estudo foi analisar o 

efeito do mesmo produto à base de extrato aquoso de soja, fermentado com 

E. faecium CRL 183 e L. helveticus 416 e com adição de Bifidobacterium 

longum ATCC 15707, sobre a composição da microbiota fecal e a sua 

relação com parâmetros inflamatórios e variação de peso corporal de 

camundongos submetidos à dieta hiperlipídica. 

 

 

2 Material e métodos 

2.1 Material 

 

Foram utilizadas amostras de extrato aquoso de soja fermentado com 

inóculo misto de E. faecium CRL 183 (Centro de Referência para 

Lactobacilos - CERELA, Tucumán, Argentina) e L. helveticus 416 (Instituto 

de Tecnologia de Alimentos - ITAL, Campinas, SP, Brasil) com adição de B. 

longum ATCC 15707 (American Type Culture Collection, EUA; importado por 

Banco de Células do Rio de Janeiro, Brasil). 
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2.2 Métodos 

2.2.1 Produto probiótico e placebo 

 

Os produtos probiótico e placebo foram processados na Unidade de 

Produção e Desenvolvimento de Derivados de Soja (UniverSoja) do 

Departamento de Alimentos e Nutrição (DAN), da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas (FCF), UNESP - Araraquara. O produto fermentado foi obtido 

segundo a metodologia proposta por Rossi et al. (24), com modificações 

(18), utilizando como cepas iniciadoras E. faecium CRL 183 (probiótico - 

1,5% v/v) e L. helveticus 416 (coadjuvante tecnológico - 1,5% v/v). A 

fermentação ocorreu a 37 ºC e após o término do processo fermentativo 

(pH=4,5), foi adicionada a cepa de B. longum ATCC 15707 (probiótico), em 

quantidade suficiente para atingir 8 logUFC.ml-1 (unidades formadoras de 

colônias por mililitro) no produto final. As cepas foram propagadas em meio 

leite (10% de leite em pó desnatado, 1% de glicose, 0,5% de extrato de 

levedura), a 37 ºC/overnight, antes de serem utilizadas no preparo dos 

produtos. 

A viabilidade das cepas E. faecium CRL 183, L. helveticus 416 e B. 

longum ATCC 15707 foi determinada imediatamente após o preparo do 

produto probiótico (T0) e com sete dias de armazenamento à temperatura de 

refrigeração (5 ºC) (T7). Para a enumeração de L. helveticus 416, E. faecium 

CRL 183 e B. longum ATCC 15707 foram utilizados os meios Lactobacilli 

Man Rogosa Sharpe Ágar - MRS (Difco, França), M17 Ágar (Difco, França), 

e BIM-25 (Reinforced Clostridium Ágar - Difco, França - com adição de ácido 

nalidíxico, sulfato de polimixina B, sulfato de canamicina, ácido iodoacético e 

cloreto trifenil tetrazólio), respectivamente. As placas de MRS e M17 foram 

incubadas em aerobiose, por 48 horas a 37 ºC e as placas de BIM-25 foram 

incubadas em anaerobiose, por 72 horas a 37 ºC (25). 

O produto placebo (não fermentado) apresentou constituição idêntica 

ao produto fermentado, sem os cultivos bacterianos (E. faecium CRL 183, L. 

helveticus 416 e B. longum ATCC 15707). O produto foi acidificado pela 

adição de ácido lático de grau alimentício (Purac Sinteses, Brasil), em 
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quantidade suficiente para alcançar o pH de 4,5, semelhante ao do produto 

fermentado. 

Os produtos foram produzidos semanalmente e armazenados a 5 ºC 

± 1 ºC até a utilização. 

 

2.2.2 Estudo em modelo animal 

 

No estudo em modelo animal foram utilizados camundongos machos 

Swiss (Unib: SW) adultos (oito semanas de idade), Specific Pathogen Free 

(SPF), adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na 

Área da Ciência em Animais de Laboratório (CEMIB) localizado na 

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Brasil. Os procedimentos 

experimentais foram realizados no biotério pertencente ao Laboratório de 

Pesquisa em Probióticos II (DAN, FCF, UNESP – Araraquara, Brasil). O 

protocolo realizado seguiu as diretrizes do Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA) da FCF, UNESP - Araraquara, Brasil sob o 

protocolo no 05/2016 (Anexo 1). 

Os animais foram alocados em caixas de polipropileno, sob condições 

ambientais semelhantes, em estante ventilada (Alesco E-520, Brasil), com 

temperatura ajustada para 22 ºC ± 2 ºC e com fotoperíodo controlado (12 

horas claro/12 horas escuro) (Apêndice 1). O experimento teve duração total 

de 98 dias (28 dias de adaptação e 70 dias de protocolo). Durante o período 

de adaptação os animais receberam somente ração padrão, específica para 

roedores, com composição nutricional segundo especificações do American 

Institute of Nutrition (AIN-93M) (26) (Valor Energético Total - VET: 3,6 Kcal/g; 

proteína: 26% Kcal do VET; lipídio: 11% Kcal do VET; carboidrato: 63% Kcal 

do VET - Presence®- Labina) e água ad libitum esterilizadas (121 ºC / 15 

minutos). Após esse período, os animais foram separados aleatoriamente 

em quatro grupos experimentais (n=10) (Tabela 1). O grupo controle não 

obeso (C) continuou a receber a ração comercial ad libitum, enquanto os 

grupos OB, OBF e OBP passaram a receber dieta hiperlipídica (DHL). 
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Tabela 1. Divisão dos grupos experimentais. 

Grupo Estratégia 

C 
Grupo controle negativo, composto por animais sadios alimentados 

com Dieta Padrão (DP). 

OB Grupo controle positivo, composto por animais que receberam a DHL. 

OBF 
Grupo fermentado probiótico, composto por animais que receberam a 

DHL e o produto fermentado probiótico. 

OBP 
Grupo placebo, composto por animais que receberam a DHL e o 

produto placebo. 

 

A DHL (VET: 5,15 Kcal/g; 18,63% de proteínas = 14,48% Kcal VET; 

34,9% de lipídios = 61,01% Kcal VET e 31,55% de carboidratos = 24,51% 

Kcal VET) foi adquirida do laboratório Prag Soluções Biociências® (São 

Paulo, Brasil) (Anexo 2). A composição da dieta foi adaptada da proposta por 

Lenquiste, Marineli, Moraes, et al. (27), levando-se em consideração o que é 

preconizado pelo AIN-93M (26). Acrescentou-se gordura animal à dieta em 

substituição a alguns igredientes, com o objetivo de aumentar o teor calórico 

da dieta e induzir o ganho de peso nos animais. 

A oferta de ração hiperlipídica aos animais também foi ad libitum 

durante os 70 dias do protocolo experimental e a sua conservação foi feita 

em embalagens plásticas de polietileno, protegidas da luz e armazenadas a -

15 ºC ± 1 ºC. 

A ingestão hídrica e de ração foi avaliada diariamente e o peso 

corporal aferido antes do início do tratamento e semanalmente até a 

eutanásia dos animais. 

 

2.2.3 Administração dos produtos 

 

O produto fermentado probiótico e o produto placebo foram 

administrados diariamente, por gavagem, no período da manhã, utilizando-

se agulha de aço inoxidável para camundongos (Apêndice 2). A dose 
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administrada correspondeu a 1% do peso corporal, a fim de respeitar a 

anatomia e capacidade gástrica dos animais e garantir a ingestão de pelo 

menos 8,0 logUFC.ml-1 dos microrganismos probióticos (grupo OBF) (28-31). 

A administração dos produtos fermentado e placebo (grupos OBF e 

OBP, respectivamente) foi realizada concomitantemente à ingestão da dieta 

indutora da obesidade (Figura 1). Os animais dos grupos controle negativo 

(C) e controle positivo (OB), que não tiveram acesso aos produtos probiótico 

ou placebo, receberam diariamente, por gavagem, a mesma quantidade de 

água esterilizada. 

 

 Adaptação (28 dias)                           Período Experimental 

I______________I_____________________________________________I 

                 0                                                                                70 

    Dieta normal        Indução da obesidade e administração dos produtos      Eutanásia 

 

Figura 1. Esquema do protocolo experimental (tempo em dias). 

