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RESUMO 

Introdução: A doença hepática alcóolica (DHA), causada pelo consumo excessivo de 

álcool, está entre as principais causas de morte por doenças hepáticas no mundo. A 

DHA pode apresentar-se na forma aguda (hepatite alcoólica) ou crônica (esteatose, 

esteato-hepatite, fibrose e cirrose). Dentre os fatores envolvidos na patogênese da 

DHA, tanto os inflamassomas como o aumento da permeabilidade intestinal, têm sido 

implicados no desenvolvimento de fibrose hepática. Objetivos: Avaliar o efeito da 

suplementação com probiótico Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) sobre o acúmulo 

de lipídios hepáticos, na ativação dos marcadores dos inflamassomas e de 

permeabilidade intestinal em modelo experimental de DHA com zebrafish. 

Metodologia: Foi realizado experimento preliminar para avaliar a dose efetiva de LGG 

capaz de promover colonização intestinal no zebrafish adulto, wild-type. Os peixes 

foram divididos em quatro grupos (8 animais/grupo), sendo que 3 grupos receberam 

diferentes doses de LGG (0.4; 1; e 2 mg LGG/peixe/dia) e um grupo recebeu apenas 

ração, sem probiótico por 14 dias. Foram empregadas técnicas de análise de Gram, 

análise microbiológica e reação em cadeia da polimerase (PCR). Definida a dose, um 

novo experimento foi realizado e os animais divididos em três grupos (n = 64/grupo): 

Grupo etanol (E), Grupo etanol + probiótico (EP) - suplementado com 1mg 

LGG/peixe/dia, e grupo controle (C) - sem etanol e sem LGG. Os grupos E e EP foram 

expostos a uma concentração alcoólica de 0,5% por 28 dias. Ao final deste período, 

todos os animais foram eutanasiados sob anestesia, e os fígados foram coletados 

para coloração de Oil Red e avaliação do sistema inflamassoma através dos 

marcadores Pycard, Fator de Necrose Tumoral-α (tnf-α), Caspase, Interleucina-10 (il-

10) e Interleucina-1β (il-1β). Os intestinos foram coletados para avaliação dos 

marcadores de permeabilidade intestinal Claudina (cldn)-c, cldn15a, cldn15b e F11 
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Receptor (f11r). Resultados: Os testes de colonização indicaram que as doses 1 e 2 

mg promoveram colonização intestinal após 14 dias, sendo a dose escolhida a dose 

mínima de 1mg LGG/peixe/dia. Ao final do segundo experimento, o Grupo EP, 

apresentou menor acumulação de lipídios hepáticos, menor expressão de il-1β e 

maior expressão de cldn15a quando comparado ao Grupo E. Conclusões: Foi 

possível verificar que a suplementação de probióticos com LGG foi protetora para a 

esteatose hepática em peixes expostos ao etanol. Além disso, o LGG teve ação na 

modulação da resposta inflamatória, promovendo diminuição da citocina pró-

inflamatória il-1β e de marcadores de permeabilidade intestinal, principalmente 

cldn15a, melhorando a integridade da barreira intestinal. 

Palavras-chave: Probióticos; Lactobacillus rhamnosus GG; Doença hepática 

alcoólica; Inflamassomas; Proteínas Tight Juctions; Zebrafish.   
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ABSTRACT 

Alcoholic liver disease (ALD), caused by excessive alcohol consumption, is among the 

leading causes of death from liver disease in the world. Among the factors involved in 

the pathogenesis of ALD, both inflammasomes and increased gut permeability, have 

been linked in the development of hepatic fibrosis. Objectives: To assess the effect of 

supplementation with probiotic Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) on the 

accumulation of hepatic lipids, in the activation of inflammasomes and gut permeability 

markers in experimental model of ALD with zebrafish. Methodology: A preliminary 

experiment was conducted to assess the effective dose of LGG capable of promoting 

intestinal colonization in adult wild-type zebrafish. The fish were divided into four 

groups (8 animals/group), and 3 groups received different doses of LGG (0.4; 1, and 2 

mg LGG/fish/day) and one group received only ration, without probiotic for 14 days. To 

achieve this assessment, gram analysis, microbiological analysis, and polymerase 

chain reaction (PCR) techniques were used. When the dose was set, a new experiment 

was done, animals were divided into three groups (n=64/group): Ethanol group (E), 

Ethanol + probiotic group (EP) - supplemented with 1mg LGG/fish/day, and control 

group (C) - without ethanol and without LGG. Groups E and EP were exposed to an 

alcohol concentration of 0.5% for 28 days. At the end of this period, all animals were 

euthanized under anesthesia, and livers were collected for Oil Red staining and 

assessment of the inflammasome system through Pycard, Tumor Necrosis Factor-α 

(tnf-α), Caspase, Interleukin-10 (il-10), and Interleukin-1β (il-1β) markers. Intestines 

were collected for evaluation of the gut permeability markers Claudine (cldn)-c, 

cldn15a, cldn15b, and F11 Receptor (f11r). Results: Colonization tests indicated that 

the 1 and 2 mg doses promoted intestinal colonization, and the minimum dose of 1 mg 

LGG/ fish/day was chosen. At the end of the second experiment, the Group EP 
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presented lower accumulation of hepatic lipids, lower il-1β expression and higher 

cldn15a expression when compared to Group E. Conclusions: Was possible to verify 

that the supplementation of probiotics with LGG was protective for hepatic steatosis in 

fish exposed to ethanol. In addition, LGG had an effect on the modulation of the 

inflammatory response, promoting the reduction of the proinflammatory cytokine il-1β 

and markers of intestinal permeability, mainly cldn15a, improving the structure of the 

gut barrier. 

 

Keywords: probiotics; Lactobacillus rhamnosus GG; Alcoholic Liver Disease; 

Inflammasomes; Tight Juctions proteins; Zebrafish. 
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1. INTRODUÇÃO 

O alcoolismo é um problema de saúde pública presente em diferentes grupos 

étnicos, em todos os níveis socioeconômicos e leva a perdas sociais e econômicas 

importantes. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a cada ano, 

aproximadamente 3,3 milhões de mortes no mundo são decorrentes do consumo 

excessivo do álcool, representando 5,9% do total de mortes. A faixa etária entre 20 e 

39 anos é responsável pela maior parte das lesões fatais decorrentes do uso do 

álcool1. Além disso, os custos relacionados ao tratamento por abuso de álcool chegam 

a mais de 1% do produto interno bruto nos países de alta e média renda 2.  

O álcool continua sendo uma das principais causas de doença hepática em 

todo o mundo. É comum que pacientes com doença hepática alcoólica (DHA) 

compartilhem os fatores de risco para lesões simultâneas de outros insultos hepáticos 

(por exemplo, doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) coexistente ou 

hepatite viral crônica). A DHA engloba um espectro de lesão, variando de esteatose 

simples a cirrose e diversos fatores estão envolvidos na sua patogênese, entre eles a 

ativação dos componentes dos inflamassomas e o aumento da permeabilidade 

intestinal 3. 

Os inflamassomas são caracterizados como complexos proteicos que detectam 

sinais associados à infecção e estresse, e desencadeiam respostas inflamatórias 

imediatas. A ativação do inflamassoma NLRP3 em especial, resulta na estimulação 

da caspase, que promove a maturação e a secreção de citocinas pró-inflamatórias 
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implicadas na lesão hepática alcoólica4,5. Este mecanismo representa fator importante 

de novos alvos e/ou biomarcadores no campo das doenças do fígado6. 

O epitélio intestinal é composto principalmente pelas tight junctions (TJ), um 

complexo de proteínas seletivamente permeável, entre as quais podemos destacar as 

do tipo Junctional Adhesion Molecules (JAM), Claudinas, Ocludinas e Zona de 

Inclusão. Estas proteínas exercem papel determinante na permeabilidade de células 

endoteliais e epiteliais, tanto em humanos quanto em modelos animais7, 

especialmente no zebrafish (BESKOW, 2018-submited). 

O álcool promove dano hepático e contribui para a progressão da DHA por meio 

de compostos tóxicos gerados pelo seu metabolismo, como no caso do acetaldeído, 

que pode levar a um aumento de permeabilidade8. O rompimento da integridade da 

barreira intestinal, induz translocação bacteriana e aciona resposta inflamatória no 

fígado9. A suplementação com probióticos mostra efeito benéfico ao hospedeiro, 

possivelmente por ações anti-inflamatórias e por meio da estabilização da barreira 

intestinal10.  Em especial, o probiótico Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) demonstra 

aumento da expressão das proteínas TJ e redução dos níveis de endotoxina 

circulatória, mostrando associação com hepato-proteção11–13.  

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementação 

com probiótico LGG sobre o acúmulo de lipídios hepáticos, na ativação dos 

marcadores dos inflamassomas e de permeabilidade intestinal em modelo 

experimental de DHA com zebrafish. 
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2. VISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Álcool 

O álcool é um das drogas psicoativas mais antigas do mundo, com evidências 

arqueológicas de seu uso datando o ano 7200 a.C. na China e 4200 a.C. no Egito14. 

