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RESUMO

As dislipidemias sdo doencas cronicas, caracterizadas por elevagdo nos niveis plasmaticos de
colesterol total (CT), triglicerideos (TG), lipoproteina de baixa densidade (LDL), associada
com diminuicdo nos niveis plasmaticos de lipoproteina de alta densidade (HDL). Em parte, as
alteracdes no metabolismo dos lipidios estdo associadas ao tipo de acidos graxos ingeridos na
dieta. O consumo elevado de &cidos graxos saturados e trans contribui para o aumento dos
niveis plasmaticos de LDL, CT, TG e reducdo de HDL. Adicionalmente, as dislipidemias
podem favorecer o desenvolvimento de resisténcia a insulina, hipertensdo arterial sistémica
(HAS) e doencas cardiovasculares. Estudos apontam que os probidticos, se consumidos em
quantidades adequadas, podem desempenhar um papel importante na melhoria de distarbios no
metabolismo lipidico, na reducdo de marcadores inflamatdrios, na atenuacdo do estresse
oxidativo e na reducdo da pressdo arterial. Sendo assim, o objetivo geral deste estudo foi
investigar os efeitos da suplementacdo com a cepa de Lactobacillus fermentum 296 em ratos
dislipidémicos sobre os parametros cardiometabdlicos. Trata-se de um ensaio ndo clinico
realizado com ratos Wistar machos com +90 dias de idade que foram divididos em trés grupos:
grupo controle (CTL), dislipidémico (DLP) que recebeu dieta dislipidémica e solugédo placebo
(PBS), e o grupo dislipidémico tratado com L. fermentum 296 (DLP + Lf296) com dieta
dislipidémica e suplementacdo por gavagem com L. fermentum 296 (1,0 x 10° UFC/mL)
diariamente por 4 semanas. No final do estudo, o sangue foi coletado para testes bioquimicos,
foram realizados testes de tolerancia a glicose oral (TOTG) e insulina (TTI) e, finalmente, 0s
ratos foram submetidos a cirurgia para insercdo de canulas na artéria femoral para posterior
afericdo da pressao arterial basal, obtencdo de registros da frequéncia cardiaca (FC), anélise
espectral da pressdo arterial sistdlica e intervalo de pulso, sensibilidade barorreflexa, equilibrio
simpatico-vagal e tdnus vascular simpéatico em cada grupo. Os ratos foram eutanasiados e 0s
orgdos foram coletados para pesagem. Finalmente, as fezes foram coletadas e a contagem de
Lactobacillus spp foi realizada. A intervencdo com L. fermentum 296 foi capaz de prevenir o
aumento dos niveis de colesterol total (111,5+ 10,0 vs. 161+18,2 mg/dL), LDL (84,9+ 10,7 vs.
142,6+£20,9 mg/dL) e triglicerideos (52,5 + 4,6 vs. 85+8,3 mg/dL) (p <0,05) nos ratos
dislipidémicos. A administracdo de L. fermentum 296 preveniu o aumento de pressao arterial
sistolica (149,5 + 3,3 vs. 162,5 + 1,6 mmHg, p<0.05), e do tdnus cardiovascular simpatico (-
50,8 + 3,5 vs. -63,4 = 3,0 mmHg, p<0.05) em ratos alimentados com dieta dislipidémica. A
administracdo de L. fermentum 296 nao foi capaz de prevenir a resisténcia a insulina (p>0.05)
e 0 dano no controle baroreflexo cardiaco (p>0.05) causado pela dieta dislipidémica. Estes
resultados indicam que L. fermentum 296 apresenta potencial para uso como probiético com
habilidades de modular pardmetros bioquimicos e cardiovasculares de interesse para o
tratamento de doencas cardiometabdlicas.

Palavras-chave: Dislipidemia. Hipertensdo. Lactobacillus. Microbiota. Probidticos.



ABSTRACT

Dyslipidemias are chronic diseases, characterized by elevation in plasma levels of total
cholesterol (TC), triglycerides (TG), low density lipoprotein (LDL), associated with a decrease
in plasma levels of high density lipoprotein (HDL). In part, changes in lipid metabolism are
associated with the type of fatty acids ingested in the diet. The high intake of saturated and trans
fatty acids contributes to the increase of the plasma levels of LDL, CT, TG and reduction of
HDL. In addition, dyslipidemias may favor the development of insulin resistance, systemic
arterial hypertension (SAH) and cardiovascular diseases. Studies indicate that probiotics, if
consumed in adequate quantities, may play a role in the improvement of disorders in lipid
metabolism, reduction of inflammatory markers, attenuation of oxidative stress and reduction
of blood pressure. Thus, the general objective of this study was to investigate the effects of
supplementation with the Lactobacillus fermentum 296 strain in dyslipidemic rats on
cardiometabolic parameters. This was a non-clinical trial performed with male Wistar rats at 90
days of age and divided into three groups: control group (CTL), dyslipidemic (DLP), who
received a dyslipidemic diet and placebo solution (PBS), and the group with L. fermentum 296
(DLP + Lf296) with dyslipidemic diet and gavage supplementation with L. fermentum 296 (1.0
x 109 CFU / mL) daily for 4 weeks. At the end of the study, blood was collected for biochemical
tests, oral glucose tolerance (OGT) and insulin (TTI) tests were performed, and finally the rats
were submitted to surgery for insertion of cannulas into the femoral artery for posterior
measurement of the basal blood pressure, obtaining heart rate (HR) records, spectral analysis
of systolic blood pressure and pulse interval, baroreflex sensitivity, sympathetic-vagal balance
and sympathetic vascular tone in each group. The rats were euthanized and the organs were
collected for weighing. Finally, the faeces were collected and the Lactobacillus spp count was
performed. The intervention with L. fermentum 296 was able to prevent the increase of total
cholesterol levels (111.5 £ 10 vs. 161 + 18.2 mg / dl), LDL (84.9 £ 10.7 vs. 142.6 + 20.9 mg /
dl), and triglycerides (52.5 + 4.6 vs. 85 £ 8.3 mg / dl) (p <0.05) in dyslipidemic rats. The
administration of L. fermentum 296 prevented increased systolic blood pressure (149.5 + 3.3
vs. 162.5 £ 1.6 mmHg, p <0.05), and sympathetic cardiovascular tone (-50.8 £ 3.5 vs. -63.4 +
3.0 mmHg, p < 0.05) in rats fed a dyslipidemic diet. The administration of L. fermentum 296
was not able to prevent insulin resistance (p> 0.05) and damage in cardiac baroreflex control
(p>0.05) caused by the dyslipidemic diet. These results indicate that L. fermentum 296 presents
potential for use as a probiotic with the ability to modulate biochemical and cardiovascular
parameters of interest for the treatment of cardiometabolic diseases.

Keywords: Dyslipidemia. Hypertension. Lactobacillus. Microbiota. Probiotics.



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
cardiaca

LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURAS DA DISSERTACAO

Relacdo entre disbiose intestinal e o desenvolvimento da dislipidemia e HAS 28
Esquema do protocolo experimental do estudo 37
Registros da pressao arterial e da frequéncia cardiaca 39
Protocolo esquematico realizado para registro da presséo arterial e frequéncia

41



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AGCCs Acidos Graxos de Cadeia Curta

CEUA Comiss&o de Etica no Uso de Animais

CFCS Sobrenadante da cultura isenta de células

CFE Extratos livres de células

CONCEA Conselho Nacional para o Controle de Experimentagdo Animal
CT Colesterol Total

CTL Grupo Controle

DAC Doenca Arterial Coronariana
DCV Doencas Cardiovasculares
DLP Grupo Dislipidémico

DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
FC Frequéncia Cardiaca

GLP-1 Peptideo tipo glucagon 1

HAS Hipertensao Arterial Sistémica
HDL Lipoproteina de Alta Densidade
HF Alta frequéncia

1A indice aterogénico

IL Interleucina

IP Intervalo de Pulso

IPeFarM Instituto de Pesquisas em Farmacos e Medicamentos

LaConCHA Laboratdrio de Controle Neural da Circulacdo e Hipertenséo Arterial

LDL Lipoproteina de Baixa Densidade
LPS Lipopolissacarideos

L-NAME  Ester metilico nitro-L-arginina
LF Baixa frequéncia

MDA Malondialdeido

NaCl Cloreto de sddio

NE Norepinefrina

NO Oxido Nitrico

NOS NO sintase

NTS Nucleo do Trato Solitario



oMS
oD
PA
PAD
PAM
PAS
PCR
PT
PYY
RVLM
SBRS
SHR
SNA
TG
TNFa
TOTG
TTI
UFPB
VFC

Organizacdo Mundial da Saude
Densidade Optica

Pressdo Arterial

Pressdo Arterial Diastolica

Pressdo Arterial Média

Pressdo Arterial Sistolica

Proteina C-reativa

Poténcia total

Peptideo YY

Medula Ventrolateral Rostral
Sensibilidade espontanea do barorreflexo
Ratos Espontaneamente Hipertensos
Sistema Nervoso Autdnomo
Triglicerideos

Fator de Necrose Tumoral

Teste de tolerancia oral a glicose
Teste de tolerancia a insulina
Universidade Federal da Paraiba

