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RESUMO 

SANTANNA, Adriélly Fiorese, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, junho de 2015. 

Tratamento com kefir previne a lesão aterosclerótica em aortas de 

camundongos LDLr(-/-). Orientador: Tadeu Uggere de Andrade. Co-orientador: 

Thiago de Melo Costa Pereira.  

As doenças crônicas não-transmissíveis possuem alto impacto na saúde pública, 
dentre as quais se destacam as doenças cardiovasculares (DCV) por serem a 
principal causa de morte por doença no mundo e no Brasil. Modificações no estilo de 
vida e dietas vem sendo propostas para prevenção e tratamento de DCV. 
Adicionalmente, alimentos funcionais que atenuam a progressão dessas doenças 
vêm sendo estudados. O kefir é um probiótico que vem sendo proposto como 
adjuvante no tratamento das DCV, uma vez que tem sido reportada sua potente 
ação antioxidante e anti-inflamatória. O presente estudo investigou os efeitos da 
fração solúvel do leite fermentado por grãos de kefir no desenvolvimento da 
aterosclerose. Foram utilizados camundongos knockout para receptores de LDL 
colesterol (LDLr-/-), alimentados com dieta hipercalórica e tratados por 30 dias com a 
fração solúvel do Kefir ou leite por meio de gavage. Após a eutanásia, o sangue foi 
recolhido por punção cardíaca para análise de citocinas e perfil lipídico, foi realizada 
hepatectomia total após indução da morte para análises de AOPP e extração da 
aorta total para quantificação de deposição lipídica por en face. Os resultados 
mostraram que no grupo kefir houve uma significativa redução da progressão da 
placa aterogênica em comparação com o grupo que só recebeu dieta hipercalórica 
(DH) (8±1 vs. 22±2 %, respectivamente. p<0,05). Não houve redução de colesterol 
total nos animais tratados com kefir em relação do grupo DH. Na análise de 
citocinas, o kefir foi capaz de reduzir os níveis da IL-6 em relação ao grupo DH 
(137±12 vs. 236±26 pg/mL), aumentar os níveis de IL-10 (943±101 pg/mL; p<0,05) e 
reduzir a razão TNF-α/IL-10 em relação aos grupos DH e DN (0,6±0,1 vs. 1,5±0,2 e 
1,5±0,2 pg/mL, respectivamente). Os níveis de AOPP foram reduzidos nos animais 
tratados com o kefir e com leite em relação aos grupos DN e DH (140±36 e 166±19 
vs. 700±56 e 724±134 µmol/L/mg de proteína, respectivamente). Portanto, pode-se 
considerar que o leite fermentado por grãos de kefir exerce efeito na diminuição e 
prevenção do desenvolvimento da placa aterogênica em camundongos LDLr-/-, sem 
afetar os níveis de lipídios plasmáticos, através de seu efeito anti-inflamatório e 
antioxidante. 

 

Palavras-chave: estresse oxidativo, anti-inflamatório, probióticos, citocinas, AOPP. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

SANTANNA, Adriélly Fiorese M.Sc., Universidade Vila Velha – ES, junho de 2015. 

Treatment with Kefir prevents atherosclerotic lesions in aortas of mice LDLr(-/-). 

Orientador: TadeuUggere de Andrade. Co-orientador: Thiago de Melo Costa Pereira 

The chronic non-communicable diseases have a high impact on public health, among 
which stand out cardiovascular disease (CVD) for being the leading cause of death 
by disease in the world and in Brazil. Changes in lifestyle and diet have been 
proposed for prevention and treatment of CVD. Additionally, functional foods that 
reduce the progression of these diseases have been studied. Kefir is a probiotic that 
has been proposed as an adjunct in the treatment of CVD, since it has been reported 
its potent antioxidant action and anti-inflammatory. The present study investigated 
the effects of the soluble fraction of milk fermented by kefir grains in the development 
of atherosclerosis. Knockout mice were used for receptors LDL cholesterol (LDLr-/-), 
fed a hypercaloric diet (HD) for 30 days and treated with the soluble fraction of milk 
kefir or by gavage. After euthanasia, blood was collected by cardiac puncture for 
analysis of cytokines and lipid profile, the total hepatectomy was performed after 
induction of death for AOPP analysis and extraction of total aortic for quantification of 
lipid deposition en face. The results showed that in the kefir group there was a 
significant reduction in progression of atherogenic plaque compared with the group 
that only received hypercaloric diet (8 ± 1 vs 22 ± 2%, respectively. p <0.05). There 
was not reduction of total cholesterol in animals treated with kefir in relation to the HD 
group. In cytokines analysis, kefir was able to reduce IL-6 levels compared to the DH 
group (137 ± 12 vs. 236 ± 26 pg/mL), increased IL-10 (943 ± 101 pg/mL; p<0.05) 
levels and reducing the ratio TNF-α/IL-10 in compared to HD and normal diet (ND) 
groups  (0,6 ± 0,1 vs. 1,5 ± 0,2 and 1,5 ± 0.2 pg/mL, respectively). AOPP levels were 
reduced in animals treated with milk and kefir in relation to ND and HD groups (140 ± 
36 and 166 ± 19 vs. 700 ± 56 and 724 ± 134 µmol/L/ mg of protein, respectively). 
Therefore, it can be considered that the fermented milk for kefir grains have an effect 
on the decreasing and prevention of the development of atherogenic plaque in LDLr-/-

mice, without affecting plasma lipid levels, through their anti-inflammatory and 
antioxidant effect. 