O consumo de bebidas era um elemento importante presente em banquetes, em 

rituais e selando acordos econômicos e políticos nas sociedades15. No período de 

1920 a 1933, os Estados Unidos proibiu a produção, importação, transporte e venda 

de bebidas alcoólicas, no entanto, há evidências de que o consumo de álcool 

permaneceu por meio do mercado negro e de vendas ilegais. Entretanto, após a volta 

da liberação, foi possível verificar que o consumo de álcool aumentou lentamente até 

se igualar ao período anterior a proibição16. 

O consumo da bebida alcoólica não é ilegal, assim, ele não é considerado como 

uma droga pelos seus cosumidores17. Ao longo dos anos, a ingestão de bebidas 

alcoólicas per capta vem aumentando, equivalente a 8 a 9 litros por ano16. O consumo 

de álcool varia significativamente em todo o mundo: No norte da África e no Oriente 

Médio é particularmente baixo, por outro lado, na Europa Oriental a ingestão se mostra 

bastante alta, de 14 a 17 litros por pessoa por ano (FIGURA 1)16.  
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Figura 1. Consumo total de álcool per capita (litros de álcool puro), 2015. O consumo total de álcool 
per capita é baseado em projeções para a quantidade de consumo de álcool (litros de álcool) por 
pessoa com 15 anos ou mais por ano. 
Fonte: Ritchie & Roser, 2018. 
 

 

Há uma forte associação entre a ingestão excessiva de álcool e o aparecimento 

de problemas relacionados à saúde. Ao longo dos anos, programas sociais de 

prevenção ao consumo de álcool têm se mostrado efetivos para a redução da ingestão 

total de bebidas alcoólicas pela população e com isso houve diminuição das taxas de 

doenças relacionadas ao álcool19. É necessário dar continuidade a esses programas 

e também que sejam implementadas novas medidas de saúde pública e educação 

com a finalidade de reduzir ainda mais o consumo da droga 19,20. 

 

 

2.2 Doença hepática alcoólica 

O alcoolismo é um problema de saúde pública, presente em diferentes níveis 

socioeconômicos e grupos étnicos. A prevalência do consumo de álcool tem 
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aumentado em todo o mundo segundo a OMS, estima-se que mais de 2 bilhões de 

pessoas ingerem bebidas alcoólicas e mais de 76,3 milhões são portadores de 

doenças associadas à ingestão de álcool20. O consumo de álcool pode não apenas 

levar à dependência, mas também aumenta o risco de desenvolvimento de mais de 

200 doenças, incluindo cirrose hepática e alguns tipos de câncer21. Além disso, 

promove aumento de ocorrências de acidentes de trânsito, da violência doméstica e 

de gastos envolvidos com tratamentos medicamentosos e internações hospitalares 22. 

O álcool é a substância psicoativa lícita mais consumida no mundo, além de se 

destacar como uma das mais prejudicais à saúde pública, tanto em termos de 

morbidade como mortalidade. Segundo o Relatório Global sobre Álcool e Saúde de 

2014 da OMS, indivíduos com 15 anos ou mais consumiram em média 6,2 litros de 

álcool no ano de 2010. No Brasil, neste mesmo ano, estimou-se que houve um 

consumo total de 8,7 litros por pessoa, sendo o maior consumo entre homens em 

relação às mulheres21. 

O Brasil é um dos principais fornecedores de substâncias psicoativas legais e 

ilegais do mundo. O aumento da renda per capita da população é acompanhado pelo 

aumento do consumo de substâncias ilícitas. Isto se explica pela facilidade de acesso 

da população, uma vez que há uma grande oferta de bebidas alcoólicas, muitos 

pontos de venda, falta de regulamentação e de fiscalização para sua comercialização 

23.  

Entre as comorbidades envolvidas com o consumo excessivo ao álcool, 

destaca-se a DHA, a qual pode assumir a forma de desenvolvimento agudo (hepatite 

alcoólica) ou doença hepática crônica (esteatose, esteato-hepatite, fibrose e 

cirrose)24. Possíveis fatores que afetam o seu desenvolvimento incluem a dose 

ingerida (40-80g/dia para homens e 20-40g/dia para  mulheres)8, duração de consumo 
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e tipo de bebida alcoólica consumida, além do sexo, etnia e fatores de risco 

associados, incluindo obesidade, sobrecarga de ferro, infecção concomitante com 

hepatite viral e fatores genéticos25. O consumo de álcool está diretamente associado 

à mortalidade por doença hepática e representa custos sociais e econômicos 

elevados26.  

O álcool é metabolizado e eliminado especialmente no fígado a partir de 

alterações metabólicas de reações oxidativas. A primeira reação é catalisada pela 

enzima álcool desidrogenase (ADH). Quando esta se encontrar bloqueada, duas 

outras vias, “vias de recurso”, são acionadas: a via do Sistema Mitocondrial de 

oxidação do etanol (MEOS) e a da catalase27,28 (Figura 2). As três vias produzem 

metabólitos específicos resultando na produção de acetaldeído, causando 

peroxidação lipídica e alteração de proteínas e da exocitose por ligação à tubulina, 

promovendo alterações e danos estruturais na mitocôndria28,29. 

 

 

Figura 2. A) Oxidação pela via álcool desidrogenase, a primeira etapa ocorre no citosol e a 
segunda na mitocôndria, envolvendo a aldeído desidrogenase; B) A via das enzimas 
microssomais oxidativas que envolve a atividade do citocromo P450 2E1; C) Via da catalase. 
Fonte: Lieber (2004)28. 

 

A probabilidade da hepatite alcoólica progredir para dano permanente aumenta 

entre aqueles que apresentam ingestão de álcool continuada. Aproximadamente 27% 
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dos pacientes que se abstém, há normalização histológica, enquanto 18% evoluem 

para cirrose e os demais pacientes apresentam hepatite alcoólica persistente25. 

As interações entre o intestino, sistema imunológico, o fígado são componentes 

críticos da DHA3. A primeira etapa a ser reconhecida no processo de lesão alcoólica 

no fígado é a esteatose 30, a qual é caracterizada pelo acúmulo de gordura, 

principalmente triglicerídeos, fosfolipídios e ésteres de colesterol, no interior dos 

hepatócitos. Após o desenvolvimento da esteatose, um fator importante a ser 

destacado na progressão da doença é a translocação bacteriana intestinal. Tal ação 

promove a elevação dos níveis de endotoxinas no fígado e no sangue, acionando a 

produção de citocinas e de espécies reativas de oxigênio, iniciando a cascata 

inflamatória31.  

O álcool e seus metabólitos podem provocar o crescimento de bactérias no 

intestino delgado e promover disbiose da microbiota intestinal, levando ao aumento 

da permeabilidade e translocação de endotoxinas do intestino para o fígado. Através 

da ativação das Células de Kupffer (CKs) e a ação dos macrófagos no fígado por meio 

do Toll-like receptor 4 (TLR4), ocorre a eliminação de endotoxinas provindas da 

microbiota intestinal, e a indução do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina 

(IL)-6, IL-8 e IL-17. Assim, promove o aumento na geração de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e hepatotoxicidade induzida pelo álcool 32.  

As citocinas desempenham papel importante na primeira resposta do 

organismo à infecção, por atraírem e ativarem componentes do sistema imunológico. 

Com a ingestão de álcool, ocorre a produção acentuada de citocinas no fígado, 

levando à hepatoxicidade33, entre elas, o TNF-α representa fator chave que influencia 
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vigorosamente o processo de disfunção hepática33. As interleucinas podem ser 

ativadas de diferentes mecanismos, entre eles a ativação dos inflamassomas. 

2.3 Inflamassomas e DHA  

A inflamação é uma característica comum da maioria das doenças crônicas do 

fígado e ocorre como uma resposta à lesão provocada por bactérias patogênicas. 

Moléculas derivadas de patógenos microbianos ou virais, comumente conhecidas 

como padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), ou estímulos estéreis 

liberados de células hepáticas danificadas, conhecidas como padrões moleculares 

associados a danos (DAMPs) podem desencadear a ativação da inflamação34. As 

citocinas pró-inflamatórias apresentam papéis importantes na homeostase tecidual. 

Sua expressão é controlada pelo inflamassoma, um complexo multicomponente que 

promove o amadurecimento,  principalmente, da IL-1β e IL-1821, .  

O inflamassoma é um complexo proteico constituído por receptores 

intracitoplasmáticos do tipo NOD (NLRs) e proteína speck-like associada a apoptose 

com domínio de recrutamento de caspase (ASC). Este complexo promove a ativação 

de caspases inflamatórias37. Após a detecção dos PAMPs, o NLR forma um complexo 

com a molécula efetora, procaspase-1, com ou sem a contribuição de uma molécula 

adaptadora associada a apoptose contendo o domínio Card22. A montagem do 

complexo inflamassoma leva à clivagem da procaspase-1 em sua forma ativa de 

caspase-1 (Figura 3). Uma vez ativada, a caspase-1 promove a maturação 

proteolítica e a ativação de IL-1β, IL-18. Considera-se que a ativação de grande parte 

dos inflamassomas ocorra em duas etapas. O primeiro passo é impulsionado pela 
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sinalização gerada por receptores toll-like ou IL-1R, e promove a expressão de 

componentes do inflamassoma como NLRs, ASC, pró-caspase-1, pro-IL-1 e pro-IL-

18. O segundo sinal é proporcionado por sinalização mediada por DAMP e PAMP, 

resultando na formação do inflamassoma NLR que implica a ativação e clivagem da 

pro-caspase-1 de pro-IL-1β e pro-IL18. A IL-1β ativa, pode ainda estimular o receptor 

da IL-1β, levando à amplificação da sinalização do inflamassoma38,39.  