Variabilidade da frequéncia cardiaca



SUMARIO

LINTRODUGAO ..ot 12
2 REFERENCIAL TEORICO ..ot sen s 14
2.1 ASPECTOS GERAIS DAS DISLIPIDEMIAS.......ccoie e 14
2.2 MECANISMOS DE CONTROLE DA PRESSAO ARTERIAL E HIPERTENSAO
ARTERIAL SISTEMICA. ...ttt 17
2.3 MICROBIOTA INTESTINAL ..ottt 21
2.4 DISBIOSE, DISLIPIDEMIAS E HIPERTENSAO ARTERIAL.......ooooiieieeeeieens 24
2.5 PROBIOTICOS.......oocvieeeicieeeteeeeseetsss s isss s ssssss st s st sensesaas st snsnness 28
2.5.1 Administracdo de probioticos nas dislipidemias: achados clinicos e néo
o [ oo LTRSS SOURRT PRSPPI 31
2.5.2 Administracdo de probioticos na hipertensdo arterial: achados clinicos e néo
o [ oo LTSRS UPRPTTPURPRPRN 33
3 ABORDAGEM METODOLOGICA ...ttt 35
3.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO ......ovieeeeeeiceeeeees et esae e, 35
3.2 ANIMAIS E ASPECTOS ETICOS ...t 35
B B D E T AS ettt e e r et ne e 35
3.4 PREPARAQAO DA CEPA DE L. fermentum 296.........cccccoeevieiiieiieeiee e 36
3.5 DETERMINACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO
DPPH DA CEPA DE L. fermentum 296...........ccoiteriiieiieiieieseese e seesieeee e ssee e sneesnees 36
3.6 GRUPOS EXPERIMENTAIS E ADMINISTRACAO COM L. fermentum 296.......... 37
3.7 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTALIS. ..ottt 37
3.7.1 Avaliac@o do PesO COFPOIral..........ccciiiiiieiiie ettt 37
3.7.2 ANAliSeS DIOQUIMICAS........oeeieieiiieec e 38
3.7.3 Teste de tolerancia a glicose € @ INSUlINA...........cccoeiiiiiiii i 38
3.7.4 Medicao dos parametros cardiovasculares de referéncia..........cccoeeveevvinivennene 38
3.7.5 Avaliacdo do controle barorreflexo, funcdo autondmica cardiaca e tbnus
1001 0 1= LA ol JO SO 40
3.7.6 Contagem de Lactobacillus Nas fEZeS...........ccccveveeiiiiiii e 41
3.8 ANALISES ESTATISTICAS. .....cooviiiriieieie e 41
REFERENCIAS ...ttt 42
APENDICE ..ottt 56
APENDICE A - ARTIGO ..ot eeeee et ne st sassse s 57
A NN | RS SSRSTIS 91

ANEXO A - CERTIFICADO DE APROVACAO DO PROJETO PELA COMISSAO
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DE LABORATORIO........coooeeeeeeeeeeeeeeeeereen, 92



12

1 INTRODUCAO

A dislipidemia multifatorial, caracterizada pelos niveis elevados de colesterol total
(CT), triglicerideos (TG), lipoproteina de baixa densidade (LDL) ou diminui¢do nos niveis
séricos da lipoproteina de alta densidade (HDL) (PALINSKI et al., 2009) é considerada um
fator de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, a exemplo da hipertenséo.

O aumento dos niveis de pressdo arterial pode ser consequéncia da hiperativagao
simpatica, uma condicao caracterizada por um aumento na intensidade e na frequéncia das
despolarizaces elétricas do nervo simpético e também por um aumento nos niveis plasmaticos
de catecolaminas, promove constri¢do dos vasos sanguineos periféricos, aumento na resisténcia
vascular periférica e, consequentemente aumento nos niveis basais da pressdo arterial. A
pressdo arterial € resultado do produto entre a resisténcia vascular e o débito cardiaco, duas
variaveis que sdo controladas pelo sistema nervoso autbnomo (Simpético e Parassimpatico)
(MALPAS et al., 1998; GUYENET et al., 2006; GRASSI et al., 2015).

Achados recentes tém demonstrado que niveis elevados de lipidios séricos, marcadores
inflamatdrios e estresse oxidativo podem contribuir para uma diminuicdo da sensibilidade do
baroreflexo (SINSKI et al., 2009), maior quimiosensibilidade respiratéria (DEL RIO et al.,
2012; MORGAN et al., 2016), hiperatividade simpatica (CHAN, CHAN, 2012;
CHOBANYAN-JURGENS, JORDAN, 2015) e consequentemente risco elevado para o
desenvolvimento de hipertensdo arterial sistémica.

Alteracdes na composic¢do da microbiota e aumento na permeabilidade intestinal, estio
associados com uma translocacdo facilitada de lipidios dietéticos, colesterol, marcadores
inflamatdrios e espécies reativas de oxigénio para o sangue (CHAVEZ-TALAVERA et al.,
2017; ZAMBRANO et al., 2016).

Em adicdo, uma dieta rica em gordura saturada e transaturada, parece aumentar a
populacdo de Escherichia coli e de lipopolisacarideos, favorecendo o desenvolvimento de
processos inflamatdrios e disfungdes intestinais (KIM et al., 2015).

Neste sentido, é razodvel inferir que a modulacdo da microbiota intestinal pode
representar uma estratégia terapéutica potencial para o controle de desequilibrios na microbiota
intestinal em condigdes fisiopatologicas, incluindo dislipidemias, doencgas inflamatorias e
hipertensdo arterial (ROBLES-VERA et al., 2017).

Por outro lado, é desafiador identificar uma maneira segura e eficaz de manipulacédo da
microbiota intestinal. Evidéncias crescentes tém demonstrado que a modulacdo da microbiota

intestinal por administracdo oral de probidticos tem sido eficaz no tratamento e ou/prevencao



13

de disturbios cardiovasculares (AHREN et al., 2015; GOMEZ-GUZMAN et al., 2015) e
metabdlicos (PAN et al., 2010; KIM et al., 2017). Os probidticos sdo microrganismos ndo
patogénicos que, quando ingeridos em quantidades adequadas, sdo capazes de atingir o intestino
e conferir beneficios a satde do hospedeiro (OMS, 2001; PARVEZ et al., 2006).

Em parte, os efeitos benéficos dos probidticos podem ser decorrentes de suas
propriedades na regulacdo do metabolismo lipidico e na fungdo imune. Como o efeito do
propionato, um acido graxo de cadeia curta derivado do processo fermentativo bacteriano, na
inibicdo da sintese de colesterol (LIN et al., 1995). Além disso, varias bactérias intestinais,
particularmente Lactobacillus, possuem atividades de hidrolase de &cidos biliares e, portanto,
exibem a capacidade de hidrolisar sais biliares (BEGLEY et al., 2006). 1sso pode afetar o ciclo
entero-hepatico dos acidos biliares, levando ao aumento da perda fecal de sais biliares e a
reducdo secundaria do colesterol sérico decorrente da estimulacdo da sintese de acidos biliares
no figado (FAVIER et al., 1995; JONES et al., 2012).

Cepas probidticas podem ativar as células denditricas que capturam microrganismos
prejudiciais ao organismo, e em seguida, apresentam estes microrganismos aos linfécitos T que
produzem citocinas anti-inflamatorias, tais como IL-10, além de atenuar a producéo de IL-6 e
fator de necrose tumoral (TNF-a) (KIM et al., 2015).

A capacidade dos probidticos para reduzir a pressdo arterial tem sido atribuida a
liberacdo de peptideos bioativos durante a fermentacdo de produtos alimentares contendo a
proteina do leite (caseina), tais como os peptideos inibidores da enzima de conversdo da
angiotensina, como também, a capacidade de inibicdo da producdo de citocinas pro-
inflamat6rias (ROBLES-VERA et al., 2017).

Esses achados tém acirrado a identificacdo de cepas potencialmente probioticas, como
a cepa de Lactobacillus (L.) fermentum 296 que apresenta funcionalidades fisioldgicas de
adesdo, agregacao, coagregacdo, antagonismo e sobrevivéncia a exposicdo a condicdes
gastrointestinais simuladas, além de ndo apresentar atividades hemoliticas e mucinoliticas
(ALBUQUERQUE et al., 2017). Tais caracteristicas apontam o L. Fermentum 296 como uma
iminente estirpe probiotica para utilizacdo em ensaios nao clinicos.

Neste sentido, nosso objetivo foi investigar os efeitos da administragéo oral da cepa de
L. fermentum 296 sobre os parametros cardiovasculares e metabolicos em ratos dislipidémicos.
Como objetivos especificos, temos: realizar o0 acompanhamento do peso dos ratos; analisar 0s
parametros bioguimicos e sensibilidade a insulina e a glicose; avaliar os niveis de pressao
arterial e da frequéncia cardiaca, além de examinar o controle barorreflexo e a modulagéo

autondmica nos animais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS GERAIS DAS DISLIPIDEMIAS

Nas Ultimas décadas houve um aumento exponencial na prevaléncia de obesidade e
dislipidemias como consequéncia da populacdo mundial ter adotado um estilo de vida menos
ativo (sedentario) associado a ingestdo elevada de acidos graxos saturados e trans, agucares e
sal, e 0 consumo reduzido de fibras (WHO, 2015).

As dislipidemias séo doencas crénicas, caracterizadas por niveis plasmaticos elevados
de colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e/ou LDL, os quais podem ser associados com
niveis plasmaticos reduzidos de HDL (RUIZ-NUNEZ et al., 2016). Em parte, as alteraces no
metabolismo dos lipidios estdo associadas ao tipo de acidos graxos da dieta. Por exemplo, o
consumo elevado de &cidos graxos saturados e trans, e colesterol dietético, podem contribuir
para aumentos nos niveis plasmaticos de LDL, CT, TG e reducdo de HDL (RUIZ-NUNEZ et
al., 2016).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2017), as dislipidemias podem
ser classificadas em hiperlipidemias (niveis elevados de lipoproteinas) e hipolipidemias (niveis
plasmaticos de lipoproteinas baixos). As dislipidemias também podem ser classificadas de
acordo com a fracao lipidica alterada em: hipercolesterolemia isolada: aumento isolado do
LDL-c (LDL-c > 160 mg/dL); hipertrigliceridemia isolada: aumento isolado dos triglicérides
(TG > 150 mg/dL ou > 175 mg/dL, se a amostra for obtida sem jejum); hiperlipidemia mista:
aumento do LDL-c (LDL-c > 160 mg/dL) e dos TG (TG > 150 mg/dL ou > 175 mg/ dL, se a
amostra for obtida sem jejum); HDL-c baixo: redu¢ao do HDL-c (homens < 40 mg/dL e
mulheres < 50 mg/dL) isolada ou em associa¢cao ao aumento de LDL-c oude TG (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2017).

