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RESUMO 

 

INTRODUÇÃO – O efeito protetor desempenhado pelos probióticos no 

desenvolvimento de diversas doenças hepáticas e intestinais vem sendo 

demonstrado em uma série de estudos tanto experimentais quanto clínicos. A 

presença no intestino é um pré-requisito para que o probiótico tenha sua ação 

efetiva. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi determinar uma dose 

efetiva de probiótico Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) capaz de promover 

colonização intestinal em modelo experimental de zebrafish wild type adulto.  

METODOLOGIA – Os peixes foram divididos em 4 grupos (8 peixes/grupo), 

sendo testadas 3 diferentes doses de probiótico: 0,4 mg/animal/dia, 1 

mg/animal/dia e 2 mg/animal/dia, além de um grupo controle que não recebeu 

probióticos. Após 14 dias de experimento, os animais foram eutanasiados e 

coletados seus intestinos, sendo feitas as análises de PCR com primers 

específicos e avaliação microbiológica em placa.  

RESULTADOS - A partir das análises com os intestinos coletados, a dose de 1 

mg/animal/dia foi a que apresentou crescimento mais homogêneo quando 

comparado às outras doses.  

CONCLUSÃO - Neste estudo foi possível testar diferentes doses do probiótico 

LGG no modelo experimental de zebrafish. Após todas as análises, a dose de 1 

mg/animal/dia do probiótico demonstrou ser mais efetiva na colonização 

intestinal. 

Palavras-chave: Probióticos, Microbiota, Colonização, Zebrafish. 
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INTRODUÇÃO 

 

Os probióticos são microrganismos vivos, que quando consumidos em 

quantidade suficientes, podem tornar-se benéficos ao hospedeiro (FAO/WHO, 

2001). Podem ser adicionados no preparo de diversos alimentos, produtos, 

suplementos dietéticos e medicamentos. As cepas de probióticos são 

identificadas segundo seu gênero, espécie, subespécie (se corresponder) e 

uma denominação alfanumérica que identifica uma cepa específica. Os 

probióticos alteram a comunidade bacteriana intestinal aumentando o número 

de bactérias anaeróbias benéficas e diminuindo a população de 

microrganismos potencialmente patogênicos, o que afeta o ecossistema 

intestinal estimulando os mecanismos imunes da mucosa e os não-imunes 

através de um antagonismo e concorrência com os patogênicos potenciais. 

Pensa-se que esses fenômenos conduzem a efeitos benéficos, inclusive a 

redução da incidência e gravidade da diarreia, a patologia que mais se 

beneficia do uso de probióticos (CARUFFO et al., 2015; GUARNER; ELLEN 

SANDERS, 2017; JAIN; GUPTA; JAIN, 2014; WHO, 2015). 

Em relação ao uso de probiótico nas doenças hepáticas, estudos têm 

demonstrado um efeito protetor contra o aparecimento da esteatose, uma 

melhora do perfil metabólico (CANO et al., 2013; SCHNEIDER et al., 2014) e 

uma redução dos níveis de aspartato aminotransferase (AST) e alanina 

aminotransferase (ALT) (LOGUERCIO et al., 2002; WAGNERBERGER et al., 

2013). Quanto à relação entre probióticos e doenças hepáticas em um público 

infantil, um estudo com crianças portadoras de doença hepática pelo fator 

obesidade, foi submetido à suplementação de LGG por oito semanas, 

mostrando redução significativa de AST, quando comparado ao grupo placebo 

(VAJRO et al., 2011). Em relação à doença hepática alcoólica, a utilização de 

LGG também tem demonstrado resultados positivos. Schneider e 

colaboradores avaliaram a exposição de LGG a partir de um modelo com 

etanol, demonstrando reduções dos níveis séricos de triglicerídeos, colesterol e 

esteatose hepática em zebrafish (SCHNEIDER et al., 2014). 
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O probiótico Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) como uma bactéria 

Gram-positiva, pertencente ao filo Firmicutes, apresentando características 

como o crescimento preferencial anaeróbico, a produção de substâncias 

antibacterianas e a fermentação de xilose, trealose, sorbitol, manitol, glicose, 

frutose, ramnose, entre outros. O LGG também é conhecido por prevenir a 

disfunção da barreira intestinal causada por reações inflamatórias e reduzir a 

infecção intestinal e diarreia (DONATO et al., 2010).  