 

Figura 3. O inflamassoma é constituído por receptores do tipo NOD (NLRs) e proteína speck-
like associada a apoptose com domínio de recrutamento de caspase (ASC). A montagem do 
complexo inflamassoma leva à clivagem da procaspase-1 em sua forma ativa de caspase-1. 
Fonte adaptado: Jo ET, et al. 201640 

 

O sistema inflamassoma tem sido implicado em diferentes condições de lesão 

hepática, tais como esteato-hepatite alcoólica e não alcoólica. Cui e colaboradores 

(2012) mostraram expressão gênica aumentada dos componentes do inflamassoma 

NLRP3, ASC, Caspase-1 e IL-1β em camundongos tratados com etanol5. Pacientes 

com DHA e com esteato-hepatite não alcoólica (NASH) apresentam relação entre 

aumento da expressão dos componentes do inflamassoma NLRP3 e níveis séricos de 

IL-1β com o desenvolvimento do dano hepático41. Os inflamassomas detectam sinais 
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associados à infecção e estresse e ainda promovem respostas inflamatórias imediatas 

39. 

 

2.4 Barreira e Permeabilidade intestinal  

 

O epitélio intestinal promove absorção de nutrientes e fluidos, além de bloquear 

a entrada de patógenos e toxinas na circulação sistêmica que podem promover danos 

ao organismo. O epitélio intestinal refere-se a uma função regulatória, possui absorção 

seletiva sobre íons, moléculas e outros componentes, bloqueando ou permitindo sua 

passagem como forma de preservação da estrutura e função de barreira42,43.  

A barreira intestinal é composta principalmente da camada de muco, da 

camada epitelial e da lâmina própria subjacente. Compreende uma estrutura que 

divide o meio interno do lúmen intestinal, impede  a perda de água e eletrólito, além 

da entrada de bactérias patógenas no organismo44. Proteínas TJ conectam as células 

epiteliais intestinais e regulam a permeabilidade paracelular. Além disso, 

componentes como as células do sistema imunológico, a microbiota intestinal e os 

peptídeos antimicrobianos têm papéis cruciais no suporte da função adequada de 

barreira intestinal45. 

O termo permeabilidade intestinal se refere a função de barreira, capaz de 

permitir ou não a passagem de moléculas 43. Diferentes fatores podem alterar a 

permeabilidade intestinal, tais como, microbiota intestinal, alterações na camada de 

muco e danos epiteliais, procedendo na translocação do conteúdo luminal em direção 

às camadas internas da parede intestinal. Demais fatores importantes como fatores 

dietéticos e ingestão de álcool podem aumentar a permeabilidade46.  
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A função de estabilizar e manter a estrutura da barreira depende de dois 

elementos centrais. Capacidade de renovação das células obtida a partir do controle 

entre a proliferação celular e a apoptose, e a presença de junções intercelulares 

efetivas que interatuam com outros componentes encontrados no epitélio intestinal, 

assim criando uma barreira semipermeável 47. 

 

2.4.1 Estrutura da barreira intestinal  

 

Uma camada única de células epiteliais compõe a barreira física entre o lúmen 

e os tecidos da mucosa. O espaço entre as células é composto pelas TJ que 

promovem a regulação do fluxo paracelular a partir da constituição de Claudinas e 

diferentes proteínas no complexo juncional 48. Junto às TJ, se encontram as junções 

de aderência (JA), essenciais na sinalização célula-célula e na restituição epitelial, e 

desmossomos que sustentam a estabilidade epitelial. As TJ são espaços nos quais 

as membranas de duas células adjacentes se aproximam para formar uma barreira. 

As células são conectadas por filamentos de proteínas transmembrana, como a JAM, 

Claudinas e Ocludinas (Figura 4). As TJ aproximam as células, impedem a passagem 

de moléculas e auxiliam a manter a polaridade das células43. São essenciais para que 

as células epiteliais e endoteliais estabeleçam compartimentos teciduais distintos 

dentro do corpo e mantenham a homeostase 49. 
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Figura 4. Composição das proteínas transmembrana das TJ (tight junctions): 
ocludina, claudinas e JAMs (junctional adhesion molecule) e zona de oclusão. 
Fonte: Chiba H, et al, 2008 49.  

 

As Claudinas são uma família de mais de 20 proteínas, necessárias para a 

formação das TJ, consistindo em moléculas de vedação e poros que facilitam a perda 

de água e eletrólitos. As Claudinas são descritas como importantes proteínas 

responsáveis pela função de barreira intestinal, desempenhando função decisiva na 

permeabilidade das células endoteliais e epiteliais48. 

As TJ reagem a condições patológicas, como infecção por vírus da hepatite C 

e rearranjo estrutural do parênquima hepático na cirrose. A composição das cadeias 

de Claudina e possíveis interações entre elas pode influenciar profundamente a 

morfologia das TJ. Assim, a diferente expressão tecidual das Claudinas sob condições 

patológicas pode ser responsável por refletir alteração da função das TJ50. 

Atualmente, há em torno de 63 genes que codificam as Claudinas nas TJ em 

16 espécies de teleósteos, entretanto genes selecionados mostram padrões de 

expressão limitados. As Claudinas exercem funções vitais no crescimento embrionário 

de peixes teleósteos e na fisiologia dos tecidos e órgãos51.  
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2.4.2 Molécula de adesão Juncional (JAM) 

 

As TJ desempenham um papel vital na regulação do fluxo paracelular de íons, 

de pequenas moléculas e de células inflamatórias, bem como definem domínios de 

membrana distintos e facilitam a sinalização bidirecional entre os compartimentos 

intracelular e extracelular. As JAMs são uma família de proteínas das imunoglobulinas 

que se localizam nas TJ ao longo da membrana lateral das células epiteliais 52.  

Têm sido atribuídas às proteínas JAMs, funções que envolvem a adesão célula-

célula, incluindo a função de barreira, a migração de leucócitos, a ativação plaquetária 

e a angiogênese. Os mecanismos pelos quais as proteínas JAMs contribuem para 

esses processos são amplamente desconhecidos, mas as evidências sugerem que 

as interações homofílicas e heterofílica são importantes para sua função53.  

As JAMs são descritas em três classes no genoma humano, codificados a um 

receptor de superfície celular tipo I associados a dois domínios de imunoglobulina, um 

único domínio transmembrana e uma região citoplasmática curta, formando uma 

ligação ao domínio PDZ c-terminal. São classificadas como JAM A (f11r), JAM B 

(JAM2) e JAM C (JAM3), sendo que em pacientes com doença hepática é possível 

avaliar uma estreita relação com níveis de proteína e transcrição de JAM-A, estas 

apresentam níveis significativamente menores na mucosa intestinal54.  

 

2.4.3. Permeabilidade intestinal e álcool 
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O trato gastrointestinal (TGI) pode ser uma importante fonte de inflamação em 

lesões de órgãos mediadas pelo álcool. Ele é considerado a maior e mais complexa 

comunidade microbiana do corpo, incluindo gatilhos pró-inflamatórios, como 

endotoxinas, como o Lipopolissacarídeo (LPS)55. O consumo agudo e crônico de 

álcool promove a modificação da barreira epitelial intestinal, resultando em aumento 

da sua permeabilidade e desencadeando alterações pró-inflamatórias sistêmicas por 

meio de dois mecanismos: 1) alteração da composição e/ou função da microbiota 

intestinal, ou seja, aparecimento de disbiose, que pode resultar no aumento da 

produção de LPS; 2) alteração da integridade da barreira intestinal permitindo a 

passagem do LPS luminal para a circulação sistêmica (Figura 5). Estudos indicam 

que a translocação bacteriana induzida pelo álcool é devida à liberação de citocinas 

pró-inflamatórias a partir da ativação imune pelo LPS, um componente crítico da 

membrana externa de bactérias Gram-negativas56. De fato, há uma associação direta 

entre a administração de etanol e aumento dos níveis plasmáticos de LPS em estudos 

com animais55.  

O álcool provoca o aumento da permeabilidade e leva a uma perda anormal de 

endotoxinas bacterianas, estimulando assim a lesão hepática57. O consumo crônico 

de álcool também pode acelerar a progressão da DHA via estresse oxidativo, 

aumentar a permeabilidade intestinal e provocar risco elevado de endotoxemia58,59. 

Portanto, uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos no aumento da 

permeabilidade intestinal induzida pelo álcool pode levar ao desenvolvimento de 

estratégias mais eficazes de prevenção e tratamento da DHA.  