 

Key-words: oxidative stress, anti-inflammatory, probiotics, cytokines, AOPP. 
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INTRODUÇÃO 

 

A aterosclerose é a patogênese fundamental da Doença Arterial 

Coronariana (DAC) (Skalen et al., 2002; Scott, 2004; Mizuno; Jacob; Mason., 

2011;  Efentakis et al., 2015) e é responsável por mais de 50% do total de 

todas as mortes nos países ocidentais (Libby e Theroux, 2005). Ela é 

considerada uma doença multifatorial, onde a inflamação e o estresse oxidativo 

desempenham importante papel (Efentakiset al., 2015). 

O processo aterogênico inicia-se quando há níveis elevados de 

lipoproteína de baixa densidade (LDL) no sangue e perda da integridade 

endotelial, facilitando a retenção de LDL na parede arterial e sua migração para 

o espaço subendotelial, onde poderá sofrer oxidação por espécies reativas de 

oxigênio (ERO), modificando sua estrutura (Steffens e Mach, 2004) e formando 

as LDL oxidadas (LDLox) (Libby e Theroux, 2005).  

As LDLox, por sua vez, ativam a síntese de moléculas quimiotáticas 

para monócitos (MCP1) e a expressão de moléculas de adesão celular como 

P-Selectina, E-selectina, molécula de adesão celular endotelial plaquetária 

(PECAM), molécula de adesão celular vascular 1 (VCAM-1) e molécula de 

adesão intracelular 1 (ICAM-1) que atraem monócitos para a camada 

subendotelial que se diferenciam em macrófagos e fagocitam as LDLox por 

meio dos receptores scavengers formando células espumosas  que liberam 

citocinas, quimiocinas e ERO agravando o quadro inflamatório e resultando em 

estria gordurosa, que é o primeiro quadro da lesão aterosclerótica (Manning-

Tobin et al., 2009).  

Ocorre também migração de células musculares lisas da camada 

média para a subendotelial, sintetizando colágeno, elastina e proteoglicanos, 

favorecendo o desenvolvimento de uma placa aterosclerótica madura com uma 

capa fibrosa (Steffens e Mach, 2004; Hansson e Libby, 2006), que separa o 

líquido lipídico pró-trombótico do fluxo sanguíneo luminal, chamada de ateroma 

(Steffens e Mach, 2004).  

A ruptura dessa placa é o estágio mais grave da aterogênese, 

podendo levar a um quadro agudo de isquemia, infarto agudo do miocárdio ou 



 

 

11 

 

acidente vascular cerebral (Croce e Libby, 2007). Dessa forma, a procura por 

fármacos e modificações no estilo de vida e na alimentação, se torna 

importantíssima para a prevenção e controle da aterosclerose. Sendo assim, a 

utilização de alimentos que atenuam a dislipidemia, a inflamação e o estresse 

oxidativo, bem como a formação de placas ateroscleróticas, são de grande 

relevância.  

Nos últimos anos, devido à necessidade de encontrar alternativas 

terapêuticas que possam substituir ou contribuir com as terapias 

convencionais, várias investigações concentraram-se sobre os efeitos dos 

alimentos funcionais, como os prebióticos e probióticos, e seus possíveis 

papéis na prevenção e tratamento de diversas doenças crônicas (Pimentel et 

al., 2005). 

Um probiótico muito eficaz e ainda pouco conhecido no Brasil é o 

kefir. O kefir é uma bebida láctea fermentada semelhante ao iogurte, originária 

das montanhas do Cáucaso, região da antiga União Soviética. Apresenta 

aspecto viscoso e um leve sabor azedo e alcoólico (Farnworth, 2005; de 

Oliveira Leite et al., 2013; Ebner et al., 2015), e são formados por uma 

complexa mistura de bactérias e leveduras encapsuladas em uma matriz de 

polissacarídeo, as quais são responsáveis pelo aroma, sabor e textura 

específicos (Marquina et. al., 2002).  

Dentre as várias espécies de bactérias estão os Lactobacillus, 

Streptococcus, Lactococcus, Acetobactere, Leuconostoc e leveduras dos 

gêneros Kluyveromyces, Cândida, Torula e Saccharomyces (Otles; Cagindi; 

Akcicek, 2003; Farnworth, 2005; Jascolka et al., 2013). Tem sido reportada a 

presença de quantidades significativas de piridoxina, vitamina B12, ácido fólico 

e biotina no kefir produzido a partir do leite de vaca, além de determinados 

aminoácidos como valina, leucina, lisina e serina (liberados durante o processo 

de fermentação), e quantidades elevadas do aminoácido alanina quando 

comparadas ao leite que não foi submetido ao processo de fermentação 

(Farnworth, 2005). 

Diversos estudos vêm sugerindo diferentes propriedades funcionais 

atribuídas ao kefir, incluindo redução dos sintomas de intolerância à lactose, 

estimulação do sistema imune, efeito anti-hipertensivo, antimutagênico, 

anticarcinogênico, hipoalergênico, antimicrobiano, regulador do trato 
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gastrointestinal, cicatrizante, hipocolesterolêmico, antioxidante e anti-

inflamatório (Liu et al., 2002; Farnworth, 2005; Lee et al., 2007; Ribic et al., 

2005; Liu et al., 2006; Jascolka et al., 2013).  