O número de pesquisas experimentais com zebrafish (Danio rerio) vêm 

crescendo nos últimos 20 anos (AMALI et al., 2006; THAKUR et al., 2011). 

Também conhecido como paulistinha, é um peixe pequeno de água doce. 

Apresenta diversas vantagens como modelo experimental, como facilidade de 

manejo, reprodução e manutenção. Apresenta excelente homologia anatômica, 

imunológica, fisiológica e molecular com mamíferos (PARNG et al., 2002). O 

fígado dos peixes e dos mamíferos possuem as mesmas funções metabólicas, 

como no processamento e armazenamento de nutrientes, síntese de enzimas e 

cofatores, formação de bile e metabolismo de composto xenobióticos 

(SHIMADA et al., 2015). A diferença mais significativa entre o fígado dos 

mamíferos e dos peixes teleósteos é a inexistência do clássico lóbulo hepático, 

com os respectivos espaços-porta. O peixe possui veia porta, artérias 

hepáticas e ductos biliares que, no entanto, estão distribuídos aleatoriamente 

no parênquima hepático (TAO; PENG, 2009). 

A utilização do zebrafish foi padronizado no Centro de Pesquisa 

Eexperimental do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (CPE-HCPA) desde 

2007 (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012). Outro estudo padronizou a 

melhor forma da coleta de sangue no zebrafish (PEDROSO et al., 2012), e 

ainda, foi avaliado o efeito da taurina na esteatose hepática induzida por 

tioacetamida (HAMMES et al., 2012).  
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FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

Probióticos 

Os probióticos são microrganismos vivos que quando consumidos em 

quantidade suficientes podem tornar-se benéficos ao hospedeiro, e podem ser 

adicionados no preparo de diversos alimentos, produtos, suplementos 

dietéticos e medicamentos. Tais probióticos afetam o ecossistema intestinal 

estimulando os mecanismos imunes da mucosa, interagindo com 

microrganismos comensais ou potencialmente patogênicos, gerando produtos 

metabólicos finais, como ácidos graxos de cadeia curta, e se comunicando com 

as células do hospedeiro através de sinais químicos. Estes mecanismos podem 

conduzir ao antagonismo de patógenos potenciais, a melhorar o ambiente 

intestinal, fortalecer a barreira intestinal, à regulação negativa da inflamação e 

à regulação positiva da resposta imune a desafios antigênicos. Estima-se que 

esses fenômenos conduzem a efeitos benéficos, inclusive redução da 

incidência e gravidade da diarreia, a patologia que mais se beneficia do uso de 

probióticos (GUARNER; ELLEN SANDERS, 2017). 

De acordo com a legislação brasileira, os probióticos são definidos como 

suplementos alimentares microbianos vivos que afetam beneficamente o 

organismo pela melhora do seu balanço microbiano (ANVISA, 2003). Os 

probióticos estão disponíveis como suplementos alimentares, na forma de pó, 

cápsulas e tabletes, ou em alimentos, como iogurtes, queijos, leites 

fermentados e não fermentados, em sumos e bebidas de soja, ou ainda em 

produtos terapêuticos, onde são adicionados liofilizados (BOSSCHER et al., 

2009).  

As propriedades das bactérias probióticas estão relacionadas não 

somente com o gênero da bactéria, mas especialmente com sua cepa. Uma 

cepa específica produz benefícios específicos, assim o efeito de uma cepa 

bacteriana não pode ser extrapolado para outras do mesmo gênero  

(GUARNER; MALAGELADA, 2003). As cepas de probióticos são identificadas 

segundo seu gênero, espécie, subespécie (se corresponder) e uma 

denominação alfanumérica que identifica uma cepa específica, por exemplo, 
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Lactobacillus casei DN114001 ou Lactobacillus rhamnosus GG ATCC53103 

(GUARNER; ELLEN SANDERS, 2017). 

 

 

Probiótico: Lactobacillus rhamnosus GG 

O Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), ATCC 53103, foi originalmente 

isolado a partir de amostras fecais humanas por Sherwood Gorbach e Barry 

Goldwin, por isso as letras GG em seu nome. Bactéria Grampositiva e 

anaeróbia, o LGG foi identificado como uma potencial estirpe probiótica, 

inicialmente devido à sua excelente resistência ao ácido biliar e boa 

capacidade de adesão à camada epitelial intestinal (KANKAINEN et al., 2009). 