Wang e colaboradores utilizaram um modelo in vitro de monocamada de células 

epiteliais Caco-2 tratadas com álcool para observar os efeitos do mesmo na 

permeabilidade da barreira epitelial intestinal e a expressão de proteínas associadas 



28 
 

à TJ. Os resultados deste estudo indicam que o álcool é capaz de aumentar a 

permeabilidade da barreira epitelial intestinal, na qual induz uma mudança na 

expressão das proteínas associadas TJ, ocludina e claudina-1, que são dois 

importantes locais de ação do álcool, aumentando assim a permeabilidade da barreira 

epitelial intestinal60. 

 

Figura 5. Função de barreira intestinal normal e associada ao álcool. 
(A) Barreira intestinal normal representado por TJ intactas que impedem a invasão e 
translocação epitelial bacteriana bem como a estimulação de células imunes. (B) Barreira 
intestinal representada pela ruptura das TJ levando ao aumento da permeabilidade epitelial. 
TJ, tight junctions.  
 

 

2.4.4 Avaliação da permeabilidade intestinal  

 

As técnicas utilizadas para avaliação de permeabilidade e integridade da 

função de barreira do epitélio intestinal variam dependendo da configuração 

(medições in vitro versus in vivo), das espécies (modelos humanos ou animais), das 

moléculas marcadoras utilizadas para avaliação (íons, carboidratos de diferentes 

tamanhos, macromoléculas e antígenos, produtos bacterianos e bactérias), e dos 
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compartimentos utilizados para a medição das moléculas marcadoras (sangue 

periférico, sangue da veia porta, urina)43. 

Para avaliar disfunções de barreira diretamente em tecido intestinal ex-vivo, 

obtido a partir de biópsias, a Câmara de Ussing (Ussing chambre), é indicada tanto 

para estudos em humanos quanto animais. Permite a mensuração de correntes com 

curtos-circuitos como indicador da atividade de transporte de íons através do 

epitélio43.  

A avaliação in vivo da função de barreira intestinal e de permeabilidade é 

possível através da avaliação de biomarcadores de integridade epitelial, como 

moléculas de adesão solúveis, biomarcadores de imunidade ou inflamação, ou 

marcadores bacterianos como endotoxina circulante43. 

O teste de lactulose e manitol é considerado padrão ouro para mensuração 

da permeabilidade intestinal em humanos. Consiste na administração de 

oligossacarídeos com pesos moleculares elevados, como a lactulose, e açúcares de 

tamanho pequeno, como o manitol. A molécula de tamanho grande atravessa a via 

paracelular intestinal somente se a função de barreira estiver comprometida. 

Atualmente têm sido utilizado “teste multi açúcar”, baseado na administração 

simultânea de sacarose, lactulose, sucralose, eritritol e rhamnose para avaliar a 

permeabilidade de diferentes segmentos do trato gastrointestinal61. 

Ensaios para de medição de LPS são utilizados para demonstrar 

endotoxemia, indicando translocação bacteriana do lúmen intestinal para a circulação 

em função de falhas na função de barreira do epitélio celular. Possui como limitação 

o fato de que os LPSs são detectáveis apenas em baixos níveis no sangue periférico. 

Já em modelos experimentais, é facilmente medido através da veia porta dos 

animais43. Em humanos, tem sido utilizado com sucesso para demonstrar 
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endotoxemia em pacientes com sepse (Bates DW 1998) e níveis aumentados de LPS 

em pacientes com obesidade e síndrome metabólica62,63. Anticorpos de núcleo de 

endotoxina circulante – EndoCAb, são utilizados para o dano da barreira intestinal de 

fase aguda, como medida alternativa aos ensaios de endotoxemia43. 

Como biomarcadores de integridade celular epitelial são utilizadas diversas 

partículas para avaliar a função de barreira intestinal em humanos, como a citrulina, 

proteínas ligadoras de ácidos graxos, TJ, entre outras. Entretanto, as TJ são os 

principais marcadores utilizados para avaliar alterações na função de barreira do 

epitélio intestinal, e entre as TJ, as claudinas são proteínas determinantes para a 

integridade da barreira64. 

Segue abaixo tabela resumo com as características dos principais testes de 

permeabilidade intestinal: 

 

Tabela 1. Métodos para a avaliação da permeabilidade intestinal (testes 
funcionais, testes relacionados com bactérias, biomarcadores, histologia) 

Amostras H A 
Moléculas de 
teste 

Local de 
teste 

Material 
necessário 

Desvantagens 

Ex-vitro 

Ussing 
chamber 

x x 
H2O, ions, 
açúcar,etc. 

Local 
específico 

Biópsia Invasivo 

In vivo - ensaios de permeabilidade 

Lactulose/ 
Manitol 

x x 
Oligossacarídeos 
de diferentes MW 

Intestino 
delgado 

Urina 
Demanda de 
tempo 

Sacarose x x Sacarose Colón Urina 
Demanda de 
tempo 

Sacarose x x Sacarose Estômago Urina 
Demanda de 
tempo 

PEG4000/400 x x Polietilenoglicóis 
Intestino 
inteiro 

Urina 
Demanda de 
tempo 

In vivo - relacionado a bactérias 

Ensaio LAL x x Endotoxina (LPS) 
Intestino 
inteiro 

Plasma 
Limitação de 
ensaio 

EndoCAb X X 
Anticorpos 
anti-LPS 

Intestino 
inteiro 

Sérum 
Apenas na fase 
aguda 
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D-lactato X X Lactato bacteriano 
Intestino 
inteiro 

Plasma 
Baixa 
especificidade 

Produção de 
butirato 

X X 
 
BPB (PCR) 

 
Colón 

 
Fezes 

Laboratórios 
especializados, 
dados limitados 

Esteatose 
hepática 

X X 
Teor de gordura 
no fígado 

Intestino 
inteiro 

TRM/US Alto custo 

In vivo - biomarcadores de dano celular epitelial 

Citrulina X X Produto endógeno 
Intestino 
delgado 

Plasma - 

Claudina-3 X X 
Priteína tight 
junction 

n.a. Urina Dados limitados 

In vivo - abordagens histológicas 

Expressão 
Tight junction 

X X 
RNA (qPCR), 
Western blot 

Local 
específico 

Biópsia Invasivo 

Análise do 
muco 

  
Histologia / 
coloração 

Local 
específico 

Biópsia Invasivo 

Abreviações: H: adequado para o sistema humano; A: adequado para modelos animais; BPB: Bactérias 
produtoras de butirato; EndoCAb: anticorpos do núcleo da endotoxina circulante; n.a.: não aplicável; 
PEG: Polietilenoglicóis; qPCR: PCR quantitativo; TRM: Tomografia por ressonância magnética; US: 
Ultrassom.  
Fonte: Bischoff et al, 201443 

 

 

2.5 Zebrafish como modelo experimental 

Nos últimos 20 anos, o Zebrafish (Danio rerio) é utilizado como modelo animal 

de experimentação para o estudo de diversas doenças31,65,66. Também conhecido 

como paulistinha, ele pertence à família Cyprinidae e é considerado um peixe 

teleósteo pequeno com média de 3 a 4 cm, de água doce, que apresenta diversas 

facilidades quanto ao seu manejo, reprodução e manutenção 67,68.  

O crescente aumento de estudos utilizando o zebrafish está ligado ao fato de 

seu genoma já ser inteiramente sequenciado. O sequenciamento do genoma, a partir 

do Instituto Senger em 2001, possibilitou a utilização do zebrafish em diferentes 

estudos genéticos69. Estudos associados com genes humanos podem ser cada vez 
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mais vistos utilizando este modelo, isto por seu genoma apresentar alto grau de 

similaridade com os genomas humanos 70,71.  

Devido ao fato de ser considerado importante modelo na pesquisa, foi 

desenvolvido um site especializado em estudos utilizando o zebrafish, conhecido 

como ZFIN, o qual é composto por um banco alimentado de informações necessárias 

para o seu uso. Além disso, é possível encontrar diversos estudos utilizando este 

modelo em patologias humanas72. 

Dentro da Hepatologia e da Gastroenterologia, os processos da embriogênese 

pode permitir a determinação de diversos defeitos nas funções dos sistemas 

gastrintestinal e hepatobiliar73. 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 xenobióticos74 (Figura 6).  

 

Figura 6. Danio rerio, o zebrafish. 

Fonte: Baatrup E & Henriksen PG (2015)75. 

 

Nosso grupo de pesquisa padronizou a utilização do zebrafish como modelo 

experimental de estudo no Centro de Pesquisa Experimental (CPE) – Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre (HCPA)73, além de padronizar a melhor forma da coleta de 
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sangue no modelo76.  A partir de então foram desenvolvidos diferentes modelos 

experimentais de doença hepática, com administração de Tiocetamida77 e etanol78. 