Ensaios clinicos e epidemiologicos indicam haver uma correlagéo positiva entre 0s
niveis elevados de colesterol sérico total, refletindo principalmente a fracdo lipoproteina-
colesterol de baixa densidade (LDL-c), com o desenvolvimento precoce de aterosclerose e
outras doencas cardiovasculares (DCV) (COSTABILE et al., 2017; SONG et al., 2017).

A aterosclerose ¢ uma doenca inflamatéria cronica de origem multifatorial, que ocorre
em resposta a agressao endotelial, acometendo principalmente a camada intima de artérias de
médio e grande calibre (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2017).
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A formacao da placa aterosclerotica inicia-se com a agressao ao endotélio vascular por
diversos fatores de risco, como dislipidemia, hipertensao arterial ou tabagismo. Como
consequéncia, a disfuncdo endotelial aumenta a permeabilidade da intima as lipoproteinas
plasmaticas, favorecendo a retencao destas no espacgo subendotelial. O deposito de lipoproteinas
na parede arterial, processo chave no inicio da aterogénese, ocorre de maneira proporcional a
concentracao destas lipoproteinas no plasma. Além do aumento da permeabilidade as
lipoproteinas, outra manifestacao da disfuncdao endotelial é o surgimento de moléculas de
adesao leucocitaria na superficie endotelial, processo estimulado pela presenca de LDL
oxidada. As moléculas de adesao sao responsaveis pela atracao de monacitos e linfocitos para
a intimidade da parede arterial. Induzidos por proteinas quimiotaticas, 0S monécitos migram
para o espaco subendotelial, no qual se diferenciam em macré6fagos, que, por sua vez, captam
as LDL oxidadas. Uma vez ativados, os macrofagos sao, em grande parte, responsaveis pela
progressao da placa aterosclerética por meio da secrecdo de citocinas, que amplificam a
inflamacao, e de enzimas proteoliticas, capazes de degradar colageno e outros componentes
teciduais locais (HANSSON, 2005).

Diversos mecanismos tém sido propostos para a aterogénese e suas complicacdes, como
a oxidagao de lipoproteinas (principalmente lipoproteinas de baixa densidade) e a alteragao
fenotipica do endotélio vascular, produzindo substancias quimiotaticas de linfocitos, liberando
espécies reativas de oxigénio, promovendo vasoconstricao e reduzindo propriedades
antitromboticas. Um evento coronario agudo ¢ a primeira manifestacao da doenca
aterosclerotica em pelo menos metade dos individuos que apresentam esta complicaciao
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2017).

Projecdes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apontam que aproximadamente
40% de todas as mortes humanas seréo relacionadas as DCV no ano de 2020. A forma mais
comum de DCV ¢ a doenca arterial coronariana (DAC), responsavel por 7,25 milhdes de mortes
por ano e reconhecida como a principal causa de mortalidade no mundo (COSTABILE et al.,
2017).

A DAC tem etiologia multifatorial e a sua prevencéo passa pela identificagéo e controle,
ndo sé das dislipidemias, mas do conjunto dos fatores de risco, tais como hipertensao arterial,
diabetes mellitus tipo 2, tabagismo, sedentarismo e dieta. Existem efeitos biologicos e / ou
estatisticamente significativos entre varios fatores de risco para DAC, particularmente LDL,
HDL e pressao sanguinea, em individuos levemente hipercolesterolémicos. Um dos principais

alvos para reduzir o risco cardiovascular é a reducao dos niveis de LDC-c. Estas redugdes tém
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potencial significancia clinica, pois uma reducdo de 1% no colesterol sérico total tem sido
associada a uma diminuicdo do risco de doenca arterial em 2 £ 3% (COSTABILE et al., 2017).

As estatinas sdo atualmente os agentes medicamentosos mais eficazes para reduzir os
niveis de LDL-C. Entretanto, de aproximadamente 20 milhdes de pacientes tratados com
estatinas, estima-se que 10% a 20% séo incapazes de tolerar a intervencdo, ou as doses mais
altas necessérias para atingir as metas atuais de LDL-C principalmente devido aos efeitos
colaterais relacionados aos musculos (COSTABILE et al., 2017), como dor, sensibilidade,
rigidez, cadimbras, fraqueza e fadiga localizada ou generalizada. Os sintomas musculares sao 0s
mais comuns e podem surgir em semanas ou anos apés o inicio do tratamento. Variam desde
mialgia, com ou sem elevacao da creatinoquinase, até a rabdomioslise, que é o evento muscular
adverso mais grave durante a terapia com estatinas, podendo gerar necrose muscular, distarbios
hidroeletroliticos graves, lesao renal aguda, coagulopatia, choque e morte. Durante o tratamento
com estatinas, podem ocorrer também sintomas ou sinais sugerindo hepatotoxicidade (fadiga
ou fraqueza, perda de apetite, dor abdominal, urina escura ou aparecimento de ictericia)
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2017).

O aumento do reconhecimento das limitacbes das estatinas levou a um crescente
interesse em terapias ndo medicamentosas para melhorar os perfis de colesterol no sangue,
como é o caso da intervencdo com probioticos, com modo de acdo que tém o potencial para
melhorar os resultados em pacientes com doenga coronariana com pouco ou nenhum risco de
efeitos colaterais (COSTABILE et al., 2017).

A administracdo com probidticos reduz as alteracBes maléficas na composicdo da
microbiota relatadas nas condicdes de dislipidemias, que ocasionaria aumento na
permeabilidade intestinal, favorecendo uma maior translocacdo de lipidios dietéticos,
colesterol, marcadores inflamatorios e espécies reativas de oxigénio para o sangue (CHAVEZ-
TALAVERA et al., 2017; ZAMBRANO et al., 2016).

A concentracdo sanguinea de colesterol total esta positivamente associada ao aumento
da modulagdo simpatica, no sistema cardiovascular a hipercolesterolemia grave provoca um
aumento na pressdo arterial diastélica (PAD), e aumento no componente de baixa frequéncia
(LF), indicando ativacdo do componente simpatico, indicando que a hipercolesterolemia pode

ser importante para o inicio da hipertensdo (EVANGELHO et al., 2011).



17

2.2 MECANISMOS DE CONTROLE DA PRESSAO ARTERIAL E
HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

A literatura tem reportado um aumento exponencial da prevaléncia de hipertensao
arterial, afetando quase 1 bilhdo de pessoas no mundo. Associado a hipertensdo arterial,
desordens metabolicas, tais como obesidade, diabetes mellitus tipo Il e dislipidemias séo
reconhecidos como os principais fatores de risco para desenvolvimento de DCV, considerada
como a principal causa de infarto agudo do miocérdio, acidente vascular cerebral e morte
prematura em paises desenvolvidos ou em desenvolvimento (HEDNER et al., 2012; MILLS et
al., 2016).

De acordo com a American Heart Association (2018) a hipertensdo fase 1 é
caracterizada por pressédo arterial entre 130-139 ou 80-89 mmHg e a hipertenséo fase 2 por
niveis pressoricos > 140 ou > 90 mmHg.

Apesar dos avancos relevantes no entendimento da patogenia da hipertensao arterial, é
consenso que indmeras lacunas acerca dos mecanismos subjacentes a tal condi¢do clinica
carecem de elucidacdo. A regulacdo da pressao arterial (PA) é uma das funcGes fisioldgicas
mais complexas e depende das ac¢des integradas de sistemas cardiovascular, renal, respiratério,
neuronal e endécrino (CARTHY, 2014; CARMICHAEL, WAINFORD, 2015).

A PA é resultado do produto entre a resisténcia vascular e o débito cardiaco, duas
variaveis que sdo controladas pelo sistema nervoso autbnomo (SNA). Por sua vez, o débito
cardiaco depende de trés variaveis: volume diastolico final; contratilidade do miocardio; e
frequéncia cardiaca. O volume diastdlico final é o volume atingido pela camara ventricular
antes da contracdo e é determinada pela pressdo venosa, que estd relacionada ao volume
sanguineo e ao tonus venoso do musculo liso, ambos sobre controle do sistema nervoso
simpatico. A contratilidade miocardica e a frequéncia cardiaca sdo reguladas por ambas as
divisbes simpatica e parassimpatica do SNA (GUYENET et al., 2006).

E bem descrito que a hiperativacdo simpatica, uma condicdo caracterizada por um
aumento na intensidade e na frequéncia das despolarizacfes elétricas do nervo simpatico e
também por um aumento nos niveis plasmaticos de catecolaminas, promove constricdo dos
vasos sanguineos periféricos, aumento na resisténcia vascular periférica e, consequentemente
aumento nos niveis basais da pressdo arterial (MALPAS et al., 1998; GUYENET et al., 2006;
GRASSI et al., 2015).