A nomenclatura da espécie deriva da capacidade do LGG para metabolizar e 

fermentar a ramnose, uma característica bioquímica que é usada para 

identificar esta espécie de Lactobacillus. 

O efeito sobre o sistema imunológico é explicado pela estimulação e 

produção de citocinas diferentes, tais como TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12, 

IFN-γ e uma proteína particular, p40, segregada por Células GG de L. 

rhamnosus que podem reduzir o estado inflamatório e a apoptose das células 

epiteliais intestinais (CLAES et al., 2012). Portanto, LGG é bem caracterizada e 

é conhecido por ter vários efeitos anti-inflamatórios (KHAILOVA et al., 2017). 

Como apresenta excelente efeito de adesão à mucosa intestinal, o LGG 

é frequentemente selecionado como candidato a probiótico para a prevenção e 

tratamento de infecções gastrointestinais e diarreia. Os efeitos de 

suplementação oral de LGG apresentam diminuição de sintomas como dor 

abdominal e diarreia, tanto em um público infantil quanto em adultos (SEGERS; 

LEBEER, 2014). 

 

Microbiota 

A microbiota intestinal tornou-se uma fonte de estudo extremamente 

importante para o conhecimento e tratamento de muitas patologias. Uma 

questão que ainda está em aberto é se o trato gastrointestinal (TGI) é um órgão 

estéril ao nascimento e que iria adquirindo microrganismos logo após o parto. 
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Mas o fato é que o microambiente do TGI pode ser modulado por uma série de 

fatores ambientais como a dieta, medicamentos, exercício, entre outros 

(BOUTER et al., 2017). Embora tenha essa característica, sabe-se que a 

microbiota é bastante estável e tende sempre a retornar às suas características 

basais. 

Dentre as principais funções da microbiota, destacam-se a 

imunomodulação, contribuição nutricional e resistência à colonização por 

bactérias patogênicas, metabolização de compostos tóxicos, inibindo agentes 

patogênicos, além do processamento de alimentos, digestão de 

polissacarídeos não digeríveis complexos e síntese de vitaminas. Sofre 

alterações por fatores externos e internos como o meio ambiente, antibióticos, 

sistema imunológico, genético, probióticos, prebióticos e a dieta (PAIXÃO; 

CASTRO, 2016). Distúrbios da microbiota residente têm sido relacionados com 

uma lista cada vez maior de enfermidades (QUIGLEY, 2013). A dieta exerce 

importante influência sobre a microbiota nos diferentes estados de doenças e 

identificam vários metabólitos microbianos que orquestram os aspectos cruciais 

do diálogo entre microrganismo e o hospedeiro. Descobertas recentes 

identificaram perfis e metabólitos específicos da microbiota como preditores de 

risco de doença, bem como determinar as espécies microbianas que se 

correlacionam com a saúde e a doença (JOYCE; GAHAN, 2014).  

A importância da manutenção de uma microbiota intestinal saudável tem 

sido reconhecida de maneira empírica há bastante tempo, porém recentemente 

tem se dado uma atenção específica ao potencial dos probióticos como 

agentes preventivos e terapêuticos. As comunidades residentes que compõem 

a microbiota são conhecidas como autóctones, porém, também existem 

comunidades transitórias, que se estabelecem apenas durante um determinado 

período. Entre estes microrganismos transitórios, estão os probióticos, a 

maioria dos quais não coloniza permanentemente o trato digestivo (GUARNER; 

MALAGELADA, 2003; NAVA; STAPPENBECK, 2011). 

Dentre as principais bactérias que compõe a microbiota entérica estão 

as benéficas e/ou probióticas e as patogênicas. Como exemplo de probióticas, 

temos as Bifidobactérias e Lactobacilos (Bacteroides spp., Bifidobacterium 
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spp., Lactobacillus spp.), e para as nocivas podem ser citadas a 

Enterobacteriaceae e Clostridium spp. São encontrados também na microbiota 

entérica a Eubacterium spp., Fusonbacterium spp., Peptostreptococcus spp., 

Ruminococcus (SANTOS; VARAVALLO, 2011). 