 

No 70º dia do período experimental os animais foram eutanasiados 

em câmara de CO2 e os órgãos e tecidos de interesse foram removidos para 

análise posterior (fígado, depósitos de gordura branca intra-abdominal 

epididimal e retroperitoneal) (32). 

 

2.2.4 Determinação do Coeficiente de Eficácia Alimentar 

 

O Coeficiente de Eficácia Alimentar (CEA), calculado pela razão entre 

o ganho de peso e a quantidade de ração consumida, foi utilizado para 

determinar a Eficiência Alimentar (EA) das dietas (33). 

 

CEA = (PF-PI) / TA  (33-36) 

 

Onde: 

PF: peso corporal final (g) do animal (término do experimento) 

PI: peso corporal inicial (g) do animal 

TA: quantidade total de alimento (ração) ingerido no período experimental (g) 
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2.2.5 Determinação da glicemia de jejum 

 

Na 9a semana de experimento, foi realizado o teste de glicemia de 

jejum respeitando-se um período de jejum de seis horas. O teste foi 

realizado por leitura direta em glicosímetro portátil (G-tech Free Sistema 

NoCode, Rebublic of Korea) de 0,9 µL de sangue da veia caudal dos 

camundongos, sendo realizadas duas aferições, com um intervalo de quatro 

dias entre elas (37). 

 

2.2.6 Determinação do Índice de Lee 

 

O Índice de Lee, utilizado como marcador preditivo para avaliação da 

obesidade em camundongos foi calculado ao final do experimento, a partir 

da relação entre a raiz cúbica do peso corporal (g) e o comprimento 

nasoanal (CNA - cm) de cada animal, multiplicado por 1000 (38-39). 

 

                                                                (39) 

 

 

2.2.7 Coleta de tecidos e órgãos de interesse 

 

Após a eutanásia, foi realizada laparotomia para remoção dos órgãos 

e tecidos de interesse. As deposições de tecido adiposo intra-abdominal que 

incluem gordura epididimal e retroperitoneal foram observadas in situ e, em 

seguida, removidas e coletadas com auxílio de pinça cirúrgica. 

Posteriormente, dissecou-se o fígado dos animais. As amostras coletadas 

foram pesadas (balança semi-analítica SHIMADZU, BL 3200H) e 

adequadamente processadas e/ou armazenadas para análises histológicas 

(gordura epididimal) e imunológicas (gordura retroperitoneal). 
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2.2.8 Preparo das lâminas histológicas e análise morfométrica dos adipócitos 

 

As amostras de gordura epididimal foram imediatamente fixadas por 

imersão em formaldeído a 10%, por no mínimo 24h. Após a fixação, as 

amostras foram desidratadas em álcool e xilol, incluídas em parafina e cortes 

de 5 µm de espessura foram montados em lâminas de vidro e corados com 

hematoxilina e eosina (H&E) (40-41). 

O preparo das lâminas histológicas foi realizado em parceria com o 

laboratório de Patologia (Departamento de Fisiologia e Patologia) da 

Faculdade de Odontologia (UNESP), Araraquara, Brasil, por um especialista 

que estava cego ao estudo. 

As células adiposas foram observadas por meio de um microscópio 

óptico (Olympus BX51 - Olympus Optical, Tokyo Japan) acoplado a uma 

câmera CCD-Iris (Tokyo Japan - Olympus) e sistema analisador de imagens 

(software UTHSCSA Image Tool 3.0®, The University of Texas Health 

Science Center), utilizado para determinar a área e diâmetro das células 

adiposas. Para a determinação da área e diâmetro dos adipócitos foram 

avaliadas 200 células por grupo experimental. 

 

2.2.9 Análise de citocinas 

 

Para a análise do perfil de citocinas, amostras de tecido adiposo 

branco intra-abdominal retroperitoneal foram acondicionadas em tubos 

eppendorf de dois mililitros contendo solução para conservação do RNA: 350 

µL de tampão de lise (RA1 - kit RNAspin Mini – GE Healthcare, UK) e 3,5 µL 

de β-mercaptoetanol (β-ME) (Sigma, St. Louis, USA) e congeladas a -80 ºC 

(ultrafreezer IULT 335D, Brasil). Posteriormente, realizou-se a extração de 

RNA total (kit RNAspin Mini – GE Healthcare, UK) do tecido adiposo branco 

de cada um dos 40 animais. A concentração e a pureza das amostras de 

RNAm obtidas foram confirmadas por espectofotometria usando o 

espectofotômetro de microplacas Epoch™ (BioTek, Winooski, EUA) 

conectado ao software Gen 5 (BioTek™) pela proporção de 260/280nm 
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(A260/280 1,8-2,2). A síntese de DNAs complementares (cDNAs) foi realizada 

pela reação da transcriptase reversa (kit iScript cDNA – BioRad, USA). 

Para cada camundongo, a expressão de RNAm de interleucina 1 beta 

(IL-1β), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), fator de transformação 

do crescimento beta (TGF-β) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) foi 

determinada pela Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR) 

utilizando Power SYBR-Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). A 

especificidade foi confirmada pela curva de dissociação. Cada reação de 

qPCR foi realizada em duplicata, e a expressão foi determinada como o 

valor médio das duas réplicas em relação ao gene endógeno Gliceraldeído-

3-fosfato desidrogenase (GAPDH) Tabela 2. 

Os primers utilizados para quantificação da expressão gênica de 

citocinas pró e anti-inflamatórias (IL-6, IL-1β, IL-10, TGF-β e TNF-α) foram 

discriminados na Tabela 2. As condições da reação foram 50 ºC durante 

dois minutos, 95 ºC durante 10 minutos e 40 repetições de 95 ºC por 15 

segundos e 60 ºC por um minuto. As análises das curvas de melting foram 

realizadas em rampa de aquecimento de 65 ºC a 95 ºC. As leituras da 

fluorescência foram realizadas pelo equipamento CFX96 TouchTM Real-Time 

PCR Detection System (BioRad) conectado ao software CFX Manager 3.1 

(BioRad). 

Para o cálculo da quantificação relativa das amostras estudadas, 

utilizou-se o método comparativo 2−ΔCq. A média do ciclo de quantificação 

(Cq) do gene de interesse foi subtraída da média do Cq do endógeno 

(GAPDH), resultando em um ΔCq. Para o cálculo da expressão o valor de 

ΔCq obtido foi adicionado à fórmula 2−ΔCq (42). 

As análises foram realizadas em parceria com o laboratório de 

Imunologia (Departamento de Ciências Biológicas) da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas (UNESP), Araraquara, Brasil, por um especialista 

que estava cego ao estudo. 
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Tabela 2. Poteínas sinalizadoras do processo inflamatório (IL-6, IL-1β, IL-10, 
TGF-β, TNF-α e GAPDH) e respectivos primers. 

Proteína Sequência do Primer Referência 

IL-6 F: 5’-TTCCATCCAGTTGCCTTCTTG-3’ (43) 

R: 5’-AGGTCTGTTGGGAGTGGTATC-3’ 

IL-1β 
F: 5’-CATCCAGCTTCAAATCTCGC-3’ 

(44) 
R: 5’-CACACACCAGCAGGTTATCATC-3’ 

IL-10 F: 5’-CCCTTTGCTATGGTGTCCTTTC-3’ (45) 

R: 5’-GATCTCCCTGGTTTCTCTTCCC-3’ 

TGF-β F: 5’-TGACGTCACTGGAGTTGTACGG-3’ (46) 

R: 5’-GGTTCATGTCATGGATGGTGC-3’ 

TNF-α F: 5’-CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA-3’ (47) 

R: 5’-TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC-3’ 

GAPDH F: 5’-AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3’ (48) 

R: 5’-ACACATTGGGGGTAGGAACA-3’ 

F, Forward; R, Reverse. 
 

2.2.10 Determinação da composição da microbiota fecal 

 

Fezes frescas dos camundongos (dois pellets por animal) foram 

coletadas no início do experimento (T0) e após a eutanásia e dissecação 

(T70) (fezes contidas na porção terminal do cólon). As amostras foram 

acondicionadas em recipientes estéreis e imediatamente congeladas a -80 

ºC (ultrafreezer IULT 335D, Brasil) para posterior análise da composição da 

microbiota fecal por qPCR. 