Recentemente, Ebner et al. (2015) isolaram vários peptídeos 

presentes nos grãos de kefir, como o Casecidin 17, que possui efeito 

multifuncional exercendo atividade antimicrobiana, inibitória da Enzima 

Conversora de Angiotensina (ECA), imunomoduladora, antioxidante e 

antitrombótico, e por ser um dos peptídeos mais abundantes presentes no kefir, 

se espera que seja de grande importância para a promoção dos efeitos 

antiaterogênicos do kefir. 

Os camundongos sem o gene para o receptor de LDL-C, chamados 

de knockout para receptores de LDL colesterol (LDLr-/-) exibem um nível 

plasmático ligeiramente elevado de colesterol quando mantidos com uma dieta 

de ração padrão, desenvolvendo lentamente o processo aterogênico. 

Entretanto, quando tratados com uma dieta rica em colesterol apresentam 

níveis elevados de colesterol plasmáticos, desenvolvendo rapidamente a 

aterosclerose. Os camundongos LDLr -/- possuem o perfil de lipoproteína do 

plasma semelhante aos humanos, pelo fato de o colesterol estar confinado 

principalmente pela fração de LDL (Zadelaar et al., 2007) por isso se torna uma 

excelente opção para o presente estudo. 

Portanto, considerando o destaque que a aterosclerose possui na 

saúde pública e que o desenvolvimento de alternativas terapêuticas seguras e 

de menor custo é importante para sua prevenção/tratamento, o objetivo deste 

estudo foi avaliar o efeito da fração solúvel do leite fermentado por grãos de 

kefir no desenvolvimento da aterosclerose, particularmente sobre seu efeito 

antioxidante e anti-inflamatório na formação de placa aterogênica em 

camundongos LDLr-/-.  
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METODOLOGIA 

 

Animais experimentais 

Foram utilizados camundongos machos LDLr-/- com peso entre 21-25 

g. Esses animais foram obtidos do Biotério de Pesquisa da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da USP/SP e mantidos pelo Biotério de Pesquisa da 

Universidade Vila Velha Os animais foram mantidos em ambiente com 

iluminação artificial (ciclo claro-escuro de 12h) e temperatura de 22º C de 

acordo com o recomendado pelos biotérios de pesquisa. As gaiolas individuais 

permitiam o livre acesso dos animais à ingestão de água e ração (ração 

Probiotério, Moinho Primor, S.A) e ração hipercalórica (dieta aterogênica, 

RHOSTHER LTDA) ad libitum. 

Grupos e tratamento 

Os animais foram separados nos seguintes grupos experimentais: 

DN= animais LDLr-/- que receberam dieta normal ; DH= animais LDLr-/- que 

receberam dieta hipercalórica (Dieta Aterogênica: Amido de milho, DL-

Metionina, caseína, banha de porco, carbonato de cálcio, celulose, colesterol, 

premix mineral AJN-76, premix vitamínico AJN-93, sacarose, tert-

butilhidroquinona, RHOSTER LTDA); DH Leite= animais LDLr-/- com dieta 

hipercalórica e que receberam tratamento com a fração solúvel do leite (22 

mL/kg) e DH Kefir= animais LDLr-/- com dieta hipercalórica tratados com a 

fração solúvel do leite fermentado pelos grãos de kefir (22 mL/kg), sendo que 

cada grupo experimental foi constituído por 8 camundongos. Os animais 

receberam tratamento via gavage por um período de 30 dias. Os animais dos 

grupos DN e DH foram submetidos ao mesmo estresse da gavage, porém foi 

administrado somente água. 

Preparo do kefir 

 

O kefir (bebida teste) foi preparado no Laboratório de Técnica e 

Dietética da Universidade Vila Velha – UVV, a partir dos grãos de kefir 
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gentilmente cedidos pela professora Célia L. L. F. Ferreira da Universidade 

Federal de Viçosa – UFV. Os grãos de kefir foram adicionados em leite integral 

pasteurizado, posteriormente inoculado com 4% dos grãos de kefir e incubado 

à temperatura de 20-23°C, durante aproximadamente 24 horas, até a formação 

de um fino coágulo. Após a coagulação, os grãos foram recuperados por meio 

de filtração. O filtrado foi mantido sob refrigeração (aproximadamente 15°C) e, 

após 24 horas de incubação, o produto estava pronto para ser utilizado no 

experimento (Ferreira, 1995). 

 

Separação da fração protéica solúvel do leite fermentado por grãos de kefir 

 

A separação da fração solúvel do leite fermentado por kefir foi feita 

de acordo com Tsai et al. (2008), com modificações: O leite fermentado após 

24h de incubação foi aquecido à 98ºC durante 10 minutos, o material insolúvel 

foi removido por centrifugação a 9000g à 4ºC por 10 minutos. Após a 

centrifugação retirou-se o sobrenadante que foi armazenado a uma 

temperatura de -80ºC até o momento de uso. O referido procedimento foi 

repetido para o controle, leite integral pasteurizado e o pH do leite foi ajustado 

para 4, com acético ácido glacial.  