Os neurbnios pré-simpaticos da medula rostral ventrolateral (RVLM) foram

identificados como uma regido chave que gera o estimulo excitatorio continuo aos neurdnios
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vasomotores pré-ganglionares na medula espinal. Estudos pioneiros durante a segunda metade
do século passado demonstraram que a excitacdo dessa regido com microinjecdes de |-
glutamato aumenta a pressao arterial (DAMPNEY et al., 1981), enquanto a lesao bilateral reduz
o fluxo simpatico para niveis observados apos a transeccdo espinhal (ROSS et al., 1984). O
RVLM contém dois grupos principais de neurénios glutamatérgicos que se projetam para 0s
neurdnios pré-ganglionares vasomotores: 1) um expressando todas as enzimas necessarias para
sintetizar epinefrina, que é identificada como o grupo de células C1; e 2) os outros neurénios
ndo catecolaminérgicos (STORNETTA et al., 2002).

Os neurbnios pré-simpaticos podem ser modulados por aferéncias dos
quimiorreceptores periféricos, barorreceptores e receptores cardiopulmonares, gerando
respostas eferentes essenciais para o controle da pressao arterial. AlteracGes nos mecanismos
de controle em curto prazo, tais como prejuizos no controle barorreflexo (MALPAS et al., 1997)
ou maior sensibilidade de quimiorreceptores periféricos (MCBRYDE et al., 2013), sdo
descritos como relevantes no desenvolvimento de hiperativacao simpética e hipertensdo arterial
(MARTINKA et al., 2005; KANBAR et al., 2007; GRASSI et al., 2015).

Os barorreceptores arteriais, incluindo os barorreceptores carotideos e aorticos, sao
aferentes do arco barorreflexo. Os corpos celulares desses barorreceptores estéo localizados nos
ganglios nodosos e petrosos e suas terminagdes inervam vasos sanguineos arteriais do seio
carotideo e arco adrtico. Esses terminais detectam alteragdes da vascularizacao arterial no seio
carotideo e arco aortico e produzem sinais elétricos excitatérios, que sdo integrados e
modulados nos barorreceptores arteriais. Em seguida, o sinal integrado é transmitido para a
regido dorsal medial do nucleo do trato solitario (um componente central do arco barorreflexo)
na medula dorsal. Finalmente, esta excitacdo evoca respostas periféricas simpatico-inibitorias
e parassimpatico-excitatérias. Portanto, a consequéncia da ativacdo dos barorreceptores
arteriais € diminuir a frequéncia cardiaca, o débito cardiaco e a resisténcia vascular periférica e
neutralizar reflexivamente um aumento na pressdo arterial e da frequéncia cardiaca
(BENARROCH, 2008).

Os barorreceptores dos seios da aorta e cardtida funcionam como uma entrada para o
barorreflexo arterial, fornecendo sinais aferentes para a regidao dorsomedial do nicleo do trato
solitario e, posteriormente, auxiliando na manutencao da pressdo arterial em niveis normais
através de um circuito de feedback negativo. Quando a presséo arterial aumenta, a excitacao
desencadeada por distenséo vascular desses barorreceptores arteriais resulta em reducdo do
fluxo simpatico periférico e ativacdo do fluxo parassimpatico periférico, e reflexivamente

restaura a pressao arterial para niveis normais. Por outro lado, quando a pressao arterial diminui,
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a excitagdo dos barorreceptores arteriais leva a hiperativacdo simpatica periférica e ao
silenciamento da atividade parassimpatica periférica. Essas alteragcBes contribuem para
normalizacdo da presséo arterial (THRASHER, 2002).

Quando uma mudanca mecanica na vasculatura arterial precisa ser traduzido em um
sinal excitatorio e, em seguida, transmitido para a regido dorso-medial do nucleo do trato
solitéario, é necessario que trés processos funcionais sucessivos ocorram. A distensdo vascular
e a deformacdo de terminais dos barorreceptores arteriais sdo o primeiro passo. Na adventicia
e na parte média do arco aortico e seio carotideo, terminais nervosos sensoriais dos
barorreceptores aorticos e carotideos estdo embutidos de componentes como elastina, colageno
e células musculares na parede vascular. Essa estrutura especifica garante um acoplamento
viscoelastico entre os componentes da parede vascular arterial e os terminais de barorreceptores
arteriais. Deformacdes nos terminais dos barorreceptores sdo disparados pela distensédo
mecanica da vasculatura arterial quando a pressdo arterial aumenta. A transducdo
mecanoelétrica € o segundo passo. Canais i6nicos mecanossensiveis sdo ativados pela
deformacdo dos terminais barorreceptores, induzindo sua despolarizacdo. Isto completa a
conversdo de mecanica para energia elétrica nesses terminais. A traducao de despolarizacdo da
membrana em potenciais de acdo é o terceiro passo. Canais idnicos mecanossensiveis atingem
um limiar de tensdo (um nivel especifico de voltagem para cada célula excitavel) e canais
ibnicos dependentes de voltagem (incluindo canais de Na+, Cat+2, e K+) sdo ativados
sucessivamente para gerar potenciais de acdo. Finalmente, os potenciais de acdo gerados nos
terminais sao transportados ao longo da periferia e centralmente para a regido dorsal medial do
ndcleo do trato solitario (BROWN, 1980; CHAPLEAU et al., 2007).

O sistema nervoso autdbnomo cardiaco, constituido pelos componentes simpatico
adrenérgico e parassimpatico colinérgico, tem mostrado papel relevante em muitas doencas
cardiovasculares, como insuficiéncia cardiaca, hipertensdo, fibrilacdo atrial e arritmias
ventriculares (MANCIA, GRASSI, 2014; FLOREA, COHN, 2014). Particularmente, um
aumento da atividade nervosa simpatica e a redugdo do tonus cardiaco vagal séo relatados na
maioria dessas condi¢des. A funcdo autondmica pode ser mensurada de forma ndo invasiva
através de sinais fisioldgicos de frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria e pressao arterial.
A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), ou a flutuacdo no periodo de tempo entre os
batimentos cardiacos (intervalos R-R), fornece uma medida simpéatica e interacdo
parassimpatica e, portanto, pode ser utilizada na avaliacdo do sistema nervoso autonémico
cardiovascular. No dominio da frequéncia, os componentes de alta frequéncia (High frequency,

HF) reflete a fungéo parassimpética e é influenciada pela frequéncia respiratoria, enquanto a
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variabilidade da baixa frequéncia (Low frequency, LF), é devida a uma combinacdo de
estimulos simpéticos e parassimpaticos e alteracbes induzidas pelo barorreflexo cardiaco
(MULKEY et al., 2018). Neste sentido, a VFC pode ser usada como um marcador para funcéao
autondmica em diversas condicOes fisiopatologicas. Estudos experimentais demonstraram que
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) exibiram um aumento na banda LF do AP e uma
relacdo LF / HF elevada, que poderiam contribuir para a hiperatividade simpética e o
desenvolvimento de hipertensdo (ZAMO et al., 2010).

Os rins também desempenham um papel importante no controle da pressédo arterial,
regulando a excregdo de sédio e aumentando ou diminuindo o volume sanguineo (MENNUNI
et al., 2014). Essa regulacdo é conduzida por meio de um mecanismo hormonal, chamado
sistema renina-angiotensina-aldosterona (NEVES et al., 2018). Alteracdes em nivel de sistema
renal, tais como: diminui¢do na taxa de filtracdo glomerular e/ou hiperatividade do sistema
renina-angiotensina-aldosterona contribuem para o desenvolvimento da hipertenséo arterial
(MENNUNI et al., 2014). Em adicéo é bem reconhecido que o endotélio desempenha fungdes
homeostaticas essenciais na manutencdo dos niveis adequados da pressdo arterial, a citar:
regulacdo do tdnus vascular, circulacdo de células do sangue, inflamacdo e atividade
plaquetaria. Estudos realizados revelam que a hipertensdo arterial e cardiopatias estdo
associadas com alteracfes relacionadas ao vasorrelaxamento dependente do endotélio,
denominada de disfuncdo endotelial (THAKALI et al.,, 2006; VANHOUTTE, 2009;
TOUSOULIS et al., 2014;).

Estudos prévios tém demonstrado que um desequilibrio oxidativo entre os fatores pro-
oxidantes e enzimas antioxidantes associado com niveis elevados de marcadores pro-
inflamatorios, podem contribuir para o desenvolvimento de hipertensdo arterial (CHAN,
CHAN, 2012; BRITO ALVES et al., 2016).

Mecanisticamente tem sido descrito que niveis elevados de marcadores inflamatorios e
espécies reativas de oxigénio podem contribuir para diminuicdo da sensibilidade do
barorreflexo (SINSKI et al., 2009), maior quimiosensibilidade respiratéria (DEL RIO et al.,
2012; MORGAN et al.,, 2016) e hiperatividade simpatica (CHAN, CHAN, 2012;
CHOBANYAN-JURGENS, JORDAN, 2015).

Recentemente, tem sido proposto que a microbiota intestinal pode influenciar a resposta
inflamatdria do hospedeiro e exercer uma funcgéo relevante no desenvolvimento de hipertenséo
tanto em seres humanos como em modelos animais (GKOLFAKIS, DIMITRIADIS,
TRIANTAFYLLOU, 2015).
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2.3 MICROBIOTA INTESTINAL

O conceito do microbioma humano foi sugerido pela primeira vez pelo Dr. Joshua
Lederberg, laureado com o Nobel, que cunhou o termo “microbioma” para descrever a
comunidade de genomas ecoldgicos de microrganismos comensais, simbidticos e patogénicos
que vivem em associacdo com o corpo humano (LEDERBERG, 2006).