O DNA foi extraído das fezes dos camundongos de cada grupo (C, 

OB, OBF e OBP) usando o QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen), segundo 

recomendações do fabricante (49). A concentração e a pureza das amostras 

de DNA foram confirmadas por espectofotometria usando o 
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espectofotômetro de microplacas Epoch™ (BioTek, Winooski, EUA) 

conectado ao software Gen 5 (BioTek™). A pureza foi avaliada pela 

proporção de 260/280nm (A260/280 1,8-2,2). 

A reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qPCR) 

foi realizada no equipamento Quant StudioTM 6 Flex System da Applied 

BiosystemsTM (Life Technologies) usando SYBR-Green PCR Master Mix 

(Sigma-Aldrich). 

O DNA total extraído foi normalizado à concentração de 2 ng/µL e 

utilizado na amplificação da região do gene RNA ribossomal 16S (rRNA 16S) 

pela qPCR. O volume total de reação foi de 20 µL, sendo 5 µL de amostra 

de DNA, 10 µL de SYBR-Green, 0,6 µL do primer forward, 0,6 µL do primer 

reverse e 3,8 µL de água estéril e apirogênica (Farmace). Conforme descrito 

na Tabela 3, foram utilizados primers e condições específicas para cada 

gênero investigado. O primer universal de Eubacteria foi utilizado para 

determinar o total de 16S rRNA bacteriano em cada amostra, sendo a 

abundância relativa dos gêneros avaliados estabelecida pelo valor do ciclo 

de quantificação (Cq) médio de cada gênero em relação ao valor do Cq para 

bactérias totais (método limiar comparativo 2-ΔCq) (50-52). A especificidade 

da reação foi confirmada pela curva de dissociação e as análises foram 

realizadas em duplicata. 

 

 



 

 

Tabela 3. Primers específicos para os gêneros de bactérias analisados na microbiota fecal dos camundongos experimentais 
por Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR). 

F, Forward; R, Reverse. 
Todas as análises de PCR contaram com uma etapa inicial de desnaturação por 3-5min a 95 ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

Gênero Primer Condições da PCR*, 
desnaturação/anelamento/extensão 

Referência 

Bifidobacterium spp. 
F: 5’-GGGTGGTAATGCCGGATG-3’ 
R: 5’-CCACCGTTACACCGGGAA-3’ 

94 ºC, 30 s/62 ºC, 30 s/72 ºC, 45 s (53) 

Lactobacillus spp. 
F: 5’-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3’ 
R: 5’-CACCGCTACACATGGAG-3’ 

94 ºC , 30 s/56 ºC, 30 s/72 ºC, 45 s (54) 

Bacteroides spp. 
F: 5’-GAGAGGAAGGTCCCCCAC-3’ 
R: 5’-CGCTACTTGGCTGGTTCAG-3’ 

94 ºC, 30 s/60 0C, 30 s/72 ºC, 45 s (55) 

Clostridium spp. 
F: 5’-ATGCAAGTCGAGCGAKG-3’ 
R: 5’-TATGCGGTATTAATCTYCCTTT-3’ 

94 ºC, 30 s/55 ºC, 30 s/72 ºC, 45 s (56, 57) 

Eubacteria (primer 
universal) 

F: 5’-TATGCGGTATTAATCTYCCTTT-3’ 
R: 5’-ATTACCGCGGCTGCTGGC-3’ 

94 ºC, 30 s/63 ºC, 30 s/72 ºC, 45 s (58) 

4
0
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2.11 Análise Estatística dos Resultados 

   

A normalidade da distribuição dos dados foi verificada pelo teste de 

Shapiro-Wilk. Os dados paramétricos foram submetidos à análise de 

variância (ANOVA), seguida pelo pós-teste de Tukey e os dados não-

paramétricos foram analisados pelo teste de Komolgorov-Smirnov e Kruskal-

Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunn. Adotou-se o nível de significância de 

5%. 

 

3 Resultados e discussão 

3.1 Controle da viabilidade dos microrganismos presentes no produto 

fermentado probiótico 

 

Os microrganismos probióticos conferem muitos benefícios à saúde 

humana. Além de contribuírem para o bom funcionamento intestinal, 

modulando a comunidade bacteriana do hospedeiro, eles podem ter 

influência sobre o apetite, a ingestão alimentar, o peso corporal e as funções 

metabólicas das vias gastrintestinais, auxiliando na prevenção da obesidade 

(59). 

No presente estudo, a população média de células viáveis dos 

microrganismos probióticos utilizados na obtenção do produto funcional (E. 

faecium CRL 183 e B. longum ATCC 15707) permaneceu entre 8,63 e 8,85 

logUFC.mL-1, durante todo o protocolo experimental (Figura 2). 

De acordo com as recomendações da International Scientific 

Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) (15) e da legislação 

brasileira (ANVISA) (60), alimentos com propriedades funcionais e/ou de 

saúde devem apresentar uma concentração mínima de microrganismos, 

estabelecida pela empresa fabricante, e que seja suficiente para “exercer a 

propriedade funcional no final do prazo de validade do produto e nas 

condições de uso, armazenamento e distribuição”. Em outras palavras, os 

valores de células viáveis no produto probiótico não são especificados e o 

efeito benéfico deve ser comprovado através de estudos in vitro e in vivo. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. População de células viáveis de Enterococcus spp. (E. faecium CRL 183), Lactobacillus spp. (L. helveticus 416) e 
Bifidobacterium spp. (B. longum ATCC 15707) dos diferentes produtos produzidos ao longo do período experimental e expressas 
em logUFC.mL–1. População inicial = produto recém processado; População final = após sete dias de armazenamento em 
refrigeração. 

4
2
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3.2 Variação ponderal 

 

A Figura 3 indica a variação ponderal dos animais dos diferentes 

grupos ao longo do protocolo experimental. A avaliação semanal indicou 

contínuo aumento no peso corporal dos animais, sendo o peso médio do 

grupo OB considerado estatisticamente diferente do grupo C a partir da 2ª 

semana (p<0,01). Por outro lado, os pesos dos animais dos grupos OBP e 

OBF diferiram estatisticamente do grupo C a partir da 5ª e 8ª semana de 

tratamento, respectivamente (p<0,05). Destaca-se que os animais que 

receberam o produto probiótico (grupo OBF) exibiram ganho de peso médio 

inferior ao grupo obeso (OB) até a 9a semana do estudo (p<0,05). 

O grupo que ingeriu o produto placebo (OBP) apresentou ganho de 

peso médio semelhante ao fermentado (OBF), porém não diferiu do obeso 

(OB) entre a 4a e 10ª semana (p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Evolução semanal do peso corporal (g) dos animais dos grupos 
C, OB, OBF, OBP (Média ± DP). 
C=controle não obeso; OB=controle obeso; OBF=animais alimentados por dieta 
hiperlipídica e produto probiótico; OBP=animais alimentados por dieta hiperlipídica 
e produto placebo. 
Letras diferentes entre grupos, no mesmo tempo de análise, indicam diferença 
estatisticamente significativa pela ANOVA e pós-teste de Tukey (p<0,05). 
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Willians et al. (60) observaram aumento significativo no peso corporal 

e adiposidade de camundongos C57Bl/6, após três dias de administração da 

dieta hiperlipídica (60% da energia proveniente da gordura e 5,2 Kcal/g), 

sendo que, o aumento permaneceu linear com o passar do tempo em 

comparação aos animais alimentados por dieta com menor percentual de 

gordura (10% da energia proveniente da gordura e 3,8 Kcal/g) (60). 

De modo geral, a proporção de lipídios provinda de dietas para 

indução da obesidade em ratos e camundongos varia de 30 a 78% do VET. 

Este percentual energético é conferido pelo acréscimo de gordura (saturada 

ou insaturada) ou pela adição de alimentos com alto teor de lipídios (dieta de 

cafeteria) (62-63). O tipo de gordura presente na dieta também é 

considerado uma variável importante para o estudo da obesidade. Pesquisas 

indicam que dietas ricas em ácidos graxos saturados causam maior acúmulo 

de gordura e/ou maior ganho ponderal (62,64). Buettner et al. (65) 

concluíram que um teor de gordura superior a 40% do VET, na forma de 

lipídio de origem animal ou óleo vegetal (fonte de ω-6/ω-9) levam à 

obesidade e resistência à insulina (65). 