 

Microbiota, Inflamação e Doença Hepática 

Pela importância do órgão, as doenças do fígado compreendem muitos 

das mais relevantes doenças de saúde pública. Embora as doenças que 

afetem o fígado sejam bastante complexas, pois envolvem o papel central do 

fígado no metabolismo e na desintoxicação, as principais classificações de 

doença hepática incluem doença hepática alcoólica (DHA), doença hepática 

gordurosa não alcoólica (DHGNA), hepatites e câncer. Embora o 

desenvolvimento e o resultado da doença sejam ditados pela genética do 

hospedeiro, há influência de uma variedade de fatores ambientais, como dieta, 

infecção e consumo de álcool, sendo que os mecanismos pelos quais todos 

esses fatores afetam a suscetibilidade à doença podem ser vistos do prisma da 

inflamação (CHASSAING; ETIENNE-MESMIN; GEWIRTZ, 2014). 

Muitas doenças do fígado estão associadas a marcadores elevados de 

inflamação, especialmente citocinas pró-inflamatórias, que supostamente 

desempenham papel no desenvolvimento de tais doenças. Os estudos apoiam 

a ideia de que a microbiota desempenha um importante papel na inflamação, e 

consequentemente, nas doenças hepáticas. A alteração da composição da 

microbiota intestinal e/ou da permeabilidade intestinal pode resultar em 

produtos microbianos que ativam receptores que impulsionam a expressão 

gênica pró-inflamatória, promovendo a doença hepática (CHASSAING; 

ETIENNE-MESMIN; GEWIRTZ, 2014).  

Pensando em estratégias que buscam diminuir o estado inflamatório, um 

ponto importante a se destacar é que o antagonismo da sinalização imune 

inata pode resultar em maior disbiose bacteriana e consequentemente 

impulsionar a expressão gênica de alguns pró-inflamatórios em alguma 

proporção.  Assim, pode ser mais eficaz direcionar diretamente à microbiota 

intestinal para restaurá-la a um estado mais saudável, o que presumivelmente 
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invocaria uma expressão gênica pró-inflamatória reduzida no hospedeiro. 

Sendo tal restauração e/ou manipulação feita a partir de probióticos, entre 

outros como prebióticos, antibióticos e/ou transplante de microbiota. Em ratos 

com DHGNA induzida a partir de frutose, o tratamento com Lactobacillus casei 

Shirota foi um fator de proteção contra o desenvolvimento da doença 

(WAGNERBERGER et al., 2013). Já em ratos com DHA induzida com álcool 

por gavagem, o tratamento com Lactobacillus rhamnosus GG foi associado 

com redução de marcadores de estresse oxidativo intestinal e hepático, 

inflamação e preservação da função da barreira intestinal, ou seja, um fator de 

proteção contra a doença em questão (FORSYTH et al., 2009). 

 

Modelo experimental zebrafish 

O zebrafish (Danio rerio) é um peixe teleósteo (2 ~ 4 cm) de água doce 

que vem sendo utilizado amplamente em pesquisas científicas como modelo de 

vertebrados. Sua utilização se justifica devido à facilidade de manutenção, 

manipulação e relativo baixo custo (BRIGGS, 2002; SCHNEIDER et al., 2009). 

Os animais são pequenos, logo ocupam espaços físicos menores, têm curto 

ciclo de vida, possuem homologia anatômica, imunológica, fisiológica e 

molecular com mamíferos (MCGRATH; LI, 2008). 

 

 

Figura 1. Modelo experimental zebrafish 

 

O zebrafish é bastante utilizado como modelo de experimentação para o 

estudo de doenças hepáticas, devido ao fígado desse peixe exercer as 

mesmas funções metabólicas que os fígados dos mamíferos. O fígado de 

peixes e mamíferos é semelhante, visto que ambos são encapsulados, 
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apresentam sinusóides, e o suprimento sanguíneo é proveniente de ramos da 

artéria hepática e veia porta (GOESSLING; SADLER, 2015; WOLF; WOLFE, 

2005). Entretanto, há diferenças, esse órgão, em peixes, não se arranja em 

espaços porta e os hepatócitos estão organizados em túbulos que vão de 

encontro aos ductos biliares e não em colunas, como nos mamíferos 

(GOESSLING; SADLER, 2015).  

O fígado do zebrafish está totalmente formado em 72 horas após a 

fertilização (PASSERI et al., 2009). Embora haja algumas diferenças entre o 

fígado desses animais e o humano, de uma forma geral, há mais semelhanças 

do que diferenças, principalmente em relação à anatomia, fisiologia e 

características bioquímicas (WOLF; WOLFE, 2005). 