 

 

2.6 Probióticos  

Probióticos são micro-organismos vivos que quando administrados em 

quantidades adequadas conferem benefícios para a saúde do hospedeiro79,80. Os 

probióticos se destacam por sua ação na regulação da microbiota intestinal, 

imunomodulação e proteção da barreira intestinal 43,81. A manutenção da homeostase 

ou equilíbrio da microbiota intestinal é vital para o desempenho de funções fisiológicas 

e, por esta razão, tem se dado atenção especial ao potencial de probióticos como 

prováveis agentes preventivos e terapêuticos43. Terapias adjuvantes com o uso de 

probióticos tem sido aplicados tanto para prevenir o desenvolvimento de doenças 

hepáticas e/ou minimizar a sua progressão 82,83.  

Os probióticos demonstraram ser eficazes em uma variedade de condições, 

incluindo diarreia dos viajantes, diarreia associada a antibióticos, infecções do trato 

respiratório superior e condições inflamatórias. Seus potenciais mecanismos de ação 

incluem a modulação do sistema imune intestinal e a exclusão de patógenos10.  

O álcool induz o supercrescimento bacteriano (especialmente o das bactérias 

gram-negativas) promovendo disbiose e consequente aumento da permeabilidade 

intestinal e a translocação do LPS do intestino para o fígado, (Figura 7) 84. 
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Figura 7. O consumo de álcool leva a proeminentes alterações na composição de 
microbiomas que induzem crescimento excessivo de bactérias intestinais e promovem a 
disbiose. Os probióticos possuem a capacidade de modificar as composições da comunidade 
da microbiota intestinal, o que leva à redução da disbiose induzida pelo álcool, permeabilidade 
intestinal, translocação bacteriana, endotoxemia e por fim, o desenvolvimento de DHA. 
Fonte: Sung e colaboradores (2016)85. 
 

 

O intestino está diretamente ligado ao fígado por meio do trato portal, e a 

presença de disbiose pode resultar no aparecimento de doenças hepáticas, incluindo 

a DHA. A modulação da microbiota intestinal para tratamento da disbiose com base 

na administração de probióticos pode ser eficaz na terapia da DHA84.  

Em estudo clínico prospectivo, randomizado, foram avaliados os efeitos do 

álcool e o uso de probióticos sobre a microbiota intestinal em pacientes com lesão 

hepática alcoólica. Inicialmente, os pacientes com a doença hepática apresentaram 

disbiose intestinal em comparação com controles saudáveis. A suplementação com 

probióticos foi associada com a restauração da microbiota e maior redução na lesão 
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hepática em relação ao grupo controle86. O consumo de etanol contínuo tem sido 

associado à redução de várias Firmicutes (Lactococcus, Pediococcus, Lactobacillus e 

Leuconostoc) e um aumento de Verrucomicrobia e Bacteroides como Bacteroidales e 

Porphyromonadaceae87. Outro estudo usando uma dieta de etanol em modelo de 

camundongo demonstrou mudanças de filo induzidas pelo álcool, envolvendo uma 

redução significativa em Firmicutes, mas notável expansão de Proteobacteria e 

Actinobacteria88. 

Várias cepas de lactobacilos probióticos promovem diferentes efeitos ao 

hospedeiro, possivelmente por ações anti-inflamatórias e pela estabilização da 

barreira intestinal. Os lactobacilos desempenham papel importante na homeostase 

intestinal, mostrando níveis reduzidos no processo inflamatório, entretanto quando 

suplementados de forma oral, apresenta resultados importantes na melhora da 

inflamação89.  

O LGG, caracterizado como uma bactéria Gram-positiva, pertencente ao filo 

Firmicutes, tem como características o crescimento preferencial anaeróbico, a 

produção de substâncias antibacterianas e a fermentação de xilose, trealose, sorbitol, 

manitol, glicose, frutose, ramnose, entre outros.   

O uso em especial do probiótico LGG vem sendo relacionado com a melhora 

da barreira intestinal em animais expostos ao álcool, promovendo o aumento dos 

fatores de muco intestinal, e ainda, da expressão das proteínas TJ, levando a redução 

dos níveis de endotoxina circulatória 3,11,12. O LGG vem sendo utilizado nos estudos 

com DHA ou DHGNA (Tabela 2).  
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Tabela 2. - Estudos experimentais com uso do probiótico Lactobacillus 
rhamnosus GG na Doença Hepática Alcoólica e na Doença Hepática Gordurosa 
não Alcoólica. 

Modelo  
Modelo 

animal 

Dose 

diária 
Tempo Desfecho 

DHGNA 
Camundongo
s C57BL / J6 

5 x 107 
UFC 

8 semanas 
↑ bactérias benéficas 
Restabelecimento das 
TJ24 

DHA 
Camundongo
s C57BL/6 

1 x 109 
UFC 

2 semanas 
↓ inflamação e lesão 
hepática 
↓ expressão de TNFα12 

DHGNA 
Ratos 
C57BL/6J 

1 x 108 
UFC 

13 semanas 
Melhora da dislipidemia 
e da DHGNA.90 

DHA Zebrafish 
1 x 1010 

UFC 
28 dias 

↓ níveis  lipídicos 
séricos e hepáticos78 

DHA 
Ratos 
C57/B6 

2,5 x 107 
UFC 

10 semanas 

↓ estresse oxidativo 
hepático 
Preservação da barreira 
intestinal13 

DHA 
Camundongo
s C57BL/6 

1 x 109 
UFC 

4 semanas 
Melhora da barreira 
intestinal 
↓endotoxemia11  

DHA: Doença hepática alcoólica; DHGNA: Doença hepática gordurosa não alcoólica; UFC: 
unidades formadoras de colônia. 
 
 

Em modelo experimental de DHA em ratos, o tratamento com LGG tem sido 

associado a uma redução da hiperpermeabilidade intestinal induzida por álcool, além 

do estresse oxidativo e gravidade da esteatose alcoólica13. Estudo de Wang e 

colaboradores (2013) investigou os efeitos do LGG na inflamação através dos níveis 

de TNF-α em resposta a ingestão crônica de álcool. Camundongos foram alimentados 

com dieta líquida de Lieber DeCarli contendo 5% de álcool por 8 semanas, causando 

um aumento significativo na inflamação hepática, demonstrado pela avaliação 

histológica. Após duas semanas de suplementação com LGG, houve redução da 
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lesão e dos níveis de inflamação hepática, além da redução da expressão de TNFα 

12. Também foi identificada ação benéfica na administração do LGG em modelo de 

esteatose hepática induzida por álcool em zebrafish, onde a suplementação com o 

probiótico demonstrou redução dos níveis séricos de triglicerídeos, colesterol e 

esteatose hepática nos animais tratados com o probiótico 78.  

A realização de estudos experimentais e ensaios clínicos são necessários para 

melhor compreensão dos mecanismos de ação do probiótico sobre a patogênese da 

DHA. 
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3. JUSTIFICATIVA 

A doença hepática atribuída ao álcool é a maior causa de morbimortalidade 

entre as doenças hepáticas no mundo, afetando uma grande parcela da população, 

com impacto social, econômico e no setor de saúde. Apesar da alta prevalência, a 

literatura e as pesquisas nessa área são limitadas e não há, até o presente momento, 

uma terapia eficaz para o tratamento desses pacientes. 

Em modelos experimentais, a suplementação com probióticos, especialmente 

com LGG, tem se demostrado efetiva como agente hepatoprotetor na DHA, entretanto 

os mecanismos de ação envolvidos ainda não foram elucidados por completo. Nesse 

sentido, com este trabalho optamos por avaliar se a suplementação com o probiótico 

LGG poderia conferir benefícios na modulação dos inflamassomas e na 

permeabilidade intestinal, fatores envolvidos na progresão da DHA. 
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4. QUESTÃO DA PESQUISA 

 

O probiótico LGG apresenta efeito benéfico sobre marcadores dos 

inflamassomas e de permeabilidade intestinal em um modelo experimental de doença 

hepática alcóolica em zebrafish? 
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5. HIPÓTESE 

 

A suplementação com o probiótico LGG promove melhora na resposta 

inflamatória demonstrada por meio dos níveis de marcadores dos inflamassomas, 

assim como na regulação dos marcadores de permeabilidade intestinal em um modelo 

experimental de doença hepática alcóolica em zebrafish. 
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6. OBJETIVOS 

 

6.1 Objetivo geral 

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito do probiótico LGG em marcadores 

do inflamassoma NLRP3 e de permeabilidade intestinal em um modelo experimental 

de doença hepática alcóolica em zebrafish.  

 

  

6.2 Objetivos específicos 

 

1. Avaliar uma dose eficaz do probiótico LGG para promover a colonização 

intestinal no modelo zebrafish. 

2. Avaliar o efeito do probiótico LGG na progressão da doença hepática alcoólica; 

3. Avaliar o efeito do probiótico LGG na via dos inflamassomas com base na 

expressão gênica pycard, caspase, tnf-α, il-10 e il-1β. 