No presente estudo, o percentual energético proveniente da fração 

lipídica da ração, a maioria na forma de ácidos graxos saturados (banha de 

porco), correspondeu a 61,01%. O conteúdo energético foi suficiente para 

proporcionar a elevação no peso dos animais até atingirem o grau de 

obesidade grave (aumento em 40% no peso corporal comparado ao grupo 

controle) (66-67). Deve-se ressaltar que foi utilizada uma ração com VET 

proveniente de lipídios acima da média encontrada na literatura (64), e isso 

pode ter influenciado a magnitude dos resultados obtidos. 

Ya-Ni, et al. (68) verificaram que a utilização de microrganismos 

probióticos para o tratamento da obesidade possui relação cepa 

dependente. Os autores avaliaram o efeito da ingestão de quatro cepas de 

Bifidobacterium spp. (L66-5, L75-4, M13-4 e FS31-12) no ganho de peso de 

ratos alimentados por dieta hiperlipídica (16,52% de proteína; 25,17% de 

gordura e 56,66% de carboidrato), durante seis semanas. Os animais que 

receberam as cepas M13-4 e L66-5 apresentaram elevação e redução 
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significativa no ganho de peso, respectivamente, em comparação com o 

grupo controle obeso. As outras duas cepas avaliadas não exibiram variação 

ponderal em relação ao controle (p<0,05) (68). 

A fim de avaliar a atividade anti-obesidade de uma bebida fermentada 

por Lactobacillus plantarum e produzida com concentrado proteico do soro 

do leite, Hong, Chung e Cheol-Hyun (69) submeteram ratos Sprague-Dawley 

à alimentação com alto teor de lipídios (60,3% do VET). Após quatro 

semanas constatou-se que a suplementação com a bebida fermentada 

impediu o ganho de peso e o acúmulo de gordura corporal, sendo estes 

resultados significativamente semelhantes aos obtidos pelo grupo controle, 

alimentado por dieta normolipídica. Além disso, houve redução nos níveis de 

lipídios séricos, regulação dos hormônios relacionados ao apetite e melhora 

da sensibilidade à insulina, quando comparado ao grupo que recebeu 

apenas a dieta hiperlipídica (69). 

Da mesma forma, Kim et al. (70) constataram que a ingestão diária do 

probiótico Lactobacillus rhamnosus GG reduz o peso corporal, melhora a 

sensibilidade à insulina e diminui o acúmulo de lipídios em ratos induzidos à 

obesidade por meio de dieta hiperlipídica (70). 

 

3.3 Consumo alimentar e hídrico 

 

O consumo excessivo de alimentos com alto teor energético, ricos em 

gorduras saturadas e açúcares, associado à falta de atividade física são as 

principais causas da obesidade no mundo (71-72). 

Diferentes experimentos com roedores constataram que a oferta de 

alimentos palatáveis com associação de altos teores de gordura e açúcar e 

nutricionalmente completos induz ao aumento do consumo alimentar 

(hiperfagia) e ao ganho excessivo de peso corporal (73-75). 

Entretanto, outros estudos mostraram que animais expostos a uma 

dieta com altos níveis de gordura ou de energia, podem reduzir o consumo 

alimentar como uma forma de compensar a ingestão energética (76-77). 
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No presente estudo, o grupo que recebeu a dieta comercial padrão 

(grupo C) exibiu um consumo diário de ração significativamente superior ao 

dos grupos alimentados por dieta hiperlipídica (OB, OBF, OBP) (p<0,01). 

Enquanto o grupo de animais que recebeu o produto probiótico 

concomitantemente à dieta hiperlipídica (OBF), apresentou consumo 

alimentar médio diário significativamente menor em relação aos grupos OB 

(p=0,04) e OBP (p<0,01) (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Consumo alimentar e hídrico diário (média ± DP) dos animais dos 
grupos C, OB, OBF e OBP, durante o protocolo experimental. 

Grupo Consumo alimentar diário (g) Consumo hídrico diário (g) 

C 6,30 ± 0,74c 12,16 ± 3,43a,b 
OB 4,64 ± 0,83b 12,63 ± 3,54b 
OBF 3,98 ± 0,52a 8,51 ± 1,79a 
OBP 4,92 ± 0,47b 8,94 ± 3,29a,b 
C=controle não obeso; OB=controle obeso; OBF=animais alimentados por dieta 
hiperlipídica e produto probiótico; OBP=animais alimentados por dieta hiperlipídica 
e produto placebo. 
Letras minúsculas diferentes na mesma coluna (comparação entre grupos) indicam 
valores estatisticamente diferentes pela ANOVA e pós-teste de Tukey (p<0,05). 

 

A redução na ingestão alimentar observada nos grupos OB, OBF e 

OBP deve-se provavelmente, a um mecanismo compensatório para manter 

o equilíbrio energético, pois a dieta hiperlipídica apresentava alto teor 

calórico (5,15 Kcal/g), comparado à dieta padrão (3,6 Kcal/g) (59-78). 

Forssten et al. (79) investigaram a relação entre ingestão de leites 

fermentados com diferentes cepas de Lactobacillus spp., produção de 

hormônios da saciedade e ingestão alimentar em ratos Wistar. Os autores 

constataram que houve consumo significativamente menor de ração e 

modificação na produção de hormônios de saciedade, sendo esse efeito 

dependente da cepa avaliada (79). 

 

3.4 Coeficiente de Eficácia Alimentar 

 

O Coeficiente de Eficácia Alimentar (CEA) foi utilizado para avaliar a 

habilidade do animal em converter cada grama de dieta consumida em peso 
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corporal (33). No presente estudo, os grupos que ingeriram a dieta 

hiperlipídica (OB, OBF e OBP) apresentaram CEA superior ao do controle 

alimentado com dieta padrão (p<0,05) (Figura 4). 

Embora os animais induzidos à obesidade tenham consumido menor 

quantidade de ração durante o protocolo experimental, estes apresentaram 

maior ganho de peso corporal (g), sugerindo que a oferta energética 

elevada, especialmente na forma de lipídios, contribuiu para o acúmulo de 

tecido adiposo, demonstrando que o desenvolvimento da obesidade dos 

animais alimentados por DHL foi ocasionado pela elevação da eficiência 

alimentar, e não por hiperfagia (80). 

O aumento do CEA devido ao ganho de peso está relacionado não só 

a uma alta ingestão energética, mas também a uma diminuição no gasto de 

energia devido à temperatura e/ou locomoção, uma vez que, estudos 

identificaram uma relação inversa entre o ganho de peso e a redução da 

atividade locomotora (81-83). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. CEA dos diferentes grupos em estudo. 
C=controle não obeso; OB=controle obeso; OBF=animais alimentados por dieta 
hiperlipídica e produto probiótico; OBP=animais alimentados por dieta hiperlipídica 
e produto placebo. Médias com letras iguais não diferem entre si (p>0,05) pelo teste 
de Kruskal-Wallis e pós-teste Dunn. 
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Park et al. (84) ao estudarem os efeitos de uma dieta hiperlipídica 

associada à ingestão de probióticos - Lactobacillus curvatus HY7601 e 

Lactobacillus plantarum KY1032 - em camundongos C57Bl/6J, constataram 

que o consumo de ração no grupo probiótico foi 7 - 8% inferior ao do grupo 

placebo, porém essa diferença não foi significativa (p<0,05). Além disso, os 

animais que receberam apenas a dieta rica em gordura obtiveram CEA 

superior aos dos animais alimentados com dieta normal e o grupo que 

recebeu o probiótico exibiu CEA 29% inferior ao grupo placebo, refletindo 

menor ganho de peso por gramas de ração consumida (84). 

 

3.5 Determinação da glicemia de jejum 

 

A obesidade está fortemente relacionada à resistência à insulina, que 

é um importante fator de risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 2. O 

grau de resistência à insulina, no entanto, pode variar devido à plasticidade 

do tecido adiposo. O aumento da massa de tecido adiposo, em obesos, 

deve-se ao aumento no tamanho (hipertrofia) e no número de adipócitos 

(hiperplasia). Quando em desequilíbrio, as células hipertróficas são 

resistentes à insulina e mudam o perfil secretor para adipócitos pró-

inflamatórios. Por outro lado, quando o equilíbrio é restabelecido para a 

hiperplasia, verifica-se a associação de pequenos adipócitos funcionais na 

manutenção da sensibilidade à insulina e melhora das consequências 

metabólicas da obesidade (66, 85-86). 