O microbioma humano contém aproximadamente 9 milhdes de genes. Isso reflete 450
vezes mais 0 nimero de genes no genoma humano. A microbiota humana compreende trilhdes
de microrganismos, abrangendo pelo menos 1.000 espécies prevalentes que habitam o corpo
humano em um ecossistema complexo e altamente dindmico. A maioria dos microrganismos
no corpo de um individuo saudavel sdo bactérias. A microbiota humana contém
aproximadamente 3,8 x 102 células bacterianas, que habitam principalmente o célon de
maneira simbiotica (LI et al., 2014).

Uma microbiota intestinal saudavel é composta principalmente de bactérias
pertencentes aos filos Firmicutes (Gram +) e Bacteroidetes (Gram-), sendo Actinobacteria,
Proteobacteria e Verrucomimicrobia a segunda linha de colonizagdo (XU, WANG, ZHANG,
2015). O Firmicutes inclui um grande nimero de géneros com membros proeminentes no
intestino humano sendo Eubacterium, Roseburia, Ruminococcus e, em menor extenséo,
Lactobacillus. Os Bacteroidetes incluem bactérias pertencentes principalmente aos géneros
Bacteroides e Prevotella (LE CHATELIER et al., 2013). Embora a distribuigdo desses filos
varie entre as populacdes, é possivel definir um pequeno nimero de padrfes para a composi¢do
da microbiota intestinal, denominados enterotipos, que ndo dependem do pais ou o0 continente
dos sujeitos. Além da populacdo de bactérias, varias espécies de archaea, protozoa, fungos e
virus também compdem a microbiota humana (ARUMUGAM et al., 2011).

A composicdo microbiana é descrita em riqueza e uniformidade. No nivel das espécies,
a rigueza ("quem esta presente™) descreve o numero de espécies presentes no intestino,
enguanto a uniformidade ("quantas estdo presentes™) representa a abundéancia relativa de cada
especie. Os microorganismos sdo geralmente membros residentes do ecossistema, mas alguns
podem ser transientemente introduzidos do ambiente, por exemplo, pela ingestdo de alimentos,
ou descartados pelo uso de terapias antibidticas. E importante ter em mente que o trato
gastrointestinal é um ambiente desafiador para se estudar, especialmente em humanos, e que a
maioria dos dados disponiveis até 0 momento sobre microbiota humana parte de analises fecais,

que, portanto, ndo representam o quadro real do intestino completo. De fato, cada regido
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anatdbmica distinta do trato gastrointestinal possui suas proprias condi¢des fisico-quimicas
(suprimento de nutrientes, enzimas digestivas, pH, potencial redox, &cidos biliares ou muco)
que afetam a microbiota intestinal (ZOETENDAL et al., 2008).

A microbiota intestinal requer nutrientes e energia para crescer e manter 0S processos
celulares. As fontes de substratos incluem componentes alimentares dietéticos ingeridos e
componentes derivados do hospedeiro, tais como células epiteliais e muco. Ao usar esses
substratos, as bactérias produzem uma série de moléculas que influenciam a salde e o
metabolismo humano. A microbiota intestinal também sintetiza varias moléculas e vitaminas,
como a vitamina K e constituintes da vitamina B, que contribuem diretamente para a nutricdo
humana por meio de sua absorgao intestinal (EBLANK et al., 2013).

A fermentacdo de carboidratos € uma importante funcdo metabdlica da microbiota
intestinal humana, particularmente no célon. Uma grande parte (cerca de 15%) dos carboidratos
alimentares ingeridos, como os amidos resistentes ou as pectinas, ndo sdo digeriveis. Estes
hidratos de carbono nédo digeriveis podem atingir o c6lon onde séo fermentados por bactérias
do célon (por exemplo, bifidobactérias) e convertidos em acidos graxos de cadeia curta (AGCC)
e gases (COz, H2 e metano), que também séo utilizados como carbono e fontes de energia por
outras bactérias mais especializadas (IRD et al., 2000).

Os principais AGCC produzidos por fermentacdo sdo acetato, propionato e butirato.
Eles tém varios efeitos bioldgicos no trato intestinal, incluindo aumento na taxa de proliferacéo
de células epiteliais, diferenciacdo de células epiteliais, integridade das proteinas de juncédo no
célon, além de regular as fungdes imunoldgicas. Os AGCC também podem ativar receptores
especificos acoplados a proteina G (Gpr4l e Gpr43) em células epiteliais do colon e células
enteroenddcrinas, resultando na liberacdo do peptideo YY (PYY) e do peptideo tipo glucagon
1 (GLP1), que sdo importantes hormdnios intestinais na fisiologia humana (VERARD, CANI,
2014). Essas acGes podem contribuir para reduzir a ingestdo alimentar e proteger contra a
hipertensdo (YU et al., 2003). O butirato é uma fonte de energia para as células epiteliais do
colon, enquanto o acetato e propionato sdo absorvidos e metabolizados em outros tecidos,
principalmente no figado, onde sdo substratos da gliconeogénese e regulam a lipogénese. Além
desses importantes efeitos bioldgicos, 0s AGCC contribuem coletivamente para as necessidades
energéticas diarias humanas (estimadas em cerca de 10%) recuperando a energia “perdida” do
intestino delgado (YU et al., 2003).

A fermentacdo de proteinas pela microbiota leva a producdo de aminoacidos de cadeia
ramificada e uma variedade de metabdlitos fendlicos e outros metabdlitos que podem ser

toxicos para o hospedeiro (WINDEY et al., 2012). Esses compostos sdo normalmente
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desintoxicados na barreira intestinal e pelo figado, mas podem ter efeitos prejudiciais em
algumas condigdes patologicas. Por exemplo, durante doencgas renais cronicas, as toxinas
urémicas derivadas do intestino, a citar o p-cresol, contribuem para a resisténcia a insulina e
complicacdes metabdlicas. Além disso, compostos como aménia, certas aminas e sulfeto de
hidrogénio, podem ser envolvidos no aumento da permeabilidade intestinal, processos de
inflamacéo e danos no DNA (KOPPE et al., 2013).

O papel da microbiota intestinal na regulacdo do metabolismo lipidico do hospedeiro,
particularmente o colesterol, também tem sido proposto. Um dos mecanismos baseia-se no
efeito do propionato derivado da fermentacdo sobre a atividade da enzima 3-hidroxi-3-metil
glutaril coenzima A sintase no figado, levando a uma inibi¢do da sintese de colesterol (LIN et
al., 1995). Além disso, varias bactérias intestinais, particularmente lactobacilos, possuem
atividades de hidrolase de &cidos biliares (BEGLEY et al., 2006). A atividade da hidrolase de
acidos biliares afeta o ciclo entero-hepéatico dos acidos biliares, levando ao aumento da perda
de sais biliares e reducdo secundéria do colesterol sérico devido a estimulacdo da sintese de
acidos biliares no figado. Outras modificacGes dos acidos biliares pela microbiota intestinal
levam a producéo de acidos biliares secundarios que podem ativar receptores no trato intestinal
e outros tecidos (por exemplo, FXR, PXR e TGRS5), resultando em importantes efeitos
regulatérios no metabolismo do corpo inteiro e na inflamacdo (AGUIAR VALLIM et al., 2013).

A composicdo da microbiota intestinal depende de muitos fatores, sendo a dieta um dos
mais importantes. As escolhas dietéticas de curto e longo prazo demonstram influenciar a
microbiota intestinal humana (MASLOWISKI, MACKAY, 2011; DAVID et al., 2014).

Algumas das influéncias ambientais mais fortes na composicao da microbiota intestinal
relacionam-se com fatores de estilo de vida ocidentais (XU, KNIGHT, 2015), incluindo dietas
ricas em gorduras saturadas e com poucas fibras, emulsificantes em alimentos processados
(CHASSAING et al., 2015), edulcorantes artificiais (SUEZ et al., 2014), uso de antibioticos
(incluindo aqueles utilizados em alimentos) (SMITH et al., 2002) e o sedentarismo (CLARKE
etal., 2014).

Embora os fatores genéticos do organismo hospedeiro possam influenciar a composicéao
da microbiota intestinal (GOODRICH et al., 2014; XIE et al., 2016), um estudo relatou que 0s
mesmos foram estimados em apenas 12% para a composicdo da microbiota intestinal, enquanto
a dieta representou 57% (ZHANG et al., 2010). Portanto, as alteracdes na dieta podem
modificar o perfil da microbiota intestinal alterando a prevaléncia de certas espécies
bacterianas, além de introduzir novas espécies. (MARQUES, MACKAY, KAYE, 2017).
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A relacdo Firmicutes - Bacteroidetes, os dois filos bacterianos mais prevalentes que
habitam o intestino, continua a ser usada como medida de estado de salde ou doenca na
literatura, cada filo contém centenas de espécies que habitam o intestino e nem todas as espécies
dos Firmicutes sdo susceptiveis de ter um efeito prejudicial sobre a saide (TURNBAUGH et
al., 2006). Estudos reportam que modelos de ratos obesos apresentam contagens mais elevadas
de Firmicutes e contagens mais baixas de Bacteroidetes em comparagdo com modelos normais
(TURNBAUGH et al., 2006; LEY et al., 2005).

A literatura tem relatado que a microbiota intestinal de humanos ou camundongos
hiperlipidémicos tem uma proporgéo significativamente maior de membros do filo Firmicutes
- Bacteroidetes (a relagdo F: B) em comparacgao com seus controles (PARK et al., 2013; WANG
atal., 2015)

A microbiota intestinal é importante para fortalecer a funcdo de barreira do epitélio
intestinal, ela também atua como uma primeira linha de defesa contra microorganismos
invasores, por competir com os mesmos pelo ambiente e recursos, inibindo assim o crescimento
de enteropatdgenos invasores por um processo conhecido como resisténcia a colonizacéo ou
exclusdo competitiva. Ha também evidéncias de que a microbiota intestinal influencie o sistema
imunoldgico do hospedeiro ao afetar a expressdo de imunoglobulinas influenciando a
diferenciacédo de células T (GALLA etal., 2017).