5. Avaliar o efeito do probiótico LGG na permeabilidade intestinal com base na 

expressão gênica dos marcadores tight junctions cldn15a, cldn15b e JAM- f11r. 
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ABSTRACT: 

Background & Aims: Alcoholic liver disease (ALD) is among the leading causes of 

death from liver disease in the world. Among the factors involved in its pathogenesis, 

inflammation and increased gut permeability are related to hepatic fibrosis. Here 

assess the effect of Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) on hepatic lipid accumulation, 

activation of inflammasomes and gut permeability markers in experimental model of 

ALD with zebrafish. Methods: An experiment was conducted to assess the effective 

LGG dose capable of promoting intestinal colonization by microbiological analysis and 

PCR. Animals were divided into three groups (n=64/group): Ethanol group (E), Ethanol 

+ probiotic group (EP) - supplemented with 1,55 x 106 UFC LGG/fish/day, and control 

group (C) - without ethanol and without LGG. Groups E and EP were exposed to 0.5% 

ethanol concentration for 28 days. At the end of this period, animals were euthanized, 

and livers were collected for Oil Red staining and assessment of the inflammasome 

system through Pycard, tnf-α, Caspase, Interleukin-10, and Interleukin-1β (il-1β) 

markers. Intestines were collected for evaluation of gut permeability markers cldn-c, 

cldn15a, cldn15b, and F11 Receptor. Results: The dose of 1,55 x 106 UFC 

LGG/fish/day promoted intestinal colonization. Group EP presented lower hepatic lipid 

accumulation, lower il-1β expression and higher cldn15a expression when compared 

to Group E. Conclusions: Supplementation with LGG was protective for hepatic 

steatosis in ALD model. In addition, LGG influenced the modulation of the inflammatory 

response, promoting reduction of proinflammatory cytokine il-1β and markers of gut 

permeability, cldn15a, improving the gut barrier structure. 

 



46 
 

Keywords: probiotics; Lactobacillus rhamnosus GG; Alcoholic Liver Disease; 

Inflammasomes;  

Word count: 249 words 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 
 

INTRODUCTION 

 

Alcoholic liver disease (ALD), characterized by excessive alcohol consumption, 

is among the leading causes of liver disease mortality. The World Health Organization 

estimates that excessive alcohol consumption is responsible for 5.1% of the global 

burden of disease and about 5.9% of all deaths worldwide1. ALD comprises a clinical-

histological spectrum, ranging from steatosis to cirrhosis and hepatocellular 

carcinoma2. 

Due to the anatomical organization of the portal system, the liver is continually 

exposed to blood flow from the intestine and with it intestinal products3,4. In this sense, 

in addition to promoting direct liver damage, it may also contribute to the progression 

of ALD through the toxic compounds generated by its metabolism, such as 

acetaldehyde, which promotes dysbiosis and increased intestinal permeability5. In 

addition to chronic alcohol consumption, changes in diet, environmental, and genetic 

factors may promote changes in the microbiota. Dysbiosis can contribute to the 

breakdown of gut barrier integrity, inducing bacterial translocation and triggering an 

inflammatory response in the liver6. The integrity of the intestinal epithelium is 

determined mainly by tight junctions (TJ), a selectively permeable protein complex, 

among which we can highlight junctional adhesion molecules (JAM) and claudins. 

Those previously mentioned have a key role in the permeability of endothelial and 

epithelial cells, both in humans and in animal models7. 

Patients with ALD present increased gut permeability evidenced by higher 

levels of plasma endotoxin. In addition, increased levels of lipopolysaccharide (LPS) 

and translocation of bacterial products were detected in rat models with ALD8,9. This 
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fact can be explained by the activation of inflammasomes, which is composed of a two-

step process. The first step is driven by the signaling generated by toll-like or IL-1R 

receptors, and promotes the expression of inflammasome components such as NLRs 

(Intracytoplasmic NOD-type receptors), ASC (Apoptosis-Associated Speck-Like 

Protein Containing a Caspase Recruitment Domain), pro-caspase-1, pro-IL-1 and pro-

IL-18. The second signal is provided by damage-associated molecular patterns 

(DAMP) and pathogen-associated molecular patterns (PAMP) mediated signaling, 

resulting in the formation of the NLR inflammasome that causes the activation and 

cleavage of pro-caspase-1 from pro-IL-1β and pro-IL18. Active IL-1β can further 

stimulate the IL-1β receptor, leading to amplification of inflammasome signaling.  

Inflammasome is a protein complex consisting of NLRs, ASC, and pro-caspase-

1 it controls the production and maturation of proinflammatory cytokines10. There are 

four main prototypes of inflammasomes, NLRP3 inflammasome has been the most 

studiet one so far. Activation of NLRP3 inflammasome results in stimulation of 

caspase, which promotes maturation and secretion proinflammatory cytokines, 

including IL-1β11. Cui et al., showed increased levels of inflammasome components 

NLRP3, ASC and Caspase-1, and increased expression of IL-1β in Kupffer cells of 

mice fed with ethanol12. The effect of diet on inflammasomes activation in the liver has 

been the subject of intense investigation12.  

Probiotics use as an adjuvant therapy has been studied in ALD prevention. It is 

possible to verify positive effects in experimental studies, however they lack evidence 

in humans13,14. These results are due to the action of probiotics in the modulation of 

intestinal microbiota, in which its effects have been attributed to mechanisms involving 

host nutrients metabolism and energy homeostasis15. 
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 Different strains of probiotic lactobacilli provide different effects on the host, 

possibly due to anti-inflammatory actions and the stabilization of gut barrier. The use 

of the probiotic Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) has been related to the reduction 

in the effects of alcohol exposure effects on gut barrier dysfunction, elevating intestinal 

mucus factors, as well as the expression of TJ proteins, promoting reduction of 

circulatory endotoxin levels15. Among the factors involved in the pathogenesis of ALD, 

both inflammasomes and increased gut permeability, have been involved in the 

development of hepatic fibrosis16. In this sense, supplementation with probiotics, 

especially Lactobacillus rhamnosus GG, could confer benefits through modulation of 

the intestinal microenvironment. 

The objective of this study was to evaluate the effect of probiotic LGG 

supplementation on the accumulation of hepatic lipids, activation of inflammasomes 

and in gut permeability markers in an experimental model of ALD with zebrafish.  

 

ANIMALS AND METHODS 

 This study was performed using an adult 4-5 cm wild-type zebrafish 

experimental model, obtained from a commercial establishment in Porto Alegre, Brazil. 

The animals underwent a 14-day adaptation period, and were housed in static system 

tanks, constantly aerated, at a temperature of 28° ± 2°C, and a light cycle of 14 hours. 

The temperature, pH and ammonia, nitrate, and nitrite levels were monitored 

periodically17. Animals were fed ration equivalent to 7% of their body weight (51 

calories) distributed four times a day. The ration was formulated by the Laboratory of 

Nutrition of Aquatic Organisms, Federal University of Paraná- Brazil, from the following 

ingredients: Fish meal, soybean meal, corn, soy oil, dicalcium phosphate, limestone, 
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mineral and vitamin mix, salt, BHT (antioxidant)18. The freeze-dried probiotic LGG was 

used, which is commercially available (Culturelle; Amerifit, Cromwell, CT) at a 

concentration of 1x1010 CFU. 

Two different experiments were conducted, one to define the dose of probiotic 

to be used and one to evaluate the effect of supplementation with probiotic LGG on 

the the activation of inflammasomes and gut permeability markers of ALD model. The 

studies were approved by the Research Ethics Committee of the Hospital de Clínicas 

de Porto Alegre, Brazil (numbers 15-0615, 16-0420 and 17-0143), and conducted in 

accordance with international guidelines for the care and use of laboratory animals. 

 

Determination of probiotic dose by intestinal colonization analysis 

 To assess the effective dose of probiotic LGG capable of colonizing the 

intestine, an experiment was performed with protocols previously standardized in our 

research group19. To achieve this, the animals were divided into four groups 

(n=8/group): 3 groups received different LGG doses: 0.4 mg LGG/fish/day (5,8 x 105 

CFU), 1 mg LGG/fish/day (1,55 x 106 CFU), 2 mg LGG/fish/ day (3,1 x 106 CFU), and 

one group received only probiotic-free ration (Group 0 mg). LGG was added to the 

ration at feeding time. After 14 days, the animals were euthanized by immersion in 

tricaine (L, Sigma Aldrich, Misouri, USA) at a concentration of 400μg/kg and 

euthanized by exsanguination20. The intestines were completely removed aseptically 

for the analysis. 

 The intestines (n=5/group) were macerated with 0.5 μl of Phosphate Buffered 

Saline (PBS), of these, 10 μl were smeared on a slides and Gram-stained, and 20 μl 

were inoculated onto plates containing Lactobacilli MRS agar (de Man, Rogosa, Sharp, 
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Difco ® Germany), specific medium for lactobacillus, in triplicate per animal. The plates 

were incubated in microaerophilic environment at 37°C for 48 hours. As a positive 

control (+ Control), a 1g dilution of the LGG probiotic was used in 9 ml of sterile saline 

solution and appropriate dilutions of 10-1 to 10-10 were inoculated as previously 

described19. 