A análise de glicemia de jejum foi verificada após jejum de seis horas 

realizado entre sete horas da manhã e 13 horas da tarde, uma vez que o 

jejum realizado durante a noite resulta em redução intensa do glicogênio 

hepático no camundongo. O jejum de cinco a seis horas é suficiente para 

avaliar a ação da insulina dentro de um contexto fisiológico e impõe menos 

estresse metabólico (87-88). 

O grupo controle não obeso (C) apresentou a menor média de 

glicemia de jejum ao término do experimento (163,5 ± 24,3 mg.dL-1), 

diferindo significativamente dos demais grupos (p<0,05). Entre os grupos 
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induzidos à obesidade, o OBF exibiu o menor valor de glicemia de jejum 

(258,6 ± 20,7 mg.dL-1), porém sem apresentar diferença significativa em 

relação aos grupos OB (287,5 ± 66,3 mg.dL-1) e OBP (308,9 ± 39,7 mg.dL-1) 

(Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Manzoni et al. (22) estudaram o efeito da ingestão de um produto 

probiótico à base de soja, fermentado com Enterococcus faecium 

(microrganismo probiótico), Lactobacillus jugurti e suplementado com 

isoflavonas (50 mg de isoflavonas/ 100 g de produto de soja fermentado) por 

ratos induzidos à hipercolesterolemia. Os autores constataram que a 

concentração de glicose sanguínea dos animais induzidos à 

hipercolesterolemia e tratados com o produto probiótico foi significativamente 

menor quando comparada ao grupo alimentado apenas por dieta 

hipercolesterolêmica (22). 

Figura 5. Glicemia de jejum média (mg.dL-1) dos camundongos 
pertencentes aos diferentes grupos experimentais. 
C=controle não obeso; OB=controle obeso; OBF=animais alimentados por dieta 
hiperlipídica e produto probiótico; OBP=animais alimentados por dieta hiperlipídica 
e produto placebo. Médias com letras iguais não diferem estatisticamente de 
acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 
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Em outro estudo conduzido por Kondo et al. (90), ratos alimentados 

com dieta hiperlipídica suplementada com Bifidobacterium breve B-3 a 108 

ou 109 UFC/d, durante oito semanas, apresentaram redução do peso 

corporal, de gordura epididimal e melhora nos níveis séricos de colesterol 

total e de glicemia sanguínea de jejum (89). 

Da mesma forma, An et al. (90) verificaram que ratos alimentados 

com dieta de alto teor de lipídios e que receberam Bifidobacterium 

pseudocatenulatum SPM 1204, Bifidobacterium longum SPM 1205 e 

Bifidobacterium longum SPM 1207 (108 ou 109 UFC), durante cinco 

semanas, exibiram redução do peso corporal, melhora nos níveis séricos de 

triglicerídeos, colesterol total, glicose, leptina e redução na atividade das 

enzimas β-glicosidase e β-glucuronidase (90). 

 

3.6 Avaliação do tecido adiposo e fígado 

 

A administração de dietas experimentais produzidas com alto teor de 

lipídios (>40% do VET) e com baixo ou moderado conteúdo de carboidratos 

(9 - 30% do VET) contribui para o aumento do índice de adiposidade ao se 

relacionar à proporção de depósitos de gorduras brancas epididimal e 

retroperitoneal (59,86). 

No presente estudo, verificou-se um aumento no conteúdo de gordura 

corporal branca intra-abdominal nos animais de todos os grupos que 

receberam a dieta hiperlipídica, em comparação ao grupo C (controle não 

obeso) (p<0,01) (Figura 6), porém sem exibirem diferenças significativas 

entre si. No entanto, não houve diferença entre os grupos avaliados em 

relação ao peso do fígado (p=0,538) (Tabela 5). 
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Tabela 5. Peso total da gordura epididimal, retroperitoneal e fígado e valor 
do Índice de Lee dos diferentes grupos ao final do experimento. 

Grupo 
Gordura 

epididimal 
total (g) 

Gordura 
retroperitoneal 

total (g) 
Fígado (g) 

Índice de Lee 
(g/cm3) 

C 0,79 ± 0,33a 0,24 ± 0,13a 2,05 ± 0,25a 323,44 ± 7,80a 

OB 2,80 ± 0,74b 0,72 ± 0,19b 2,27 ± 0,33a 339,29 ± 11,79b 

OBF 2,68 ± 0,77b 0,66 ± 0,22b 2,21 ± 0,45a 336,92 ± 10,92a,b 

OBP 2,29 ± 0,70b 0,62 ± 0,18b 2,15 ± 0,32a 343,04 ± 17,96b 

Resultados apresentados como Média ± DP. 
C=controle não obeso; OB=controle obeso; OBF=animais alimentados por dieta 
hiperlipídica e produto probiótico; OBP=animais alimentados por dieta hiperlipídica 
e produto placebo. 
Letras minúsculas diferentes na mesma coluna (comparação entre grupos) indicam 
valores estatisticamente diferentes pela ANOVA e pós-teste de Tukey (p<0,05). 

 

Woods et al. (66) administraram uma dieta rica em lipídios (40% Kcal 

do VET) por 10 semanas e observaram que os animais exibiram um 

aumento ponderal e de gordura corporal de 10% e 40%, respectivamente, 

quando comparado ao grupo de animais alimentados com dieta de baixo 

teor de lipídios (66). 

O efeito da ingestão de microrganismos probióticos na deposição de 

gordura corporal foi estudado por Park, Oh e Cha (91) que constataram não 

haver redução significativa na quantidade de gordura epididimal de 

Figura 6. Imagem representativa da região intra-abdominal dos animais 
dos diferentes grupos estudados. 
Setas indicativas da gordura intra-abdominal epididimal direita (a) e esquerda 
(b). A) animal não obeso (grupo C - controle negativo); B) animal obeso (grupo 
OB - controle positivo); C) animal que recebeu dieta hiperlipídica e o produto 
probiótico (grupo OBF); D) animal que recebeu dieta hiperlipídica e o produto 
placebo (grupo OBP).  
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camundongos alimentados por dieta hiperlipídica (60% Kcal do VET) e 

suplementados com 107 UFC do probiótico Lactobacillus plantarum LG42, 

comparado ao grupo que recebeu apenas a dieta hiperlipídica. No entanto, 

outro grupo que recebeu a mesma dieta e uma quantidade superior do 

probiótico (109 UFC), obteve redução significativa no depósito de gordura 

epididimal (p<0,05) (91). 

O Índice Nutritivo ou Índice de Lee foi utilizado como forma de 

mensuração da obesidade ou como estimativa da composição corporal dos 

camundongos (38,92). No presente estudo, a ingestão do produto probiótico 

pelo grupo OBF contribuiu com a melhora deste parâmetro (Tabela 5). 

Em estudo realizado por Savcheniuk et al. (93) com ratos induzidos à 

obesidade no período neonatal pela administração de glutamato 

monossódico, constatou-se que a administração de uma mistura de 

probióticos (2:1:1 Lactobacillus casei IMVB-7280, Bifidobacterium animalis 

VKL, Bifidobacterium animalis VKB) apresentou efeito protetor quanto ao 

desenvolvimento da obesidade, uma vez que os valores correspondentes ao 

Índice de Lee e peso de gordura visceral foram significativamente reduzidos 

em comparação ao grupo placebo. Além disso, a utilização periódica da 

mistura de probióticos resultou na recuperação do metabolismo lipídico com 

diminuição nas frações de VLDL, LDL e aumento de HDL colesterol 

promovendo, também, a regulação da atividade hormonal do tecido adiposo 

(93). 

 

3.7 Avaliação morfométrica dos adipócitos 

 

O tecido adiposo é dividido em tecido adiposo branco e tecido 

adiposo marrom, sendo este último, envolvido na produção de calor e gasto 

de energia. O tecido adiposo branco, por sua vez, apresenta como principal 

função o armazenamento de triglicerídeos e liberação de ácidos graxos para 

a corrente sanguínea. Além disso, é considerado um órgão endócrino por 

secretar polipeptídeos biologicamente ativos, denominados adipocinas (92). 
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As adipocinas são conhecidas por atuarem local e sistematicamente, 

apresentando diferentes funções no organismo como: regulação do apetite, 

gasto energético, secreção e sensibilidade à insulina, distribuição de 

gordura, metabolismo de lipídios e glicose, regulação do sistema imune, 

entre outras (94). 