O trato digestivo do zebrafish adulto é assim composto: boca, faringe, 

esôfago, intestino e ânus, não possuindo estômago. O esôfago se diferencia 

em intestino, consistindo em um tudo longo inicialmente largo e 

progressivamente mais estreito no sentido rostral-caudal. O intestino preenche 

a cavidade abdominal e possui três divisões funcionais: anterior, média e 

posterior. A porção anterior, também conhecida como bulbo intestinal, é onde 

se encontram as principais enzimas responsáveis pela digestão, sendo o 

principal local de digestão de lipídios e proteínas (MUDUMANA et al., 2004). 

Como o bulbo intestinal do zebrafish não possui glândulas gástricas, o pH 

intestinal não costuma ficar abaixo de 7,5 (NALBANT et al., 1999).  

O bulbo, a porção média e o terço anterior caudal do intestino 

correspondem ao intestino delgado dos mamíferos, e a porção posterior 

corresponde ao intestino grosso, onde se acaba no ânus (WANG et al., 2010). 

Se comparado com o intestino dos mamíferos, o intestino do zebrafish 

apresenta uma arquitetura simples, mas com a região das vilosidades 

homóloga em estrutura e função. O segmento posterior do intestino possui 

maior quantidade de microrganismos do que o segmento anterior, como nos 

mamíferos (RAWLS; SAMUEL; GORDON, 2004). 
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JUSTIFICATIVA 

 

 A microbiota tem se demonstrado como uma das grandes fontes de 

estudo e produção científica na área da saúde nos últimos anos, pois 

apresenta relevância clínica em um grande espectro de doenças, explicada por 

sua função imune.  Os resultados obtidos na utilização do probiótico como 

agente terapêutico em diversas doenças hepáticas e intestinais têm 

concretizado a sua importância para a saúde, dada sua atividade 

imunomoduladora e protetora junto a microbiota intestinal, além da relativa 

acessibilidade e segurança do produto. Por outro lado, negligenciar a 

importância da utilização de probióticos pode significar deixar de lado uma 

promissora terapia a diferentes doenças em diferentes níveis de 

desenvolvimento.  

 Como a pesquisa científica busca elucidar a realidade para analisá-la de 

uma forma efetiva e verdadeira, este trabalho busca encontrar uma dose 

efetiva de (LGG) para a colonização intestinal do modelo zebrafish, para que 

assim seja dado seguimento às pesquisas envolvendo tal probiótico com este 

promissor modelo experimental. 

Vale salientar que este trabalho serve como parte de um trabalho maior, 

onde, uma vez estabelecida a dose efetiva, o probiótico LGG foi adicionado à 

ração dos animais para avaliar seu efeito protetor na esteatose induzida por 

etanol em um modelo de Doença Hepática Alcoólica (DHA) em zebrafish. Para 

isto, foi necessário determinar uma dose efetiva na colonização intestinal do 

probiótico (LGG) no modelo de zebrafish. 
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OBJETIVO 

 

Determinar a dose efetiva do probiótico Lactobacillus rhamnosus GG 

(LGG) para promover colonização intestinal de zebrafish wild type adulto. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Peixes e condições experimentais 

Os peixes zebrafish wild type adultos foram adquiridos de um 

comerciante local em Porto Alegre, RS, Brasil. Os animais passaram por um 

período de adaptação (15 dias) no novo local, sendo estes aclimatados e 

observados. Nesse período ocorre maior mortalidade devido ao estresse do 

animal pelo transporte e novo ambiente, assim animais doentes podem ser 

detectados e retirados. O ambiente é climatizado e os aquários possuem 

sistemas de filtragem e aeração, termostatos e termômetros. Os peixes adultos 

foram mantidos em aquários com a densidade de no máximo 5 peixes/litro de 

água, com ciclo de luz de 14 horas, alimentados com ração específica e 

mantidos em temperatura entre 28 ± 2°C. Semanalmente foram verificados os 

parâmetros de qualidade da água dos aquários: pH, presença de nitratos e 

nitritos, amônia e oxigênio dissolvido.  