 To confirm the identification of the Lactobacillus rhamnosus GG strain a PCR 

was performed with species-specific 16S ribosomal primers. Colonies of each group 

and also of the positive control, isolated from cultivation on MRS agar medium, were 

collected with swab and resuspended. Bacterial suspensions, equivalent to 1.0 

McFarland scale standard, were prepared in 200 μl of TE (10 mM Tris/HCl, 1 mM 

EDTA, pH 8.0), homogenized with vortex heated at 100°C for 10 min and frozen at -

80°C for 2 hours. From each suspension, DNA extraction with QIAamp® Viral RNA 

Mini Kit (Qiagen Corporation, Madison, USA) was performed according to the 

manufacturer's instructions. PCR amplification conditions were as follows: reaction 

with a final volume of 50 μl containing 5 μl of DNA, 67 mM Tris-HCl, 16 mM 

(NH4)2SO4, 0.01% (w/w) Tween-20 (pH 8.8 at 25°C), 1.5 mM MgCl2, 0.25 mM dNTP, 

1 pmol of each primer (FW TGCATCTTGATTTAATTTTG; REV 

CCGTCAATTCCTTTGAGTTT) and 2.5 U of Super-Term enzyme. The amplification 

protocol consisted of incubation at 94°C for 5 minutes, followed by 30 amplification 

cycles: 40s of denaturation at 94°C, 30 seconds of annealing (62°C in cycles 1 to 10, 

at 60°C in cycles 11 to 20, and at 58°C in cycles 21-30), 60s of synthesis at 72°C and 

a final extension of 10 min at 72°C. PCR products were visualized on 1.5% agarose 

gel in 0.5% Tris-borate-EDTA buffer19. 
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Experimental Model of ALD 

The ALD model was previously standardized in our research group19,21. Animals 

exposed to ethanol were placed in aquariums with 0.5% (v/v) ethanol (Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany) directly added to the water. Every two days the water was 

changed from the aquariums and the alcohol concentration readjusted to maintain 

alcohol levels.  

Once the dose of 1,55 x 106 UFC LGG/fish/day was defined, a new experiment 

was carried out to assess the inflammasomes pathway and gut permeability. Animals 

were divided into three groups (n=64/group):  Ethanol group (E) - animals exposed to 

0.5% of ethanol; Ethanol + probiotic group (EP)- animals exposed to 0.5% of ethanol 

and treated with 1mg/fish/day of probiotic; and Control group (C)- animals without 

exposure to ethanol or LGG. After 28 days, animals were euthanized as previously 

described. Livers and intestines were completely removed aseptically and stored for 

further analysis. 

 

Histological analysis 

To assess the presence of hepatic steatosis, livers (n=5) were fixed in Tissue 

Tek® O.T.C. Compound (Sakura, California, USA) and stored at -20°C, subsequently 

sectioned in cryostat (Leica Biosvystems, Wetzlar, Germany) at a thickness of 3 µm. 

The slides were stained with Mehlem's modified Oil Red (5mg/mL in propylene 

glycol),22. The microphotographs were obtained by optical microscope (Olympus, 

Japan). 
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Assessment of the gene expression of inflammasomes and gut permeability 

markers 

For both experiments, samples were grouped into 10 pools of 3 intestines or of 

3 liver. RNA extraction with the RNeasy Mini Kit (Invitrogen, USA), 2μg of RNA was 

converted to cDNA with High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Termo Fisher 

Scientific, USA), according to the manufacturer's instructions, in order to analyze gene 

expression of hepatic and intestinal tissues. To study the inflammasomes pathway, we 

evaluated gene expression of pycard, tnf-α, caspase, il-10, il-1β in hepatic tissue. To 

study gut permeability, we evaluated gene expression of the following markers: cldn-

c, cldn15a, cldn15b and JAM f11r in the intestine Gene expression was assessed by 

RT-qPCR with TaqMan probes (Life Technologies, USA) (Table 1). according to the 

manufacturer's instructions. As standardizer, efα-1 (Elongation Factor 1 alpha) was 

used. Values were calculated by the formula 2 -ΔΔCt. . 

Table 1. Probes identification tests: 

Gene Test ID 

cldn-c    dr03138426 

cldn15a dr03145240 

cldn15b dr03072501 

f11r dr03118078 

tnf-α dr03126848 

Caspase dr03125123 

Pycard dr03125114 

il-10 dr03103209 

il-1β dr03114368 

efa-1 dr03432748 
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Statistical Analyzes 

Results were described in means ± SD and medians and interquartile range. 

Differences between groups were measured using the Kruskal-Wallis test and ANOVA 

test. The SPSS (Statistical Package for Social Sciences) program, version 18.0 was 

used to process and analyze the data. The level of significance was 5%. 

 

RESULTS 

 

Confirmation of probiotic LGG colonization  

Gram staining tests on Lactobacilli MRS agar medium and determination of 

strain specificity by PCR, were positive for the doses (1 and 2 mg but negative for the 

dose of 0.4 mg and the group which did not receive LGG added to the ration (0 mg). 

Once the two probiotic doses assessed were positive for the colonization test the 

minimum dose of 1mg/fish/day was chosen for the next experiments (Table 2), 

 

Table 2. Results summary obtained from the colonization test of the different groups. 

PCR: Polymerase chain reaction; LGG: Lactobacillus rhamnosus GG 

 

 

 

 

  LGG dose 

Technique + Control 0 mg 0.4 mg 1 mg 2 mg 

Positive Gram Stain  Negative Negative Positive Positive 
Growth on Lactobacilli MRS 
agar medium 

Positive Negative Negative Positive Positive 

PCR Positive Negative Negative Positive Positive 
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Reduction of hepatic lipid accumulation in ALD model by LGG 

Histological analyses of liver sections in the control group, presented 

hepatocytes with preserved characteristics, with no signs of lipid deposition. After the 

exposure period to ethanol, increased lipid droplets infiltrated into hepatocytes could 

be observed causing displacement of the nucleus to the periphery of the cytoplasm. 

No signs of inflammatory infiltrates were identified by optical microscopy. On the other 

hand, the EP Group showed a reduction an lipid accumulation (Figure 1 A-C). 

 

 

Figure 1: Oil Red staining in hepatic tissue (100x). E Group (A) presented accumulation of 

lipids, whereas EP Group (B) present lower accumulation of lipids. Group C (C) did not present 

accumulation of lipids. E Group: group exposed to ethanol; EP Group: group exposed to ethanol 

receiving probiotic LGG; C Group: control group. 

 

 Gene Expression of Inflammasomes 

In relation to the assessment of hepatic gene expression of inflammasomes 

(Table 3), the EP group presented lower il-1β expression when compared to E Group 
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(p <0.05). There was also a lower expression of pycard, tnf-α and il-10 in relation to E 

Group, however, these differences were not statistically significant. It was also 

observed that there was an increase in expression of the caspase marker, both in E 

Group and in EP Group in relation to the control, but also without statistical 

significance. 

 

Table 3. Assessment of gene expression of inflammasomes markers of the different 
groups. 
 

Variables E Group EP Group Group C p 

 Md (P25 – P75) Md (P25 – P75) Md (P25 – P75)  
pycard 1,37 (0,11-5,47) 1,31 (0,54-2,23) 1,39 (0,37-2,57) 0,999 
tnf-α 1,82 (0,43-4,06) 0,86 (0,32-1,82) 0,87 (0,25-1,40) 0,296 
caspase 2,25 (1,37-18) 2,70 (1,76-3,15) 0,98 (0,33–2,17) 0,060 
il-10 1,38 (0,26-4,84) 1,04 (0,61-1,66) 1,12 (0,66-1,63) 0,752 
il-1β 3,61 (2,16-8,63)b 0,81 (0,40-0,99)a 0,42 (0,27-2,02)a 0,020 

Kruskal-Wallis test. 
a, b Distinctive letters represent different statistical mean (p <0.05) by the Kruskal-Wallis test at 5% 
significance. 
Group E: group exposed to ethanol; Group EP: group exposed to ethanol receiving probiotic LGG; 
Group C: control group. 

 

Gene Expression of intestinal permeability markers 

In the assessment of gut permeability markers, EP group presented cldn15a 

expression significantly higher than E Group and C Group (p≤ 0,05). Regarding cldn-c 

and cldn-15b expression, only C Group presented significantly higher values when 

compared to E and EP Groups. In the expression of JAM f11r, C Group showed 

significant higher values when compared to E Group (Table 4). 
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Table 4. Assessment of the gene expression of gut permeability markers of the 
different groups. 

 

Variables E Group EP Group C Group p 

Cldn-c 0,03 (0,2 – 0,07) b 0,30 (0,17 – 0,30) b 1,44 (0,34 – 3,00) a 0,001
2 

cldn15a 0,66 ± 0,33a;b 1,35 ± 0,80b  1,18 ± 0,69a 0,050
1 

cldn15b 0,49 ± 0,27b 0,72 ± 0,44b 1,55 ± 1,18a 0,009
1 

f11r 0,08 ( 0,05 – 0,45)b 0,29 (0,15 – 0,59) 1,39 (0,28 – 3,01)a 0,009
2 

1Anova test; 2Kruskal-Wallis test 
a, b Distinctive letters represent different statistical mean (p <0.05) by the ANOVA and Kruskal-Wallis 
test. 
Group E: group exposed to ethanol; Group EP: group exposed to ethanol receiving probiotic LGG; 
Group C: control group. 