Com o desenvolvimento da obesidade, o tecido adiposo branco sofre 

um processo de remodelação em que os adipócitos aumentam em número 

(hiperplasia) e tamanho (hipertrofia) (95). 

A análise morfométrica dos adipócitos possibilitou identificar 

diferenças significativas na área e no diâmetro médio das células dos 

animais submetidos à obesidade, quando comparado ao grupo controle 

negativo (C). Entre os animais induzidos à obesidade, aqueles que 

receberam o produto probiótico à base de soja (OBF) apresentaram área e 

diâmetro das células adiposas significativamente menores (p<0,05) (Tabela 

6 e Figura 7).  

 

Tabela 6. Área e diâmetro dos adipócitos (média ± DP) dos animais em 
estudo. 

Grupo Área (μm2) Diâmetro (µm) 

C 23,50 ± 13,80ª 5,81 ± 1,05ª 

OB 67,48 ± 31,10c 11,98 ± 2,44c 

OBF 56,22 ± 27,92b 9,19 ± 1,53b 

OBP 70,39 ± 35,39c 10,96 ± 2,39c 

C=controle não obeso; OB=controle obeso; OBF=animais alimentados por dieta 
hiperlipídica e produto probiótico; OBP=animais alimentados por dieta hiperlipídica 
e produto placebo. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna (comparação 
entre grupos) indicam valores estatisticamente diferentes pela ANOVA e pós- teste 
de Tukey (p<0,05). 
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Figura 7. Fotomicrografia de corte histológico das células adiposas do tecido 
adiposo branco intra-abdominal epididimal dos diferentes grupos estudados. 
C (grupo controle não obeso); OB (grupo controle obeso); OBF (animais que receberam 
dieta hiperlipídica e o produto probiótico); OBP (animais que receberam dieta hiperlipídica 

e o produto placebo). 



55 

 

Verificou-se o acúmulo de macrófagos em torno das células (crown-

like structures) nos grupos induzidos à obesidade o que está relacionado à 

disfunções metabólicas devido a um estado de inflamação sistêmica (96-98). 

Os macrófagos possuem a habilidade inata de adaptar sua fisiologia e 

responder a mudanças imunológicas e necessidades do hospedeiro em 

resposta a uma infecção ou dano tecidual, adquirindo um fenótipo 

inflamatório caracterizado pela produção de altos níveis de citocinas pró-

inflamatórias, como o fator de necrose tumoral α (TNF-α), interleucina (IL) -

12 e IL-1β (45). 

Manzoni et al. (22) estudaram os efeitos de um produto fermentado 

por Enterococcus faecium e Lactobacillus jugurti e suplementado com 

isoflavonas sobre o tecido adiposo de ratos jovens. A hiperlipidemia foi 

induzida pela ingestão de dieta enriquecida com colesterol durante três 

semanas e, após esse período os animais foram tratados com produto 

fermentado e suplementado com isoflavonas e produto placebo 

suplementado ou não com isoflavonas. Os autores constataram que a 

circunferência dos adipócitos provindos dos depósitos de gordura epididimal 

e retroperitoneal no grupo que consumiu o produto fermentado 

suplementado com isoflavonas era inferior a dos demais grupos induzidos à 

hiperlipidemia. Esse efeito foi atribuído, principalmente, ao microrganismo 

probiótico, pois nos grupos placebo, com e sem suplementação, a área dos 

adipócitos foi maior (p<0,05) (22). 

Da mesma forma, a investigação sobre os efeitos anti-obesidade da 

cepa Lactobacillus casei Shirota em ratos alimentados por dieta rica em 

gordura, mostrou que o tamanho dos adipócitos dos animais que receberam 

o probiótico era significativamente menor que os do grupo alimentado 

apenas por dieta hiperlipídica (99). 
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3.8 Análise de citocinas no tecido adiposo 

 

A obesidade gera um estado inflamatório de baixo grau, originado 

principalmente da ativação de células imunes inatas, como os macrófagos 

(100). 

Nos indivíduos obesos, os macrófagos residentes no tecido adiposo 

sofrem alterações fenotípicas em que há diferenciação pró-inflamatória do 

macrófago M1 (classicamente ativado), devido ao aumento na produção de 

interferon gama (IFNγ) por células T, levando a respostas imunes 

inadequadas (101). A cascata da resposta inflamatória ativada pelas 

citocinas pode interferir na sinalização de insulina no tecido adiposo, fígado, 

músculo esquelético e sistema nervoso central (SNC), favorecendo o 

desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (102). 

A utilização de microrganismos probióticos favorece a ativação dos 

macrófagos M2 (alternativamente ativados) por células T secretoras de 

citocinas anti-inflamatórias, como IL-4, IL-13 e IL-10, e que são dominantes 

no tecido adiposo magro (103). Desse modo, o equilíbrio entre macrófagos 

M1 (pró-inflamatórios) e M2 (anti-inflamatórios) desempenha um papel 

importante na inflamação do tecido adiposo e em complicações associadas, 

como na resistência à insulina (104). 

No presente estudo, foi investigada a expressão de RNAm das 

citocinas pró e anti-inflamatórias no tecido adiposo branco, para estimar o 

efeito do consumo do probiótico na resposta imune (Figura 8 e Apêndice 3). 
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Figura 8. Expressão relativa de citocinas em relação ao gene endógeno 
GAPDH no tecido adiposo branco intra-abdominal retroperitoneal de 
camundongos. 
(A) Níveis de expressão de Interleucina 1 beta (IL-1β); (B) Níveis de expressão de 
Interleucina 10 (IL-10), (C) Níveis de expressão de Interleucina 6 (IL-6); (D) Níveis de 
expressão de Fator de Transformação do Crescimento Beta (TGF-β); (E) Níveis de 
expressão de Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α)  
C (grupo controle negativo, não obeso); OB (grupo controle positivo, obeso); OBF 
(grupo experimental, animais que receberam dieta hiperlipídica e o produto probiótico); 
OBP (grupo placebo, animais que receberam dieta hiperlipídica e o produto placebo). 
ab Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatisticamente significativa pela 
ANOVA e pós-teste de Tukey (p<0,05). 
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Dentre os grupos avaliados, os que receberam o produto probiótico 

(OBF) e o placebo (OBP) apresentaram níveis de IL-6 e IL-10 

significativamente superiores (Figura 8). 

A IL-6 é secretada principalmente por adipócitos do tecido adiposo 

visceral e apresenta concentrações elevadas durante a obesidade sendo, na 

maioria dos casos, considerada uma citocina pró-inflamatória assim como o 

TNF-α e a IL-1β (95). No entanto, estudos recentes indicam que a 

sinalização de IL-6 durante a inflamação ou distúrbios metabólicos como na 

obesidade e diabetes mellitus tipo 2, apresenta papel homeostático anti-

inflamatório, e que a complexidade nas funções biológicas se estendem à 

múltiplas configurações e tipos celulares (105-110). 

Durante a fase aguda da inflamação a IL-6 pode aumentar a IL-10, o 

antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra) e dos receptores de TNF solúveis 

(sTNF-R). Além disso, a IL-6 parece ter influência central sobre a regulação 

do apetite, gasto energético e composição corporal (105,111-112). 

Matthews et al. (113) constataram que camundongos em dieta normal 

e com deleção total de IL-6 (IL-6(-/-)) apresentaram obesidade, inflamação 

do fígado e resistência à insulina, quando comparados aos animais controle, 

sem que houvesse alteração no consumo alimentar. Quando os dois grupos 

foram submetidos à alimentação rica em gorduras, houve ganho equivalente 

de peso corporal, massa gorda e deposição lipídica ectópica no fígado, 

porém, maior inflamação do fígado e resistência à insulina nos animais com 

deleção de IL-6 (IL-6(-/-)). Sugerindo, portanto, que a deficiência de IL-6 

pode levar à resistência à insulina e inflamação hepática (113). 