 

Alimentação 

Os animais foram alimentados com ração granulada na frequência de 4 

vezes ao dia em 5 dias da semana, e 2 vezes ao dia em 2 dias da semana. Foi 

utilizado 7% do peso do peixe para cálculo da quantidade diária de ração 

oferecida ao animal, o que equivale a aproximadamente 51 kcal/peixe/dia. A 

composição do alimento foi: 60% farinha de soja, 31% farinha de milho, 5% 

farinha de peixe, 0,5% óleo de soja e o restando em um mix de vitaminas e 

minerais.  

 

Local do estudo 

Este projeto foi desenvolvido majoritariamente no Laboratório 

Experimental de Hepatologia e Gastroenterologia no Centro de Pesquisa 

Experimental do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, utilizando como áreas de 

apoio a Unidade de Experimentação Animal, Unidade de Análises Moleculares 

e de Proteínas, Laboratório de Patologia Experimental e o Laboratório de 

Pesquisa em Resistência Bacteriana.  
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Desenho experimental 

Foram avaliados 4 grupos e 3 doses de probiótico – 0,4 mg, 1 mg e 2 mg 

– por 14 dias, sendo a administração do probiótico Lactobacillus 

rhamnosus GG (Culturelle®, Amerifit, Cromwell, CT), ATCC 53103, em pó junto 

à alimentação, misturado com a ração em flocos. Foi utilizado n = 6 animais por 

grupo, somados a 20% de animais como faixa de segurança para a 

mortalidade, totalizando 32 peixes. 

 

Anestesia, eutanásia e coleta das amostras 

Após a realização do experimento, todos os grupos foram anestesiados 

por imersão em tricaína, na concentração de 400μg/ml de água, e mortos por 

exsanguinação. Já exanguinados pela veia retro orbital, o intestino foi 

devidamente coletado e armazenado para realização das análises intestinais: 

avaliação microbiológica das colônias e PCR para confirmação da cepa. 

 

Análises intestinais

A avaliação microbiológica das colônias se deu por técnica de 

esgotamento por estrias, 20 μl do homogeneizado intestinal de cada amostra 

foi dispensado em placa de Petri identificada, contendo Agar Lactobacilli MRS 

(de Man, Rogosa, Sharp, Difco ®), preparado de acordo com as 

recomendações do fabricante. O meio MRS é específico para Lactobacillus. O 

inóculo foi espalhado com alças esterilizadas descartáveis uniformemente na 

superfície da placa. As semeaduras foram realizadas em triplicata, em câmara 

de fluxo contínuo e as placas incubadas em ambiente de microaerofilia a 37°C 

por 48 horas. Posteriormente, foi realizada uma comparação entre as 

características fenotípicas das semeaduras dos intestinos dos peixes e a 

semeadura processada somente com a cepa pura do LGG, como controle 

positivo. A quantificação das UFC (Unidades Formadoras de Colônias) foi 

realizada por contagem direta do número de colônias após 36 horas de 

incubação.  
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Também foi realizado qtPCR-RT a fim de confirmar a identificação da 

cepa do Lactobacillus rhamnosus GG no intestino com primers espécie-

específicos complementares à seqüência de L. rhamnosus 16S ribossomal 

DNA (TGCATCTTGATTTAATTTTG, foward; CCGTCAATTCCTTTGAGTTT, 

reverso). As condições de amplificação da PCR foram as seguintes: amostras 

com um volume final de 50 μl contendo 5 µL de DNA, 67 mM Tris-HCl, 16 mM 

(NH4)2SO4, 0,01% (w/w) Tween-20 (pH 8,8 a 25ºC), 1,5 mM MgCl2, 0,25 mM 

dNTP, 1 pmol de cada primer e 2,5 U de enzima Super-Term. A amplificação 

por PCR foi realizada em termociclador. O protocolo de amplificação consistiu 

em incubação a 94°C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de amplificação: 40 

segundos de desnaturação a 94°C, 30 segundos de anelamento ( 62°C nos 

ciclos 1 a 10, a 60°C nos ciclos 11 a 20, e a 58°C nos ciclos 21 a 30), 60 

segundos de síntese a 72°C e  uma  extensão final  de 10 minutos a 72°C. Os 

produtos da PCR foram avaliados num gel de agarose a 2% em 0,5% de 

tampão de Tris - borato – EDTA. 