2.4 DISBIOSE, DISLIPIDEMIAS E HIPERTENSAO ARTERIAL

Ao longo da ultima década, foi demonstrado que a composicdo da microbiota intestinal
pode influenciar o binémio satde-doenca da populacdo. A composi¢do da microbiota intestinal
é alterada em muitos estados de doenca, incluindo doencas cardiovasculares. A patogénese
dessas doencas esta intimamente influenciada por fatores de estilo de vida, como dieta e
exercicio (MARQUES, MACKAY, KAYE, 2017).

A alteracdo geral na composi¢do da microbiota intestinal (por exemplo, alteracdo,
composicao anormal e perda de diversidade), como um desequilibrio nesta composicao (quase
sempre acarretando em efeitos negativos, como doencas) e/ou mudancas em linhagens
especificas dessa composicdo podem ser denomidas de Disbiose (HOOKS, O’'MALLEY,
2017).

Um acumulo de evidéncias sugere que a disbiose intestinal induzida por uma dieta rica

em gordura saturada e trans promove o desenvolvimento de dislipidemia (Figura 1), obesidade,
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hipertensao arterial, resisténcia a insulina e outras sindromes metabdlicas (ECKEL, GRUNDY,
ZIMMET, 2005; SEKIRQV et al., 2010).

O consumo de uma dieta dislipidémica durante a gestacdo e lactagdo em ratas Wistar
causou disbiose intestinal nas progenitoras e na prole de ambos o0s sexos, aos 30 e 90 dias de
idade. Os resultados deste estudo também demonstraram que uma dieta dislipidémica durante
a gravidez e lactacdo afetou negativamente a funcdo hepatica materna, causando alteracdes no
parénquima hepatico, acimulo de triglicerideos, doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica e
lesdo hepatica (PINHEIRO et al., 2019).

Tem sido demonstrado que os ratos espontaneamente hipertensos (SHR) tém uma
barreira intestinal com permeabilidade aumentada e marcadores fibréticos e inflamatorios,
combinados com proteinas de juncédo alteradas e diminuicdo do fluxo sanguineo (STEWART
etal., 2016; SANTISTEBAN et al., 2017). No estudo realizado por Santisteban et al. (2017) foi
relatado que os SHRs pré-hipertensivos ndo mostraram alteracdes na microbiota intestinal ou
na relagdo Firmicutes - Bacteroidetes em comparagdo com 0s ratos controle, 0 que apoia a
hipdtese de que o desenvolvimento da disbiose intestinal coincide com o aumento da PA.

No estudo realizado por Guimardes et al. (2017), a prole DLP de ratas Wistar
alimentadas com dieta dislipidémica, aos 90 dias de idade, apresentou maior presséo arterial
média e aumento do componente de baixa frequéncia (LF) e maior razdo LF: HF quando
comparados com os descendentes do grupo controle.

O papel da disbiose da microbiota intestinal no desenvolvimento da hipertensdo humana
recebeu atenc¢do crescente nos ultimos anos. Uma analise do gene 16S em uma pequena coorte
de sete pacientes com hipertensdo e dez individuos normotensos, mostrou que 0 microbioma
do intestino humano em pacientes com hipertensdo apresentava menor diversidade microbiana
gue 0 microbioma de um individuo saudavel (YANG et al., 2015).

Em outro estudo, a microbiota intestinal de ambos os pacientes com pré-hipertensédo e
0s pacientes com hipertensdo apresentaram menor riqueza genética e diversidade a partir de
controles saudaveis. Dois achados principais foram identificados: a microbiota intestinal em
pacientes com pré-hipertensdo e em pacientes com hipertensdo apresentou maior porcentagem
de bactérias do género Prevotella, enquanto que a microbiota intestinal de controles saudaveis
foi composta principalmente de bactérias do género Bacteroidetes (LI et al., 2017). Em
comparacdo com controles saudaveis, pacientes com pré-hipertensdo ou hipertensédo
apresentam niveis mais baixos de bactérias, como Faecalibacterium, Roseburia e
Bifidobacterium, que geralmente sdo associadas a homeostase intestinal e a producdo do
butirato (LI et al., 2017).
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Atraveés das agdes dos AGCCs produzidos pela microbiota intestinal, ela parece ser uma
moduladora crucial da resposta imune e inflamatoria (MASLOWSKI et al., 2009;
MASLOWSKI, MACKAY, 2011; THORBURN, MACIA, MACKAY, 2014). O papel
benéfico de AGCCs em doencas inflamatorias pode ser explicado, pelo menos em parte, pelo
efeito direto deles em células imunes, particularmente células T e células inflamatdrias, como
neutréfilos (THORBURN et al., 2015).

Essas observacdes sdo consistentes com descobertas mais recentes de que o acetato e o
propionato reduzem os niveis de PA em modelos de ratos hipertensos SHR e em camundongos
com infusdo de Ang Il (PLUZNICK et al., 2013). O propionato aumentou a liberacdo de renina,
a enzima limitante da taxa do sistema renina-angiotensina-aldosterona em uma preparagéo in
vivo de células justa-glomerulares renais isoladas. No entanto, a administracdo de propionato
em camundongos resultou em uma reducdo aguda, dose-dependente, mas de curta duracdo de
20 mmHg na PA, indicando que o propionato atua em diferentes mecanismos renais
(PLUZNICK et al., 2013). Em um modelo de lesdo isquémica no rim, a administragéo
intraperitoneal do acetato, propionato e butirato reduziu significativamente a inflamacao e leséo
tecidual e melhorou a funcdo renal (ANDRADE-OLIVEIRA et al., 2015).

O eixo do sistema nervoso simpatico - intestino, provavelmente estara envolvido na
regulacdo da PA. No entanto, a relacdo causal entre os dois sistemas ainda ndo esté clara. A
microbiota intestinal e a disbiose sdo essenciais para o desenvolvimento da hipertensdo, e essa
disbiose intestinal ndo é apenas uma consequéncia do aumento da PA, mas uma causa direta do
aumento da PA. (MARQUES, MACKAY, KAYE, 2017).

A modulacéo da microbiota intestinal com utilizacdo de probidticos tem sido proposta
como uma terapia potencial para prevencdo e/ou tratamento da hipertensdo arterial e
dislipidemias (ROBLES-VERA et al., 2017).

No estudo realizado por Song et al. (2017), um tratamento de 4 semanas com
Lactobacillus plantarum LIP-1 micro encapsulados foi capaz de recuperar parcialmente a
disbiose induzida por HFD em ratos. Ao mesmo tempo, LIP-1 modulou de forma benéfica
algumas bactérias intestinais associadas ao metabolismo lipidico sérico. Além disso, um maior
conteldo de AGCCs fecal foi detectado no grupo de tratamento micro encapsulado com
Lactobacillus plantarum LIP-1, o que poderia ser o resultado de um aumento nas cepas
produtoras de AGCCs. E provavel que a administragio de LIP-1 promova o crescimento de
cepas produtoras de AGCCs que ajudem a reparar eventuais danos na mucosa intestinal, inibem
a sintese e assimilagcdo de lipidios e, portanto, diminuem os lipidios do soro em ratos
hiperlipidémicos (SONG et al., 2017).
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O estudo realizado por Wang et al. (2015) comprovou que a administragédo de
Lactobacillus paracasei CNCM [-4270 poderia modular a microbiota do hospedeiro,
particularmente aumentar a proporcao de cepas produtoras de AGCCs no intestino e, portanto,
baixar os niveis de lipidios sericos em ratos dislipidémicos.

Alguns estudos mostraram o envolvimento do AGCCs produzido pela fermentagéo
bacteriana intestinal na regulacdo de lipidios sanguineos. Por exemplo, o propionato inibe as
células epiteliais intestinais na absorcdo de lipidios, estimula a mucosa intestinal epitelial na
proliferacdo celular e reparacdo da mucosa colonica danificada (ZHANG etal., 2010;
WENZEL et al., 2016), onde o butirato reduz o nivel de colesterol hepatico, bem como a
atividade da piruvato desidrogenase hepatica e, assim, diminui a sintese de acidos graxos
(TRAUTWEIN et al., 1998; STAPPENBECK, HOOPER, GORDON, 2002).

Administracdo de bactérias acido laticas pode modular o metabolismo do acido biliar
no intestino, influenciar as vias metabdlicas envolvidas na energia e metabolismo lipidico,
levando a alteracGes na peroxidacao lipidica modificando a composi¢do da microbiota intestinal
(HU, YUE, 2002; WANG et al., 2014).

Essas observacgdes fornecem uma nova perspectiva sobre diversas doencas humanas e
sugerem que a microbiota intestinal e seus metabdlitos podem exercer uma funcéo relevante no
desenvolvimento ou na prevencgdo de doencas metabdlicas (TILG, KASER, 2011; SCOTT et
al., 2015).
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Figura 1. Relac&o entre disbiose intestinal e o desenvolvimento da dislipidemia e HAS. No quadro
de disbiose intestinal ha uma reducéo na diversidade microbiana, assim como uma reducéo das bactérias
produtoras de AGCCs, em conjunto com maior quantidade de bactérias contendo lipopolissacarideos
(LPS) que promove aumento da inflamacdo local, da quantidade de espécies reativas de oxigénio (ERO),
aumentando a permeabilidade da barreira epitelial intestinal permitindo que mais LPS bacterianos
entrem na circulacdo sanguinea, assim como ERO e lipideos dietéticos, que no vaso sanguineo se
acumulam gerando dislipidemia, mais inflamagdo, podendo ocasionar aterosclerose e hipertensdo
arterial sisttmica (HAS), assim como a inflamacdo sistémica promove a reducdo da sensibilidade dos
barorreceptores e consequentemente hiperatividade simpatica e HAS.