A produção de IL-6 é regulada transcricionalmente e pós-

transcricionalmente, sendo que quando há homeostase do sistema, a 

produção é interrompida. Entre outras funções, a superexpressão de IL-6 

potencializa o gasto energético e pode aumentar a disponibilidade de 

substratos como a glicose e lipídios a partir da lipólise e glicogenólise no 

músculo esquelético, principalmente por meio da ativação da proteína 

quinase ativada por adenosina monofosfato (AMP) (107-108). 
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Indivíduos com obesidade grave e metabolicamente saudáveis 

apresentam imunorregulação efetiva no combate da inflamação crônica com 

aumento na produção de citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGF-β no 

tecido adiposo (114). 

A IL-10 apresenta efeitos pleiotrópicos, sendo considerada 

predominantemente bloqueadora das respostas imunes, pois inibe, por 

exemplo, a produção de citocinas TNF-α e IL-1β por macrófagos ativados. O 

desenvolvimento da obesidade está associado a uma redução de IL-10, no 

entanto, esta condição pode ser melhorada por meio da administração de 

microrganismos probióticos (115). 

A microbiota intestinal desempenha papel fundamental na 

manutenção do equilíbrio imune, além disso, alterações na composição da 

microbiota podem promover consequências inflamatórias e distúrbios 

metabólicos. O consumo de produtos probióticos promove a manutenção da 

barreira intestinal e modulação do sistema imune do hospedeiro podendo 

reduzir a inflamação em indivíduos com sobrepeso ou obesidade (116). 

Fabersani et al. (117), investigaram a ação de diferentes cepas de 

bactérias láticas sobre a capacidade de modular a secreção de adipocinas 

no tecido adiposo, utilizando uma técnica in vitro. Os autores constataram 

que as bactérias láticas exercem diferentes efeitos na produção de TNF-α, 

IL-6, IL-10 e MCP-1 em adipócitos. A cepa Lactococcus lactis CRL1434 

induziu valores mais altos de TNF-α; MCP-1 e IL-10 em comparação a 

outras cepas, enquanto a cepa Lactobacillus plantarum CRL350 induziu 

níveis mais elevados de IL-6 (117). 

Ao final do protocolo experimental, observou-se, no presente estudo, 

que os níveis expressos de TGF-β foram maiores no grupo placebo (OBP) 

(p<0,05) comparando-o aos controles negativo e positivo (Figura 8D). 

O TGF-β apresenta efeitos na diferenciação celular e modulação da 

resposta imune, bloqueando a ativação de citocinas pró-inflamatórias e 

inibindo a ativação de macrófagos e proliferação de células T (118). 

Considerando que o grupo OBF apresentou ganho de peso inferior ao 

do grupo obeso (OB) até a 9a semana do estudo, sugere-se a realização de 
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estudos que avaliem o efeito do produto probiótico à base de extrato aquoso 

de soja na modulação de citocinas pró e anti-inflamatórias em diferentes 

fases da indução da obesidade. Tais resultados auxiliarão no melhor 

entendimento do papel das citocinas no processo inflamatório associado à 

obesidade. 

 

3.9 Determinação da composição da microbiota fecal 

 

Estudos evidenciam que a microbiota intestinal normal é composta 

principalmente pelos filos Bacteroidetes e Firmicutes e em menor 

proporção pelos filos Actinobacteria, Proteobactérias e Verrumicrobia. O filo 

Bacteroidetes é formado pelos gêneros Bacteroides spp. , Prevotella spp., 

Parabacteroides spp., Porfiromonas spp., Alistipes spp. e o filo Firmicutes 

composto pelos gêneros Clostridium spp., Lactobacillus spp., 

Peptostreptococcus spp., Ruminococcus spp., entre outras bactérias Gram-

positivas (119-120). 

O consumo excessivo de alimentos com alto teor energético e baixa 

qualidade nutricional, constituído essencialmente de lípidios e açúcares, 

pode levar à disbiose intestinal, disfunções metabólicas e desequilíbrio 

imune (121). 

Considerando o total de táxons bacterianos analisados antes (T0) e 

após (T70) a indução da obesidade e administração dos produtos 

probiótico e placebo, verificou-se que inicialmente houve prodominância 

do gênero Bacteroides spp. (pertencente ao filo Bacteroidetes) nas 

amostras de fezes de todos os grupos experimentais (C=99,73%; 

OB=99,72%; OBF=96,76% e OBP=86,97%). Da mesma forma, ao final do 

protocolo experimental, este mesmo gênero foi predominante em todos os 

grupos, além de ser constatado aumento na proporção de microrganismos 

do gênero Lactobacillus spp. (filo Firmicutes) nos animais induzidos à 

obesidade, especialmente nos pertencentes aos grupos OB e OBP. O 

percentual de Bacteroides spp. correspondeu a 99,78% no grupo C, 

91,47% no grupo OBF, 74,47% no grupo OB e 51,61% no grupo OBP. Por 
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outro lado, a proporção de Lactobacillus spp. foi de 48,39%, 25,53%, 

8,53% e 0,22%, nos grupo OBP, OB, OBF e C, respectivamente (Figura 

9). 

Ao término do experimento as proporções do gênero 

Bifidobacterium spp. foram equivalentes a 0,0020% no grupo C, 0,0014% 

no grupo OBF, 0,0008% no grupo OBP e 0,0005% no grupo OB. Situação 

semelhante foi verificada para o gênero Clostridium spp. com proporções 

de 0,0018% (grupo OBP), 0,0006% (grupo OBF), 0,0004% (grupo OB) e 

0,0003% (grupo C) (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Proporção geral de microrganismos dos gêneros Lactobacillus 
spp., Bacteroides spp., Bifidobacterium spp, Clostridium spp. nos diferentes 
grupos experimentais, sendo A) Proporção determinada no tempo inicial (T0) 
e B) Proporção determinada no tempo final (T70). 
C (grupo controle negativo, não obeso); OB (grupo controle positivo, obeso); OBF 
(grupo experimental, animais que receberam dieta hiperlipídica e o produto 
probiótico); OBP (grupo placebo, animais que receberam dieta hiperlipídica e o 
produto placebo). 
 

Conforme demonstrado na Figura 10, embora os gêneros 

Bifidobacterium spp. e Clostridium spp. tenham apresentado proporções 
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muito pequenas em todos os grupos estudados, a comparação intra-grupos 

- tempos inicial (T0) e final (T70) - indicou aumento significativo de 63,22%  

(p<0,05), de Bifidobacterium spp. (filo Actinobateria) no grupo OBF e de 

83,25% (p<0,05) de Clostridium spp. (filo Firmicutes) no grupo OBP. 
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Figura 10. Quantificação dos gêneros microbianos com relação à bactérias totais nas amostras de fezes dos grupos 
C, OB, OBF e OBP sendo, Lactobacillus spp. (A), Clostridium spp. (B) Bacteroides spp. (C) e Bifidobacterium spp. (D). 
C (grupo controle negativo, não obeso); OB (grupo controle positivo, obeso); OBF (grupo experimental, animais que receberam 
dieta hiperlipídica e o produto probiótico); OBP (grupo placebo, animais que receberam dieta hiperlipídica e o produto placebo). 

(*) Indica diferença significativa intragrupos pelo teste Komolgorov-Smirnov, p<0,05. 

6
3
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Wang, et al. (122) compararam os efeitos individuais de três cepas 

probióticas sobre a composição da comunidade microbiana intestinal em 

camundongos induzidos à síndrome metabólica por dieta rica em lipídios. As 

cepas Lactobacillus paracasei CNCM I-4270 (LC), L. rhamnosus CNCM I-

3690 (LR) e Bifidobacterium animalis subsp. Lactis CNCM I-2494 (BA) 

interferiram de forma diferente sobre a inflamação do hospedeiro e a 

fermentação microbiana intestinal. Além disso, constataram que, apesar dos 

probióticos reverterem parcialmente as alterações ocorridas na composição 

da microbiota intestinal, cada cepa apresentou influência seletiva no 

subconjunto específico de espécies bacterianas e que foram 

significativamente associadas a uma ou mais características envolvidas na 

progressão da obesidade. As doze semanas de alimentação hiperlipídica 

promoveram abundância de Firmicutes e Proteobacteria e redução em 

Bacteroides e Actinobacterias. No entanto, apenas o LR atenuou o aumento 

de Proteobacterias e reduziu Actinobacterias (122). 