 

 

Aspectos éticos 

Todos os procedimentos foram realizados em conformidade com a 

legislação vigente no Brasil (Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008) que 

estabelece procedimentos para o uso de animais e segue regulamentos da 

utilização humanitária dos animais das resoluções normativas n°12 (Diretriz 

Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais para Fins Científicos e 

Didáticos - DBCA) e n°13 (Diretrizes da Prática de Eutanásia) do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal - CONCEA.  
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RESULTADOS 

 

Após 14 dias de experimento, os animais foram eutanasiados e 

coletados seus intestinos para análises posteriores.  

Foram utilizados os primers espécie-específicos complementares à 

seqüência de L. rhamnosus 16S ribossomal DNA 

(TGCATCTTGATTTAATTTTG, foward; CCGTCAATTCCTTTGAGTTT, reverso) 

para confirmação da presença do probiótico Lactobacillus rhamnosus GG 

(LGG), ATCC 53103, no intestino do zebrafish, onde a confirmação do mesmo 

se dá como ilustra a figura 2. 

 

 
 

Figura 2: PCR com primers específicos para confirmação de cepa de LGG – Linha 1 (L1) – 

marcador de peso molecular; Linha 2 (L2) – amostra controle positivo (cepa do Lactobacillus 
rhamnosus GG); Linha 3 (L3) – amostra do grupo controle; Linha 4 (L4) – Grupo dose 0,4 mg; 
Linha 5 (L5) – Grupo dose 1 mg; Linha 6 (L6) – Grupo dose 2 mg. 
 

 

A partir das análises de avaliação microbiológica de contagem de 

colônias em meio específico para Lactobacillus em placa foram encontrados 

colônias nas placas dos grupos que receberam as diferentes doses de 

probiótico, como ilustra a figura 3. Apesar das 3 doses conseguirem 

desenvolver colônias, destaca-se a dose de 1 mg/animal/dia de probiótico 

como uma distribuição mais homogênea e permitindo ainda uma possível 

contagem de colônias. 
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Figura 3: Avaliação microbiológica em placa para avaliação do crescimento de colônias de LGG 

– crescimento de colônias em meio específico para Lactobacillus. Foi observado um 
crescimento de colônias nas placas dos grupos que receberam doses de probióticos, mas 
destaca-se o Grupo Dose 1 mg/animal/dia, onde as colônias foram mais confluentes. 
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DISCUSSÃO 

 

Os resultados mostraram que o probiótico Lactobacillus rhamnosus GG 

apresenta capacidade de colonizar o intestino do modelo experimental 

zebrafish. 

A microbiota intestinal tornou-se uma fonte de estudo extremamente 

importante para o conhecimento e tratamento de determinadas patologias. O 

trato gastrointestinal é um órgão estéreo ao nascimento, adquirindo 

microrganismos logo após o parto. Dentre suas principais funções, destacam-

se a imunomodulação, contribuição nutricional e resistência à colonização por 

bactérias patogênicas. Sofre alterações por fatores externos e internos como 

meio ambiente, alimentação, sistema imunológico, genético, probióticos e 

prebióticos (PAIXÃO; CASTRO, 2016).  

Como o PCR com primers espécie-específicos para LGG analisados em 

nosso estudo demonstraram com o resultado confirmatório, tal probiótico é 

capaz de colonizar o intestino do modelo de estudo em questão, o zebrafish.  

 A partir da avaliação microbiológica com placa para meio específico de 

Lactobacillus, a dose de 1 mg/animal/dia do probiótico LGG foi a escolhida, 

visto que apresentou o crescimento mais confluente na placa, o que é 

interpretado como uma dose eficaz para promover colonização intestinal. 

Previamente Schneider e colaboradores (SCHNEIDER et al., 2014) realizaram 

teste de colonização com uma dose diferente de LGG também em zebrafish, 

entretanto não foi possível replicar os resultados por eles encontrados. Haviam 

diferenças relacionadas ao oferecimento da ração e por consequência, do 

probiótico, onde os animais eram alimentados até a saciedade, diferente do 

padronizado no nosso. 