Fonte: autoral.

2.5 PROBIOTICOS

O termo probiotico ou "para a vida" foi utilizado pela primeira vez para descrever
compostos produzidos por protozoarios para estimular o crescimento de outros organismos
(LILLY, STILLWELL, 1965). Atualmente, o termo “probidticos” refere-se a microrganismos
ndo patogénicos (bactérias ou leveduras) que, quando ingeridos, sdo capazes de atingir o
intestino, em quantidades suficientes para conferir beneficios a saide (OMS, 2001; PARVEZ
et al., 2006).
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Os probidticos podem ser ingeridos como suplementos ou incorporados em alimentos
ou bebidas disponiveis, como produtos lacteos ou ndo lacteos (VIJAYA KUMAR et al., 2015).
Apesar das diferencas entre as quantidades dos probidticos recomendados por agéncias
americanas ou europeias para apresentar alegacdes de saude, numeros de probiodticos em torno
de 10°-108 log UFC / g-1 (ou mL™?) ou 108-10% log UFC / dia tém se mostrado ser eficaz
(CHAMPAGNE et al., 2011; KECHAGIA et al., 2013).

Com relacao a seguranca do uso dos probidticos, Thushara et al. (2016) afirmam que os
mesmos parecem ter administracao segura com muitos beneficios. E em um relatorio da OMS
(2001), foi incluido que ndo houve "efeitos negativos agudos" associados ao consumo de
probidticos.

Lactobacillus (L.) e Bifidobacterium genus (B.) incluem a maioria dos probidticos
encontrados no mercado (CHAMPAGNE et al., 2011). Particularmente, as bactérias acido
lacticas L. acidophilus, L. casei, L. paracasei, L. fermentum, L. reuteri, L. plantarum, L.
rhamnosus e L. salivarius, bem como B. bifidum, B. breve, B. infantis, B. lactis, B. longum e B.
thermophilum séo citadas entre as principais espécies de probidticos comercializados em todo
o mundo. (VIJAYA KUMAR et al., 2015)

Os probioticos mais estudados foram isolados a partir de produtos lacteos e do trato
gastrointestinal humano. No entanto, nas Ultimas décadas cepas potencialmente probidticas a
partir de fontes vegetais foram isoladas (RIVERA-ESPINOZA, GALLARDO-NAVARRO,
2010; VITALI et al., 2012; ALBUQUERQUE et al., 2017).

Os co-produtos produzidos durante o processamento da fruta preservam muitas das
caracteristicas intrinsecas da fruta, e a variedade de microorganismos isolados a partir deles
podem se tornar de interesse potencial para a inddstria alimentar, especialmente Lactobacillus
(GARCIA et al., 2016). Pois, entre as cepas de bactérias lacticas probioticas, o género
Lactobacillus tem sido intensamente estudado para a selecéo de espécies probioticas (ARGYRI
etal., 2013).

A adaptacdo natural as caracteristicas intrinsecas dos frutos, principalmente a acidez e
a presenca de fendlicos com propriedades antimicrobianas, podem influenciar positivamente a
sobrevivéncia do Lactobacillus de origem frutifera durante o processamento e armazenamento
de alimentos, como também em exposicdo as condi¢des acidas do trato gastrointestinal humano
(NEMATOLLAHI et al., 2016; GARCIA et al., 2016).

Lactobacillus fermentum 296 é uma cepa Gram-positiva que foi isolada de coprodutos

do processamento do morango e tem uma capacidade de sobreviver ao suco gastrico por
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apresentar contagens da cepa ap6s a exposicao de 2 h a pH 2 e a exposic¢do de 3 h a pH 3
(ALBUQUERQUE et al., 2017).

A cepa de L. fermentum 296 ndo é capaz de causar hemdlise e degradar a mucina
(ALBUQUERQUE et al., 2017). A auséncia de atividade hemolitica e a capacidade de degradar
a mucina sdo pré- requisitos de seguranca recomendados para probioticos, pois as hemolisinas
sdo toxinas que causam a lise dos eritrocitos (ABE et al., 2010).

A incapacidade das cepas de Lactobacillus para degradar a mucina € uma caracteristica
importante uma vez que a producao de enzimas degradantes de mucina é citada como um fator
de viruléncia em enteropatégenos (MONTEAGUDO-MERA et al., 2012), pois a presenca de
mucina cobrindo as células epiteliais intestinais desempenha um papel importante na prevencédo
da translocacdo e penetracdo na mucosa por agentes patogénicos e outros agentes toxicos (ABE
etal., 2010).

Além de ndo degradar a mucina, a prevencdo da adesdo de patdgenos as células
intestinais por probidticos tem sido relacionada a hidrofobicidade da superficie celular
(determinada como adesdo ao N-hexadecano) (SANTOS et al., 2015). Os valores médios da
hidrofobicidade da superficie celular para a cepa de L. fermentum 296 revelam hidrofobicidade
superficial fraca (ALBUQUERQUE et al., 2017).

A cepa de L. fermentum 296 apresenta alta taxa de autoagregagédo (ALBUQUERQUE
et al., 2017) que poderia produzir hipoteticamente os principais efeitos secundarios para
prevenir a colonizacdo de agentes patogénicos, além de competir melhor pelos locais de ligacdo
do hospedeiro. As altas taxas de agregacao facilitam a persisténcia de organismos benéficos no
trato gastrointestinal e a inducdo de seus efeitos benéficos no hospedeiro (SANTOS et al.,
2015).

Durante o processo de selecdo de cepas probioticas para aplicagdes em potencial, varios
aspectos precisam ser considerados. Estes incluem seguranca para o consumidor (por exemplo,
susceptibilidade a antibidticos, atividade hemolitica e degradacao de mucina), funcionalidades
fisiologicas (por exemplo, tolerdncia &cida e salina biliar, desconconjugagdo de sal biliar,
hidrofobicidade da superficie celular, autoagregacdo, coagregacdo com agentes patogénicos e
atividade antagonista contra agentes patogénicos). E a capacidade de sobreviver durante a
exposicéo as condi¢cdes gastrointestinais. Além disso, os aspectos tecnolédgicos (por exemplo,
atividade proteolitica e lipolitica, tolerancia ao NaCl, exopolissacarideo e producéo de diacetil)
gue possam influenciar a estabilidade e a qualidade dos alimentos devem ser considerados
(SAARELA, et al., 2000).



31

A cepa de L. fermentum 296 apresenta funcionalidades fisiologicas de adesdo,
agregacdo, coagregacao, antagonismo e sobrevivéncia a exposicdo a condi¢des gastrointestinais
simuladas, alem de ndo apresentar atividades hemoliticas e mucinoliticas (ALBUQUERQUE
etal., 2017).

Estudos apontam que 0s probioticos, se consumidos em quantidades adequadas, podem
desempenhar um papel importante na melhoria de distarbios no metabolismo lipidico (AHN et
al., 2015; BOUHAFS et al., 2015), na reducdo de marcadores inflamatorios (TRAINA et al.,
2016), na atenuacdo do estresse oxidativo (BOUHAFS et al., 2015) e na reducdo da pressao
arterial (BRITO ALVES et al., 2016).

2.5.1 Administracao de probioticos nas dislipidemias: achados clinicos e néo clinicos

Os efeitos benéficos relacionados as cepas probidticas, em parte, se devem as suas
propriedades imunomoduladoras e regulacdo do metabolismo lipidico. Por exemplo, 0s
mecanismos baseiam-se no efeito do propionato, um &cido graxo de cadeia curta derivado do
processo fermentativo, na atividade da enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima sintase
hepética, cujo efeito principal é a inibi¢do da sintese de colesterol (LIN et al., 1995). Além
disso, varias bactérias intestinais, particularmente Lactobacillus, possuem atividades de
hidrolase acida biliar e, portanto, exibem a capacidade de hidrolisar sais biliares (BEGLEY et
al., 2006), catalisando a hidrolise da ligacdo C24-acil-amida do &cido biliar conjugado
aumentando a desconjugacdo do sal biliar intraluminal, resultando em niveis aumentados da
circulacdo de acidos biliares desconjugados. Uma vez desconjugados, os &cidos biliares sdo
menos sollveis (COSTABILE et al., 2017) o que leva ao aumento da perda fecal de sais biliares
e a reducdo secundaria do colesterol sérico resultante da estimulacéo da sintese do acido biliar
no figado (FAVIER et al., 1995; JONES et al., 2012).