 

DISCUSSION 

In the present study, we demonstrated in the experimental model of alcohol-

induced steatosis, LGG supplementation with probiotic LGG for 28 days had beneficial 

effects on the pathogenesis of ALD. LGG was able to confer protection to hepatic 

accumulation of lipid, decreased hepatic expression of il-1β and increased gut 

permeability markers by TJ cldn15a expression. 

This study demonstrated there was colonization by LGG probiotic in the animals 

intestines. The adhesion of probiotic bacteria to the intestinal epithelium is an essential 

condition for colonization and the effectiveness of the probiotic seems to depend on 

the administered dose applied, formulation, duration of treatment, among other 

variables23. In a previous study conducted by our group, Schneider et al.19 also 

evaluated the colonization by LGG probiotic by the PCR technique. However, at that 

time, the animal diet had not yet been standardized in terms of quantity offered/fish, 

since the animals were fed to satiety. Although assessing the presence of the probiotic 
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in the intestine is recommended before beginning an intervention, not all studies apply 

these tests, such as some studies with rodents, where LGG was also used24,25.  

Probiotic intestinal colonization is essential for the entire tropism of the small intestine 

and colorectal tract, for obtaining local and systemic immune defenses, for protection 

against violation of the epithelial barrier and for improving the balance between 

immune response and tolerance towards non-pathogenic agents. Thus, confirming the 

intestinal colonization of LGG prior to its use as treatment becomes an indispensable 

evaluation to obtain safe results26.    

In the last decades, there has been a considerable increase in the number of 

experimental studies using zebrafish (Danio rerio) as a model to elucidate mechanisms 

of many diseases, including liver diseases27. The liver of fish and mammals have the 

same metabolic functions regarding processing and storage of nutrients, synthesis of 

enzymes and cofactors, formation of bile and metabolism of xenobiotic compounds. 

These advantages reduce the time and cost of investigations in vivo and even 

compared to other animal models 28,29.  

Our results demonstrated the animals exposed to alcohol developed hepatic 

steatosis after 28 days, however this did not occur with the animals which had the 

ration supplemented with probiotic. These results were also reported by Schneider et 

al19. Other studies with rats also confirmed the hepatoprotective effects from the 

probiotic LGG15,30,31. Shi et al., described that probiotic use for four weeks prevented 

the increase of hepatic fat concentration in C57BL/6 mice exposed to ethanol in relation 

to the exposed group without LGG15. 

It is known that patients with severe alcoholic hepatitis present an increase in 

serum levels of IL-1β, compared to healthy individuals32, this is due in part to the 
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activation of the expression of the inflammasome components33. In our study, probiotic 

supplementation also resulted in improvement of the inflammatory response, by a 

reduced the expression of il-1β in the treated EP group compared to the E group (P 

<0.05). There was a significant increase in caspase expression in E and EP groups, 

which may indicate that the probiotic has no effect on this specific inflammatory 

pathway. Petrasek et al., showed that the activation of inflammasomes and IL-1β act 

in the pathogenesis of alcohol-induced inflammation, steatosis, injury, and fibrogenesis 

of the liver in mice, and that caspase reduction prevents alcoholic hepatitis. The 

decrease in IL-1β expression had protective effects in different stages of ALD in the 

study, since its development, progression and recovery from alcoholic liver injury. 

Based on these results, the authors identified inflammasome and IL-1β as possible 

therapeutic targets in ALD34.  

There are indications in the literature that LGG has a protective effect on the 

tnf-α and pycard expression. In the present study, the expression of tnf-α and pycard 

in the animals of E Group seems larger than in the EP Group, however this result was 

not statistically significant. On the other hand, Wang et al., reported that mice exposed 

to alcohol and after two weeks of LGG supplementation had less hepatic tissue 

damage, in addition to a lower expression of tnf-α35. Furthermore, in a model of non-

alcoholic fatty liver disease (NAFLD) induced by a fructose-rich diet for 8 weeks, Ritze 

et al.,36 evaluated the effect of LGG as a protective agent in C57BL/J6 mice and 

observed that probiotics reduced LPS and consequently there was an attenuation of 

TNF-α and IL-1β mRNA expression in the liver of the animals.  

Alcohol and its metabolites can lead to the growth of bacteria in the small 

intestine, leading to intestinal microbiota dysbiosis, and increased gut permeability with 

endotoxin translocation from the intestine to the liver37. In our experiment, we observed 
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a significantly higher cldn15a expression in EP group compared to the E Group, 

demonstrating that probiotics decrease gut permeability, promoting an improvement of 

the gut barrier. The expression of the other assessed TJ (cldn-C, cldn15b and f11r) 

also appear larger in the EP Group compared to E group, however without statistical 

significance. LGG supplementation also promoted benefits related to barrier integrity 

in mice, with increase of Firmicutes and Bacteroidetes phyla in the small intestine and 

restored the concentration of TJ30 proteins. Additionally, the Bull-Otterson et al., 

showed that rats exposed to ethanol and fed with diet enriched with probiotic LGG, 

presented improvement in the TJ protein expression38.  

Probiotics are mostly consumed in the form of supplements, however they can 

also be added to foods during the manufacturing process, providing better conditions 

to the product and greater acceptance of its therapeutic properties by consumers39. 

High number of probiotic food products and beverages have been put on the market 

in recent years, with emphasis on yogurts, probiotic cheeses and fermented 

beverages40. There is increasing evidence on the benefits of ingestion of probiotics in 

food, however, there is still a need for further studies in the area 41,41. 

Possible limitations of this study are related to the experimental model with 

zebrafish, the fact of not being able to determine exactly how much of the ration was 

consumed by each animal, since it was added directly in the water, having to use 

averages. Also, regarding the selection of the LGG dose used, in addition to the 

performed tests, the ideal would have been to quantify the colonies, which we suggest 

for future studies in order to evaluate if smaller doses would also be effective. 

Evaluating the composition of the intestinal microbiota and the presence of dysbiosis 

in zebrafish is a great challenge, this is certainly a point to be explored, especially in 
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the sense of studying the effects of the use of LGG in both prevention and treatment 

of dysbiosis in different liver disease models. 

The data of this study collaborate to elucidate the pathways by which the 

probiotic LGG acts in ALD and reinforce the idea of its use as preventive agent. Further 

studies both in experimental models and clinical trials should be carried out. 

 

CONCLUSION 

It was possible to verify that the supplementation of probiotics with LGG was 

protective for hepatic steatosis in fish exposed to ethanol. In addition, LGG had effect 

in the modulation of the inflammatory response promoting a reduction of the 

proinflammatory cytokine il-1β and gut permeability markers, improving the structure 

of the gut barrier. 
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8. CONCLUSÕES 

1. As doses 1 e 2 mg/peixe/dia, foram positivias para os testes de colonização 

intestinal. 

2. A partir da suplementação com 1 mg/peixe/dia de LGG, foi possível verificar uma 

ação protetora no acúmulo de lipídeos hepático nos  animais expostos ao etanol. 

3. O LGG reduziu a expressão dos marcadores dos inflamassomas, em especial a 

il-1β. 

4. O LGG promoveu aumento de expressão dos marcadores de permeabilidade 

intestinal, em especial a cldn15a, indicando possivelmente, melhora da estrutura 

da barreira intestinal.   
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9. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do probiótico LGG nos marcadores 

dos inflamassomas e também nos marcadores de permeabilidade intestinal em um 

modelo experimental de doença hepática alcóolica em zebrafish.  

A partir das análises realizadas, verificou-se que a suplementação do probiótico 

LGG foi protetora para a esteatose hepática em animais expostos ao etanol. Além 

disso, o LGG teve ação na modulação da resposta inflamatória promovendo 

diminuição da citocina pró-inflamatória il-1β e de marcadores de permeabilidade 

intestinal, em especial a cldn15a, melhorando assim, a estrutura da barreira intestinal. 

Futuramente seria importante avaliar se esses mesmos marcadores, dos 

inflamassomas e de permeabilidade intestinal, apresentam comportamento similar em 

outros modelos de doença hepática, como por exemplo, na DHGNA a partir da 

obesidade. E a partir daí pensar em novas formas de tratamento com esses alvos-

terapêuticos.  

Adicionalmente, avaliar a composição da microbiota intestinal e a presença de 

disbiose em zebrafish é um grande desafio, que foi iniciado neste trabalho, mas 

infelizmente não tivemos exito com as técnicas utilizadas. Este com certeza é um 

ponto a ser explorado, especialmente no sentido de estudar os efeitos da utilização 

de LGG tanto na prevenção quanto no tratamento da disbiose em diferentes modelos 

de DH. 

Estudar os mecanismos envolvidos na patogênese da DHA através de estudos 

experimentais tem ainda mais relevância quando os resultados dessas pesquisas dão 

suporte para que novos projetos sejam desenvolvidos e nesse sentido, sugerimos que 
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sejam realizados ensaios clínicos para avaliar o efeito da suplementação de 

probióticos em pacientes com DHA.  
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