Já existem estudos com o uso de zebrafish como modelo experimental 

para uso de probióticos em diferentes idades do peixe. Falcinelli e 

colaboradores (FALCINELLI et al., 2016) expuseram o probiótico Lactobacillus 

rhamnosus diretamente na água de larvas de zebrafish, e os resultados 

mostraram uma regulação positiva de genes relacionados à redução do nível 

de glicose e concomitante redução do nível de apetite e glicose corporal, além 

de reforçarem a capacidade do probiótico de modular a comunidade de 

microbiota intestinal. Em outro estudo, Falcinelli e colaboradores (FALCINELLI 
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et al., 2017) explorou se o conteúdo lipídico da dieta influencia o microbioma 

intestinal do zebrafish adulto, enriquecendo com Lactobacillus rhamnosus a 

dieta de alguns grupos do experimento, onde foi verificado que as dietas com 

adição de probióticos induziram a redução transcricional de genes orexígenos, 

aumento de genes anorexígenos e diminuição transcricional de genes 

envolvidos no metabolismo de colesterol e triglicerídeos, concomitantemente 

com menor teor de colesterol e triglicerídeos, destacando o potencial dos 

probióticos para atenuar o distúrbio metabólico relacionado à dieta rica em 

gordura. 

Tang e colaboradores (TANG et al., 2016) avaliaram a colonização de 

Lactobacillus plantarum MA2 em camundongos (modelo murino) durante 6 

semanas e os resultados demonstraram colonizações no íleo, cólon e fezes, o 

que demonstra a sobrevivência no trato intestinal para exercer seu efeito 

antioxidante. Suo e colaboradores (SUO et al., 2012) investigaram em suínos 

recém-desmamados a colonização de Lactobacillus plantarum durante 60 dias 

e encontraram efeitos probióticos no crescimento e qualidade do suíno, sendo 

a hipótese para o mecanismo que a colonização inibe o crescimento de 

patógenos oportunistas, além de promover a altura das vilosidades. Liao e 

colaboradores (LIAO et al., 2015) avaliou os efeitos do Clostridium butyricum 

em 320 pintos durante 42 dias e encontrou a promoção do estado antioxidante 

hepático, a redução de conteúdo de colesterol no soro e na circunferência 

abdominal, a melhora na carne e na composição de ácidos graxos das aves no 

corte, concluindo-se que o aumento da concentração de ácidos graxos poli-

insaturados na carne pode ser atribuído a maior atividade antioxidante no 

grupo suplementado com o probiótico. Caruffo e colaboradores (CARUFFO et 

al., 2015) investigaram as propriedades probióticas de cepas de leveduras para 

aplicação em aquicultura na proteção de doenças bacterianas em larvas de 

zebrafish, onde os resultados sugeriram que algumas leveduras intestinais do 

peixe podem apresentar função probiótica, se envolvendo como fator protetor 

contra as doenças bacterianas.  

Nosso estudo apresenta uma limitação que está relacionada ao modelo 

experimental: como o probiótico é adicionado diretamente na água, não há 

como controlar se todos os peixes de um aquário ingerem exatamente as 

mesmas quantidades de ração e consequentemente de probiótico. A ração era 
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oferecida despejando-a lentamente pela superfície da água e os peixes nadam 

para o topo na busca do alimento.  

A determinação da dose efetiva de LGG foi fundamental para a 

realização das próximas etapas, onde se pretende avaliar o efeito hepato 

protetor do probiótico em modelo de doença hepática alcoólica.  
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CONCLUSÃO 

 

Neste estudo foi possível testar diferentes doses do probiótico 

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) no modelo experimental de zebrafish wild 

type adulto. Após todas as análises, a dose de 1 mg/animal/dia do probiótico se 

demonstrou a mais efetiva na colonização intestinal. 

A determinação da dose efetiva de LGG foi fundamental para a 

realização das próximas etapas, onde se pretende avaliar o efeito hepato 

protetor do probiótico em modelo de doença hepática alcoólica.  
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

A colonização intestinal pelo probiótico LGG é a primeira condição para 

que se possa verificar o seu efeito em diversos órgãos, como o fígado e 

intestino. Tendo em vista que a dose de 1 mg apresentou o melhor resultado 

na colonização intestinal do zebrafish, será possível, a partir deste trabalho, 

avaliar seu efeito hepatoprotetor e de preservação da barreira intestinal, apesar 

dos efeitos deletérios do álcool. No futuro, seria interessante avaliar seus 

efeitos também no microbioma intestinal, determinando alterações em relação 

a bactérias probióticas e patogênicas, e seus possíveis benefícios terapêuticos 

nas doenças hepáticas. 
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