Bagarolli, et al. (123) investigaram os efeitos dos probióticos 

Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium bifidum 

sobre microbiota intestinal, alterações na permeabilidade do epitélio 

intestinal e sensibilidade à sinalização de insulina em camundongos Swiss 

alimentados por dieta hiperlipídica (55% do VET correspondente aos 

lipídios), durante 12 semanas. A dieta rica em lipídios promoveu 

modificações na composição da microbiota intestinal acompanhada de 

aumento da permeabilidade intestinal, translocação de LPS e inflamação 

sistêmica de baixo grau. No entanto, o grupo que recebeu os 

microrganismos probióticos por cinco semanas após a indução da obesidade 

por dieta, apresentou melhora na resistência à insulina e leptina 

hipotalâmica, modulação da microbiota intestinal (manutenção de 

Bacteroidetes, aumento de Actinobacterias e redução de Firmicutes) além de 

ganharem significativamente menos peso ao longo do estudo (123). 

Existem alguns mecanismos não excludentes envolvidos na relação 

entre composição da microbiota intestinal e obesidade. Entre eles merecem 

destaque: a capacidade de produzir ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) 
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(butirato, propionato e acetato) por bactérias intestinais, que promovem 

mudanças na motilidade intestinal e facilitam a absorção de nutrientes e 

energia da dieta; a inflamação crônica de baixo grau devido aos 

lipopolissacarídeos (LPS) provenientes das membranas celulares externas 

de bactérias Gram-negativas e a desregulação do fator adiposo induzido por 

jejum (FIAF), pelos microrganismos intestinais, levando à deposição de 

triglicerídeos em adipócitos (124-125). Dessa forma, alterações positivas na 

composição da microbiota intestinal relacionam-se com a susceptbilidade 

individual à obesidade. 

 

 

4 Conclusões 

 

A ingestão regular do produto probiótico reduziu o ganho de peso no 

grupo OBF, em comparação ao grupo obeso (OB), até a 9a semana do 

estudo. Além disso, os adipócitos do grupo OBF se mostraram com menor 

grau de hipertrofia e a análise de expressão de citocinas evidenciou 

aumento naquelas relacionadas à homeostase metabólica e controle de 

processos inflamatórios associados à obesidade (IL-10 e IL-6). 

Os resultados indicam que os efeitos benéficos verificados em relação 

à prevenção da obesidade no grupo OBF parecem estar relacionados à 

modulação na composição da população de microrganismos presentes no 

intestino, uma vez que, o consumo diário da bebida fermentada probiótica foi 

relacionado à manutenção do equilíbrio na proporção de microrganismos do 

gênero Lactobacillus spp. (filo Firmicutes) além de promover um aumento na 

população de Bacteroides spp. (filo Bacteroidetes) e Bifidobacterium spp. 

(filo Actinobacteria). 
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Considerações finais 

 

Os dados da literatura evidenciam que os resultados de estudos que 

avaliaram os efeitos de probióticos na obesidade e em doenças relacionadas 

são muitas vezes discrepantes. Tais diferenças podem ser explicadas pela 

estratégia utilizada para a indução da obesidade (que inclui a quantidade e o 

tipo de gordura e o período de indução), diferenças inerentes ao modelo 

animal, tempo do protocolo experimental e pelo efeito cepa específico. 

Pesquisas adicionais devem ser realizadas a fim de esclarecer a 

combinação mais eficaz dos microrganismos a serem administrados, a sua 

dosagem mínima ideal e o mecanismo de ação, que inclui o efeito em 

marcadores inflamatórios e na microbiota intestinal. Além disso, a avaliação 

da microbiota por métodos complementares, como sequenciamento, 

também será importante para a compreensão da relação entre 

microrganismos presentes no intestino e gênese da obesidade. 
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Apêndices 

 

Apêndice 1. Imagens representativas das instalações utilizadas no protocolo 
experimental. A) estante de ar ALESCO para acondicionamento dos 
animais; B) caixa de polipropileno para alojamento dos camundongos 
contendo anotações de controle fixadas à mesma. 
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Apêndice 2. Imagens representativas das etapas do protocolo experimental. 
A) administração de gavagem para camundongo por meio de agulha de aço 
inoxidável para camundongos; B) determinação do peso corporal do 
camundongo em balança semi-analítica. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



91 

 

Apêndice 3. Imagem representativa das curvas de amplificação e 
respectivas curvas de melting dos genes estudados (il-1b, il-6, il-10, tnf-a, 
tgf-b, gapdh). 
A) Amplificação gerada para o grupo C; B) Amplificações geradas para o 
grupo C e OB; C) Amplificações geradas para o grupo OB e OBF; D) 
Amplificação gerada para o grupo OBF; E) Amplificação gerada para o grupo 
OBP. 
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Anexos 
 
 
Anexo 1. Protocolo de aprovação em estudo com animais disponibilizado 
pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da FCFar UNESP, 
Araraquara. 
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Anexo 2. Composição nutricional da dieta hiperlipídica administrada aos 
animais em estudo. 

Ingredientes 
Dieta hiperlipídica (DHL)  

Quantidade (%) Kcal/Kg Kcal (%) 

Amido de milho 4,43 177,20 3,44 

Farelo de soja moído 41,00 1325,53 25,75 

Amido dextrinizado 5,00 200,00 3,89 

Sacarose 8,00 320,00 6,22 

Banha 30,20 2718,00 52,80 

Óleo de soja 4,00 360,00 6,99 

Celulose microcristalina 2,54 - - 

L-cistina 0,18 7,20 0,14 

Bitartarato de colina 0,15 - - 

Butil-hidroxitolueno 0,00 - - 

*Mix mineral AIN 93 3,50 - - 

*Mix vitamina AIN 93 1,00 40,00 0,78 

Total 100,00 5147,93 100,00 

Dieta hiperlipídica (DHL): 18,63% de proteínas (14,48% do VET); 34,9% de lipídios (61,01% 
do VET) e 31,55% de carboidratos (24,51% do VET). 
*Composição das misturas salínica (Mix mineral AIN 93) e vitamínica (Mix vitamina AIN 93) 
apresentada em anexo (Anexos 1 e 2). 
Kcal/Kg: quilocaloria/quilograma. 
Composição da dieta adaptada de Lenquiste, Marineli, Moraes, et al. (27).



94 
 

 

Anexo 3. Composição da Mistura Salínica (MIX). 
 

Componentes Ração hiperlipídica (g/Kg de Mix) 

Carbonato de cálcio anidro 357,0 

Fosfato de potássio monobásico 250,0 

Cloreto de sódio 74,0 

Citrato de potássio 28,0 

Sulfato de potássio 46,6 

Óxido de magnésio 24,0 

Citrato férrico 6,06 

Carbonato de zinco 1,65 

Carbonato de manganês 0,63 

Carbonato cúprico 0,30 

Iodato de potássio 0,01 

Selenito de sódio anidro 0,01025 

Paramobilidato de amônio 
tetrahidratado 

0,00795 

Meta-silicato de sódio 9-hidratado 1,45 

Sulfato de potássio e crômo 0,275 

Cloreto de lítio 0,0174 

Ácido bórico 0,0815 

Fluoreto de sódio 0,0635 

Carbonato de níquel 0,0318 

Vanadato de amônio 0,0066 

Sacarose 209,8 
Composição da mistura salínica para as dietas de acordo com o Instituto Americano de 
Nutrição (AIN 93) (26). 
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Anexo 4. Composição da Mistura Vitamínica. 
 

Componentes Ração hiperlipídica (g/Kg de Mix) 

Ácido nicotínico 3,00 

Pantotenato de cálcio 1,60 

Piridoxina-HCl 0,70 

Tiamina-HCl 0,60 

Riboflavina 0,60 

Ácido fólico 0,20 

D-biotina 0,02 

Vitamina B12 2,50 

Vitamina E 15,00 

Vitamina A 0,80 

Vitamina D3 0,25 

Vitamina K 0,075 

Sacarose 974,65 
Composição da mistura salínica para as dietas de acordo com o Instituto Americano de 
Nutrição (AIN 93) (26). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