 

Protocolo experimental 

Ao final do período de tratamento, os animais foram eutanasiados e 

amostras de sangue foram retiradas por meio de punção cardíaca para 

análises bioquímicas, de citocinas e quimiocinas. Foi realizada hepatectomia 

total, após indução da morte para as análises de avaliação dos produtos 

proteicos de oxidação avançada (AOPP) e extração da aorta total para 

quantificação de deposição lipídica. 

 

Análises bioquímicas 

O sangue foi retirado por meio de punção cardíaca em tubos secos, 

e o soro separado e mantido a -20ºC para as análises bioquímicas. Colesterol 

total (CT), HDL-C foram determinados usando Kits comerciais (LABTEST, Rio 

de Janeiro, Brasil). Colesterol não HDL-C (nHDL-C)  foi calculado como a 
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diferença entre CT e HDL-C. O nHDL-C representa um índice único de todas 

as lipoproteínas aterogênicas contendo apoB: LDL (Lipoproteína de baixa 

densidade), VLDL (Lipoproteína de muito baixa densidade), IDL (Lipoproteína 

de densidade intermediária) e lipoproteína (a) (Daleprane et al., 2012). 

Preparação “en face” 

A aorta foi dissecada livremente desde o ponto inicial da aorta 

ascendente até a bifurcação ilíaca e armazenada em solução de PBS-formol 

10% à 15ºC. A completa retirada da camada adventícia foi cuidadosamente 

realizada no dia seguinte. Em seguida, o corte inicial foi realizado através da 

curvatura aórtica menor e estendido até a bifurcação ilíaca. O segundo corte foi 

feito simetricamente ao longo da curvatura maior até o nível da artéria 

subclávia. Durante todo o processo tomou-se o cuidado para não deslocar 

lesões ateroscleróticas da superfície intimal. A padronização da dissecação é 

importante para manter intactas as regiões com lesão conforme descrito 

previamente por Paigenet al. (1987) e pormenorizado por Daugherty e Rateri 

(2006). Após o corte, as aortas foram presas em superfície de Etil Vinil Acetato 

(EVA) com pinos de aço para manter sempre o tecido na sua posição plana e 

horizontal.    

Deposição lipídica vascular 

As amostras previamente submetidas à preparação en face foram 

coradas com Oil-Red (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para visualização de 

acúmulos de lipídeos (coloração vermelha).   

Todas as amostras foram submersas em solução alcoólica com o 

Oil-Red à 0,3% por 1 minuto e em seguida lavadas em uma cuba com água até 

retirar todo o excesso do corante vermelho. A análise da deposição lipídica foi 

realizada por meio da intensidade e extensão da coloração vermelha cujas 

imagens foram adquiridas usando uma câmera digital de alta resolução (Canon 

T5 18-55) e posteriormente digitalizadas para análise morfométrica pelo 

software “Image J” (domínio público –National Instituteof Health, USA). Essa 

análise foi realizada por pesquisador cego para os grupos experimentais.  
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Avaliaçãode citocinas e quimiocinas inflamatórias 

As citocinas, interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), interferon- 

γ (IFN-γ), fator de necrose tumoral- α (TNF-α) e interleucina-12p70 (IL-12p70) e 

a quimiocina proteína tipo 1 quimiotática de monócitos (MCP-1) foram 

simultaneamente quantificadas com o auxílio do kit comercial Cytometric Bead 

Array Mouse. Neste teste, seis microesferas (beads) com diferentes 

intensidades de fluorescência são revestidas (capturadas) com anticorpos 

específicos para as proteínas descritas acima. Dessa forma, em um mesmo 

tubo são colocados os beads, anticorpos de detecção conjugados à 

ficoeritrina (PE) e controles padrão ou a amostra de interesse (Menezes et al., 

2012). A análise foi realizada no plasma dos animais. Brevemente, 50 µL da 

suspensão de partículas de captura (beads) foram adicionados aos tubos e 

agitados e, em seguida, foram adicionados 50 µL da amostra a ser analisada e 

também o reagente de detecção de PE. Os tubos foram incubados por 2 horas, 

à temperatura ambiente, protegidos da luz. Decorrido este tempo, em cada 

tubo foi adicionado 1mL de tampão para lavar o excesso do 

fluorocromoficoeritrina, seguido de centrifugação a 300 g por 5 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 300 µL de tampão 

para ser analisado em citômetro de fluxo. Os mesmos procedimentos foram 

realizados para os controles. As amostras foram analisadas no FACSCanto II 

com auxílio dos softwares FACSDiva e FCAPArray (BD Biosciences, San 

Diego, CA, USA). Curvas padrão foram realizadas para 

cada citocina supracitada, utilizando solução do kit. A concentração de 

cada citocina e quimiocina foi determinada pela interpolação com a curva 

padrão correspondente e as concentrações foram fornecidas em pg/mL. 

Avaliação dos produtos proteicos de oxidação avançada (AOPP) 

As análises do conteúdo de AOPP foram realizadas de acordo com 

Witko-Sarsat et al. (1996). Os AOPP são criados em situações de estresse 

oxidativo e analisados em comparação às reações de agentes oxidantes 

clorinados como as cloraminas. Para tanto, foram utilizados 200mg do fígado, 

diluído em 1:5 de solução tampão fosfato salino (PBS) e 10 μL de KI (1,16 M) 

foram adicionados em cada tubo. Logo após 20 μL de ácido acético foram 
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adicionados por 2 minutos. A absorbância da reação foi imediatamente lida em 

340 nm contra o branco contendo 200μL de PBS, 20μL de ácido acético e 10μL 

de KI. O conteúdo de AOPP foi calculado com base numa curva padrão de 0 a 

100 μM realizadas com equivalentes de cloramina T. Os resultados são 

expressos em µmol de equivalentes de cloramina T/L/mg proteína. A 

quantificação de proteína foi realizada pelo método de Bradford (Bradford, 

1976). Nessa medida, as amostras precisaram ser diluídas em 1:10. 

Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 

(E.P.M.). Para análise estatística das variáveis do experimento, as mesmas 

foram submetidas à análise de variância de uma via (ANOVA). A significância 

da diferença entre as médias foi determinada por um teste post hoc pelo 

método de Tukey, ajustado para múltiplas comparações, com significância 

aceita acima de 5% (p<0,05). Para análise estatística e apresentação gráfica 

dos resultados foi empregado o Prism software (Prism6, GraphPad Software, 

Inc., San Diego, CA, USA).  

Aspectos éticos 

O trabalho com os animais ocorreram de acordo com as regras do 

guia para o cuidado e uso de animais de laboratório publicado pelo Instituto 

Nacional de Saúde dos EUA (NHI Publication N 85-23, revised in 1996). Este 

trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA-UVV, 

Protocolo nº 338/2014). 
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RESULTADOS 

 

Análise de deposição lipídica vascular 

A análise morfométrica pelo software “Image J” mostra que o 

tratamento crônico com kefir na dose de 22 mL/kg foi capaz de reduzir a 

progressão de deposição lipídica nestes animais quando comparado com o 

grupo que só recebeu dieta hipercalórica (8±1 vs. 22±2 %, respectivamente; 

Figura 1) ou com o grupo DH Leite (25±2 %). Não houve diferença entre os 

grupos DH Kefir e DN. 

 

 

Figura 1. Análise da deposição lipídica. Painel superior: corte representativos 
de cada grupo experime ntal demonstrando a deposição lipidica avaliada pela 
coloração com Oil-Red. Painel inferior: gráficos de barras mostrando a 
percentagem da área de deposição lipídica em aortas de camundongos 
knockout para receptor de LDL-C (LDLr-/-) com dieta normal (DN) ou tratados 
com dieta hipercalórica (DH) e leite (DH Leite) ou kefir (DH Kefir). Os 
resultados estão expressos como média ± E.P.M.*p<0,05 em relação ao grupo 
DN e #p<0,05 em relação ao grupo DH Leite. 
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Análises bioquímicas de Colesterol Total 

 

A Figura 2 mostra os resultados das análises bioquímicas de 

colesterol total, HDL-C e  nHDL-C nos animais experimentais. O tratamento 

com o kefir não foi capaz de reduzir os níveis de CT nos camundongos quando 

comparado com os que receberam somente a dieta hipercalórica (680±76 vs. 

671±66 mg/dL, respectivamente). Curiosamente, o tratamento com leite foi 

capaz de reduzir a concentração sérica de HDL em comparação ao grupo DH, 

apresentando assim apenas uma tendência na diminuição da 

hipercolesterolemia (573±76 mg/dL). Os níveis de nHDL-C foram maiores nos 

grupos com dieta hipercalórica independente do tratamento (DH=706±49 

mg/dL; DH L= 515±91 e DH K= 617±127) em comparação com o grupo 

controle (120±7). 

 

Figura 2. Análise de colesterol. Gráficos de barras mostrando os parâmetros 
de colesterol total, HDL colesterol (HDL-C) e colesterol não HDL-C (nHDL-C) 
de camundongos knockout para receptor de LDL-C (LDLr-/-) com dieta normal 
(DN) ou tratados com dieta hipercalórica (DH) e leite (DH Leite) ou kefir (DH 
Kefir). Os resultados estão expressos como média±E.P.M.***p<0,001 em 
relação ao grupo DN e #p<0,05 em relação ao grupo DH Leite. 
 
 
Análises de citocinas e quimiocinas inflamatórias 

A dieta hipercalórica determinou aumento da concentração de IL-6 

(236±26 pg/mL), o que foi prevenido pelo tratamento com kefir (137±12 pg/mL; 

p<0,05). Os animais do grupo DH Leite (282±48 pg/mL) não tiveram seus 
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níveis de IL-6 alterados em relação ao grupo DH. Não houve diferença entre os 

grupos DN (158±17 pg/mL) e DH Kefir (Figura 3). 

 

Figura 3. Concentração de IL-6. Gráficos de barras mostrando a concentração 
de IL-6 no soro de camundongos knockout para receptor de LDL-C (LDLr-/-) 
com dieta normal (DN) ou tratados com dieta hipercalórica (DH) e leite (DH 
Leite) ou kefir (DH Kefir). Os resultados estão expressos como 
média±E.P.M.*p<0,05 em relação ao grupo DN e #p<0,05 em relação ao grupo 
DH Leite. 

 

 

Em relação a IL-10 o tratamento com kefir foi capaz de determinar 

aumento desta citocina anti-inflamatória (943±101 pg/mL; p<0,05) em relação 

aos demais grupos experimentais. Não houve diferença entre os grupos DN 

(471±57pg/mL), DH (533±64pg/mL) e DH Leite (540±130 pg/mL) (Figura 4). 
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Figura 4. Concentração de IL-10.  Gráficos de barras mostrando a 
concentração de IL-10 no soro de camundongos knockout para receptor de 
LDL-C (LDLr-/-) com dieta normal (DN) ou tratados com dieta hipercalórica (DH) 
e leite (DH Leite) ou kefir (DH Kefir). Os resultados estão expressos como 
média±E.P.M.#p<0,05 em relação aos demais grupos experimentais. 
 

 

Em relação ao TNF-α o tratamento com o Leite foi capaz de 

determinar uma diminuição desta citocina pró-inflamatória (343±22 pg/mL; 

p<0,05) em relação ao grupo DH (573±37 pg/mL; p<0,05). Não houve diferença 

entre os grupos DN (480±24pg/mL) e DH kefir (502±22 pg/mL) (Figura 5). 

 

Figura 5. Concentração de TNF-α. Gráficos de barras mostrando a 
concentração de TNF-α no soro de camundongos knockout para receptor de 
LDL-C (LDLr-/-) com dieta normal (DN) ou tratados com dieta hipercalórica (DH) 
e leite (DH Leite) ou kefir (DH Kefir). Os resultados estão expressos como 
média±E.P.M.#p<0,05 em relação ao grupo DH. 
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Não foram observadas diferenças nas concentrações de IL-12 

(DN=134±6 pg/mL; DH=187±34pg/mL; DH Leite=215±57pg/mL e DH 

Kefir=173±29 pg/mL), de IFN-γ (DN=40±2 pg/mL; DH=46±4 pg/mL; DH 

Leite=38±2 pg/mL e DH Kefir=47±3 pg/mL) e de MCP-1 (DN=253±26 pg/mL; 

DH=259±34 pg/mL; DH Leite=289±39 pg/mL e DH Kefir=297±25 pg/mL) entre 

os diferentes grupos experimentais (Figuras 8, 9 e 10, respectivamente). 

 

Razão TNF-α/IL-10 

 

O fator de necrose tumoral (TNF-alfa) é a principal citocina pró-

inflamatória encontrada na aterogênese, enquanto a interleucina-10 (IL-10) é a 

principal citocina anti-inflamatória presente. O tratamento crônico com kefir foi 

capaz de reduzir a razão TNF-α/IL-10 em relação aos grupos DN e DH (0,6±0,1 

vs. 1,5±0,2 e 1,5±0,2 pg/mL, respectivamente), como mostra a Figura 6. 

 

 
Figura 6. Razão TNF-α/IL-10. Gráfico de barras mostrando a relação TNF-α/IL-
10, em pg/mL, no soro de camundongos knockout para receptor de LDL-C 
(LDLr-/-) com dieta normal (DN) ou tratados com dieta hipercalórica (DH) e leite 
(DH Leite) ou kefir (DH Kefir). Os resultados estão expressos como 
média±E.P.M.*p<0,05 em relação ao grupo DN e DH. 
 
 

Avaliação dos produtos proteicos de oxidação avançada (AOPP)  
 

Como pode ser observado na Figura 7, tanto o Leite (166±19 

µmol/L/mg de proteína; p<0,05) como o kefir (140±36 µmol/L/mg de proteína; 
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p<0,05) foram capazes de reduzir os AOPP no fígado em relação aos grupos 

DN (700±56 µmol/L/mg de proteína) e DH (724±134 µmol/L/mg de proteína).  

 
Figura 7. Quantificação de AOPP. Níveis de produtos avançados de oxidação 
proteica (AOPP) no fígado de camundongos knockout para receptor de LDL-C 
(LDLr-/-) com dieta normal (DN) ou tratados com dieta hipercalórica (DH) e leite 
(DH Leite) ou kefir (DH Kefir). Os valores estão expressos como 
média±E.P.M.*p<0,05 em relação aos grupos DN e DH. 
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DISCUSSÃO 

 

O principal achado do presente estudo foi a observação de que o 

tratamento de animais LDLr(-/-) com fração solúvel do leite fermentado por 

grãos de kefir determinou redução do desenvolvimento de placa aterogênica 

provavelmente, por efeitos anti-inflamatório e antioxidante, demonstrado pela 

primeira vez, no modelo experimental de aterosclerose utilizado neste estudo.  

Trabalhos que avaliaram o efeito dos compostos obtidos a partir de 

diferentes formas de fermentação do leite sobre a aterosclerose têm sido 

reportados.  Nakamura et al. (2013), ao avaliarem o efeito de peptídeos 

derivados de leite fermentado, Val-Pro-Pro (VPP) e Ile-Pro-Pro (IPP), sobre a 

aterosclerose em camundongos ApoE (-/-), verificaram que houve redução da 

razão entre a área da íntima e da média nas aortas (razão I/M), reduzindo a 

formação de placas. Considerando a solubilidade de VPP e IPP, os mesmos 

poderiam estar presentes na fração solúvel do kefir utilizado neste trabalho, 

ajudando a explicar os efeitos observados na redução da progressão da placa. 

Outro importante composto bioativo obtido do kefir é o kefirano, um 

exopolissacarídeo produzido pelo Lactobacillus kefiranofaciens, o qual é 

isolado dos grãos do kefir (Maeda et al., 2004). Uchida et al. (2010) ao tratarem 

com kefirano, coelhos brancos neozelandeses, previamente alimentados com 

uma dieta rica em colesterol 0,5%, observaram uma redução do tamanho das 

lesões ateroscleróticas em comparação com os coelhos alimentados somente 

com a dieta hipercalórica, via efeitos anti-inflamatório e antioxidante.  

 Entretanto, Jascolka et al. (2013) ao avaliarem o efeito do kefir 

sobre a aterosclerose não observaram redução da placa aterogênica. A 

diferença de resultado desse estudo, para o atual, pode ser atribuída ao fato de 

os autores terem utilizado kefir cultivado em água com açúcar mascavo, o que 

pode mudar completamente o conteúdo de compostos bioativos e/ou as 

bactérias lácteas existentes. De fato, os autores observaram que não houve a 

presença predominante do Lactobacillus kefiranofaciens, que possui efeitos 

imunorreguladores e antioxidante.  Adicionalmente, quando o kefir é 

fermentado em meio aquoso, não se espera a presença de peptídios 

antiaterogênicos. 
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Outra explicação poderia ser o modelo animal de aterosclerose 

diferente, onde foi usado camundongo Knockout para apolipoproteína E 

[ApoE(-/-)]. Esses animais apresentam um perfil de desenvolvimento de 

dislipidemia e de placa de aterosclerose diferente dos animais LDLr(-/-), sendo 

mais rápido e atingindo níveis mais elevados de colesterol (Zadelaar et al., 

2007). 

Uma possível explicação para a ação do kefir no presente estudo 

poderia ser pela redução dos níveis de colesterol plasmáticos nestes animais. 

Porém, não obtivemos resultado de redução dos níveis de CT nos 

camundongos tratados com kefir. Nakamura et al. (2013), avaliaram o efeito de 

peptídeos derivados do leite fermentado, Val-Pro-Pro (VPP) e Ile-Pro-Pro (IPP) 

sobre a aterosclerose em camundongos deficientes da apolipoproteína E [ApoE 

(-/-)], e também não observaram diferença entre CT, triglicerídeos, HDL-C e 

glicose comparado ao grupo controle.  

Porém, vários artigos citam o efeito hipocolesterolêmico dos 

probióticos in vivo. Xie et al. (2011) avaliaram o efeito de Lactobacillus 

plantarum 9-41-A e Lactobacillus fermentum M1-16 presentes no kefir em ratos 

Sprague-Dawley tratados com uma dieta hipercalórica e obtiveram significativa 

redução de colesterol nestes animais. Eles também avaliaram as 

concentrações de colesterol e ácido biliar fecal, e foi observada uma maior 

excreção fecal de ácidos biliares nas fezes dos ratos tratados com bactérias de 

acido láticas (BAL). Em relação aos nossos resultados de CT, por não 

encontrarmos diferença entre os grupos, esse resultado poderia ser justificado 

pela ausência destes Lactobacillus, uma vez que no processo de obtenção da 

fração solúvel, o leite fermentado com Kefir é aquecido à 98º C e os mesmos 

não sobrevivem a essa temperatura.  

Alguns trabalhos têm proposto que os diferentes resultados obtidos 

em estudos humanos e em animais sobre o efeito hipocolesterolêmico de BAL 

poderia ser devido à variação de diferentes estirpes de bactérias e lactobacilos 

utilizados na fermentação (Agerbaeket al., 1995), variando características 

clínicas dos pacientes e animais, doses e tempo de tratamento (Wang et al., 

2009). Entretanto, é importante ressaltar que diversas outras hipóteses têm 

sido relatadas, e que o real efeito dos probióticos na hipercolesterolemia ainda 

não é totalmente elucidado (Lourens-Hattingh, Viljoen, 2001). 
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Desta forma, outros possíveis mecanismos para a redução do 

desenvolvimento de placa aterogênica através da fração solúvel do kefir foram 

investigados no presente estudo. A fração solúvel apresentou importante 

aumento da concentração da IL-10 (figura 4), citocina anti-inflamatória, além de 

redução da concentração da IL-6 (figura 3), citocina inflamatória, e da razão 

TNF-α/IL-10 (figura 6); o que indica que, apesar de não ter ocorrido alteração 

das concentrações das demais citocinas inflamatórias, houve um desvio do 

equilíbrio dessas citocinas para o braço anti-inflamatório. Lactobacillus 

kefiranofaciens M1 é uma das BAL predominantes em kefir e vários estudos 

indicaram a utilidade desta nova bactéria como um probiótico devido ao seu 

potencial de imunomodulação e anti-alérgico (Hong et al., 2010). Chen et al. 

(2012) investigaram os efeitos de Lactobacillus kefiranofaciens M1 nas células 

epiteliais do intestino in vivo, tratados com dextrano sulfato de sódio (DSS) que 

induz colite, e observaram que o  Lb. kefiranofaciens M1 inibiu 

significativamente a produção das citocinas pró-inflamatórais IL-1β e TNF-α 

induzida por DSS, e aumentou a produção da citocina anti-inflamatória e 

reguladora IL-10 em comparação com o grupo que só recebeu DSS. A Ação 

anti-inflamatória dos peptídeos presentes no kefir vem sendo comprovada em 

estudos recentes, onde foram identificados 236 peptídeos originados 

exclusivamente do leite fermentado pelos grãos de kefir, e não do leite puro, 

indicando que o processo de fermentação e separação da fração solúvel 

aumenta a atividade proteolítica e também a fração de peptídeos em relação 

ao leite não fermentado (Ebner et al., 2015). 

TNF-α é uma citocina pró-inflamatória com atividade antitumoral, e 

está associada à disfunção endotelial em níveis elevados, através da produção 

de ERO. A lesão de células endoteliais pode ser induzida por apoptose celular 

ou por deficiência no relaxamento dependente do endotélio, causada em 

grande parte pela diminuição da biodisponibilidade de óxido nítrico (NO). A 

enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) é a responsável pela formação 

de NO, e seu desacoplamento induz a diminuição da produção de NO e 

aumento da produção de ERO, que converte NO em peroxinitrito, levando a 

uma deficiência no endotélio eNOS-dependente (Beckman e Koppenol, 1996).  

Em contrapartida, a IL-10 que é uma citocina anti-inflamatória, desempenha um 

papel crucial para suprimir a produção de citocinas pró-inflamatórias, como o 
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TNF-α. Sendo assim, a razão entre TNF-α/IL-10 é de grande importância para 

determinar o equilíbrio entre as citocinas pró e anti-inflamatórias (Zemse et al., 

2010; Goossens et al., 1995). Em um estudo in vivo e in vitro, foi observado os 

efeitos adversos do TNF-α no endotélio da aorta de camundongos, e foi 

verificado que a expressão do óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) foi 

reduzida pelo TNF-α, e a IL-10 foi capaz de reestabelecer essa expressão, 

mostrando que a IL-10 pode impedir a deficiência no vasorrelaxamento 

dependente do endotélio causado pelo TNF-α (Zemse et al., 2010). Portanto, 

parece razoável inferir que a diminuição da razão TNF-α/IL-10 (Figura 6) pode 

ter contribuído para uma menor disfunção endotelial e conseqüente diminuição 

da placa aterogênica nos animais tratados com a fração solúvel do leite 

fermentado pelos grãos de kefir.  

Outra explicação para o resultado encontrado para o grupo kefir 

seria o seu efeito antioxidante. Um desequilíbrio entre a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ERO) e a capacidade antioxidante do organismo 

caracteriza o estresse oxidativo (Wassmann et al., 2004). A relação entre 

aterosclerose e estresse oxidativo já vem sendo evidenciada em vários 

estudos.  

A modificação de lipoproteínas no plasma resulta em oxidação 

destas lipoproteínas (LDLox) pelas ERO, tendo um importante papel na 

patogênese da aterosclerose, danificando diretamente as células endoteliais, 

promovendo o recrutamento de monócitos e sua transformação em 

macrófagos, onde são formadas as células espumosas e estrias gordurosas 

(Roberts e Cooper, 2001). A ação antioxidante do kefir já foi demonstrada em 

outros estudos. Cenesiz et al. (2008) observaram que camundongos suíços 

com criptas colônicas aberrantes, induzidas por azoximetano, e tratados com 

kefir-leite ad libidum, preveniu a peroxidação lipídica no fígado e no cólon 

desses animais quando comparados com o controle positivo que não recebeu o 

kefir. O mesmo potencial antioxidante foi relatado por Nagira et al. (1999), em 

que houve uma proteção aos danos oxidativos em células de melanoma 

humano submetidas à irradiação ultra-violeta (UV) tratadas com kefir-leite. De 

forma semelhante, no presente estudo, o grupo que recebeu apenas a fração 

solúvel do leite também teve redução da formação de AOPP no fígado, que 

pode ser explicado pela possível presença de compostos antioxidantes no leite, 
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como a caseína, que inibe a peroxidação lipídica e a formação de substâncias 

reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS), assim como o soro do leite também 

inibe a formação de TBARS e a captação de oxigênio (Chen et al., 2000).  

Adicionalmente, vários tipos de sais minerais, vitaminas e ácidos graxos de 

cadeia curta podem ser absorvidos no plasma e contribuir para o efeito 

antioxidante do leite (O’Brien et al., 2000).  

Em resumo,  o leite fermentado por grãos de kefir e seus 

peptídeos exercem efeito na diminuição e prevenção do desenvolvimento da 

placa aterogênica em camundongos LDLr-/-, sem afetar os níveis de lipídios 

plasmáticos, através de seu efeito anti-inflamatório e antioxidante encontrado 

em nossos resultados.  
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APÊNDICE 

 

 

Figura 8: Concentração de IL-12. Gráficos de barras mostrando a 
concentração de IL-12 no soro de camundongos knockout para receptor de 
LDL-C (LDLr-/-) com dieta normal (DN) ou tratados com dieta hipercalórica (DH) 
eleite (DH Leite) ou kefir (DH Kefir). Os resultados estão expressos como 
média±E.P.M. 
 
 
 
 

 
Figura 9: Concentração de IFN-γ. Gráficos de barras mostrando a 
concentração de IFN-γ no soro de camundongos knockout para receptor de 
LDL-C (LDLr-/-) com dieta normal (DN) ou tratados com dieta hipercalórica (DH) 
eleite (DH Leite) ou kefir (DH Kefir). Os resultados estão expressos como 
média±E.P.M. 
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Figura 10: Concentração de MCP-1. Gráficos de barras mostrando a 
concentração de MCP-1no soro de camundongos knockout para receptor de 
LDL-C (LDLr-/-) com dieta normal (DN) ou tratados com dieta hipercalórica (DH) 
eleite (DH Leite) ou kefir (DH Kefir). Os resultados estão expressos como 
média±E.P.M. 
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