O Lactobacillus também é capaz de promover a assimilacdo do colesterol e aceleragédo
do metabolismo do colesterol, através da incorporacao do colesterol nas membranas celulares
ou nas paredes celulares das bactérias, aumentando a resisténcia das membranas celulares
bacterianas a lise, sendo assim, o contetido do colesterol do hospedeiro € reduzido (PAN et al.,
2010; XIE et al., 2011). O colesterol também pode ser convertido em coprostanol no intestino
pelas redutases do colesterol bacteriano e é entdo excretado diretamente nas fezes, diminuindo
a quantidade de colesterol absorvido e resultando em uma reducao do nivel sérico de colesterol
(COSTABILE etal., 2017).
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A nivel de expressdo génica, a suplementagcdo com Lactobacillus pode reduzir o nivel
de colesterol sérico através da regulacdo coordenada da biossintese do colesterol através da
regulacao negativa de genes relacionadas a sintese e captacéo de colesterol como SREBP2, que
¢ um importante fator de transcricdo que controla a expressdo de genes envolvidos na
homeostase do colesterol, como HMGCR, HMGCS e LDLR, este Gltimo em conjunto com o
SR-B1 controla a expressdo de genes envolvidos na absor¢do de colesterol no plasma e
transporte reverso de colesterol mediado por HDL, regulacdo negativa de genes envolvidos na
captacdo de acido graxo (CD 36) e sintese de lipoproteinas (ApoB100), outra forma de reducéo
do colesterol sérico é através da regulacdo positiva dos genes de efluxo de colesterol no figado,
como o gene CYP7AL, responsavel pela enzima limitante da sintese classica de acidos biliares,
como o gene ABCGS5, que regula a expressdo da bomba de efluxo de colesterol hepatico (KIM
etal., 2016).

Foi demonstrado que a administracdo intragastrica de L. fermentum SM-7 reduziu os
niveis séricos de CT, TG e LDL -C e indice aterogénico (1A) em ratos hiperlipidémicos (PAN
et al., 2010). No estudo realizado por Kim et al. (2017) reducdes significativas no CT, TG e
LDL-colesterol foram observadas ap0s oito semanas de suplementacdo com mistura de
probidticos contendo dois lactobacilos (L. reuteri e L. plantarum) e trés bifidobactérias (B.
longum, B. lactis e B. breve) em ratos hipercolesterolémicos.

Outro estudo investigou a capacidade de reducdo dos niveis de colesterol pelo
Lactobacillus plantarum ECGC 13110402 em 49 adultos normais a levemente
hipercolesterolémicos. O grupo que sofreu a intervencao ingeriu 2 x 10° UFC de L. plantarum
ECGC 13110402 encapsulado duas vezes ao dia. A ingestéo diaria do tratamento resultou em
uma reducdo nos niveis de LDL-C, CT, TG e um aumento no HDL-C (COSTABILLE et al.,
2017).

Ratos hipercolesterolémicos suplementados com Lactobacillus fermentum FTDC 8312
apos sete semanas mostraram também uma reducdo nos niveis séricos de CT, e de LDL-C,
aumento nos niveis sericos HDL- C, e diminuicdo na relacdo apoB100, porém os niveis séricos
de triglicerideos ndo apresentaram diferenga em relagdo aos controles (LYE et al., 2017).

Foi demonstrado que o tratamento com L. fermentum H9 diminuiu os triglicerideos
totais no figado de ratos dislipidémicos em comparacdo com o grupo néo tratado, e ainda foi
observada uma reducdo do acumulo de lipideos hepaticos e nos tecidos da aorta nos ratos

alimentados com L. fermentum H9 (OH et al., 2016).
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2.5.2 Administragdo de probioticos na hipertenséo arterial: achados clinicos e ndo clinicos

A capacidade dos probidticos para reduzir a pressdo arterial tem sido atribuida a
liberacdo de peptideos bioativos durante a fermentacdo de produtos alimentares contendo a
proteina do leite (caseina), tais como 0s peptideos inibidores da enzima de conversdo da
angiotensina, como também, a capacidade de inibicdo da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias. Porém, outras investigacfes sdo necessarias para esclarecer se os efeitos das
bactérias probidticas resultam das alteracGes na microbiota intestinal e seus subprodutos
metabdlicos; da restauracdo da funcdo da barreira intestinal; assim como compreender melhor
os efeitos na endotoxemia, na inflamacéo e na atividade do nervo simpatico renal (ROBLES-
VERA et al., 2017).

Mais recentemente, reportes ndo-clinicos e clinicos demonstraram de maneira
convincente que a melhoria da microbiota intestinal através da administracdo com probioticos
poderia auxiliar positivamente na reducdo da pressdo arterial na condicdo de hipertensao
(ETTINGER et al., 2014; MELL et al., 2015).

Utilizando um modelo de hipertensdo, no qual ratos foram tratados com éster metilico
nitro-L-arginina (L-NAME), verificou-se que a suplementagdo com Lactobacillus plantarum
em mirtilos fermentados (2 g / dia durante 4 semanas, 10° UFC) tem significativamente a
capacidade de reduzir a pressao arterial sistolica (cerca de 45%) e diastdlica (cerca de 45%) em
ratos hipertensos (AHREN et al., 2015). Mecanisticamente, foi sugerido que a fermentacéo de
mirtilos por L. plantarum poderia atenuar a pressao arterial através de mecanismos envolvendo
a via dependente de 6xido nitrico (NO) (AHREN et al., 2015).

Em ratos espontaneamente hipertensos (SHR), a administragdo a longo prazo de
Lactobacillus fermentum ou Lactobacillus coryniformis + L. gasseri (3,3 x 10'° UFC / dia, por
cinco semanas) induziu um declinio semelhante e progressivo da pressao arterial sistolica destes
ratos sem modificacdo significativa da frequéncia cardiaca (FC) (GOMEZ-GUZMAN et al.,
2015). Estes resultados foram associados a uma melhoria da disfuncéo endotelial, atenuacéo do
estresse oxidativo vascular e inflamatério em aorta de ratos (GOMEZ-GUZMAN et al., 2015).

O tratamento com a formulacdo de probidtico VSL #3 (Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus bulgaricus) impediu
a disfungdo endotelial e melhorou o estresse oxidativo vascular na artéria mesentérica de ratos
com hipertensao portal (RASHID et al., 2014).
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A administracdo diéria de probidtico L. paracasei HI101, xiloligossacarideo prebiotico
ou simbidtico por 12 semanas atenuou a inflamacéo e a resisténcia a insulina em ratos Wistar
alimentados com uma dieta rica em gordura (EAIMWORAWUTHIKUL et al., 2018).

Em outro estudo, o iogurte probidtico contendo Lactobacillus acidophilus La5 e
Bifidobacterium lactis Bb12 foi administrado em humanos no grupo de intervencéo (300 g / d)
e iogurte convencional foi administrado ao grupo de controle. No final do periodo experimental
de 6 semanas, o0 iogurte probidtico aumentou as atividades da superdxido dismutase e glutationa
peroxidase de eritrocitos no grupo experimental em relacdo ao grupo controle (EJTAHED et
al., 2012).
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3 ABORDAGEM METODOLOGICA

3.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Trata-se de um ensaio nao clinico, que foi conduzido em ratos Wistar machos. O mesmo
foi realizado no Laboratério de Controle Neural da Circulagdo e Hipertensdo Arterial
(LACONCHA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

3.2 ANIMAIS E ASPECTOS ETICOS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvergicus) machos com = 90 dias de idade,
provenientes do biotério do Instituto de Pesquisas em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno coletivas (4 animais por caixa), com agua filtrada e racdo ad libitum, em ciclo
claro escuro de 12h, com temperatura (22 = 2°C) e umidade controladas.

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos e aprovados pela Comissédo
de Etica no Uso de Animais de Laboratdrio da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB
protocolo 6080240418) (ANEXO A) e seguiram as orientacdes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e os Principios Internacionais para Pesquisa

Biomédica envolvendo Animais.

3.3 DIETAS

A dieta controle (CTL) foi do tipo comercial (Presence Purina®, Paulinea, Brasil). A
dieta dislipidémica (DLP) foi confeccionada pela empresa Rhoster (Aragoiaba da Serra, SP,
Brasil). Ha diferencas nos percentuais caldricos de proteina (18,3 kcal % DLP vs. 26,8 kcal %
CTL) e carboidratos (50,7 kcal % DLP vs. 66,7 kcal % CTL) entre as dietas, no entanto o nivel
de percentual calorico lipidico estéa elevado na dieta dislipidémica (31 kcal % vs. 6,5 kcal %
CTL). E as fontes lipidicas sdo diferentes entre as dietas: a comercial tem 4% de 0leo de soja,
enquanto a hiperlipidica além de 3% de 6leo de soja, tem 6% de gordura animal (banha de
porco), 5% de gordura vegetal ndo-hidrolisada, 0,5% de acido célico sigma e 0,5% de colesterol

sigma.
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3.4 PREPARACAO DA CEPA DE L. fermentum 296

A cepa L. fermentum 296 foi gentilmente fornecida pelo Laboratorio de Microbiologia
de Alimentos do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal da Paraiba (Jodo Pessoa,
Brasil). Esta cepa foi previamente identificada usando a analise da sequéncia do gene 16S rRNA
(GARCIA et al., 2016). Os estoques foram armazenados a —20 ° C no caldo Mann, Rogosa e
Sharpe (MRS) (HiMedia, Mumbai, india) contendo glicerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA;
20 mL/100 mL). As culturas de trabalho foram mantidas aerobicamente em &gar MRS
(HiMedia, Mumbai, india) a 4 °C.

Cada indculo foi obtido preparando suspensdes em solucéo tampéao fosfato-salino (PBS)
estéril de culturas crescidas em caldo MRS (HiMedia, Mumbai, india) e incubadas
anaerobicamente (Anaerobic System Anaerogen, Oxoid Ltda., Wade Road, Reino Unido) a 37
°C. As células foram colhidas por centrifugacdo (8000 xg, 10 min, 4 °C), lavadas duas vezes
com solucdo PBS estéril, ressuspensas em solucdo PBS e homogeneizadas usando um vortex
(30 s) para obter suspensdes celulares padrdo com densidade éptica (OD) leitura a 660 nm

(OD660) de 1,0, 0 que proporcionou contagens viaveis de aproximadamente 9 log UFC / mL.

3.5 DETERMINA(;AO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO
METODO DPPH DA CEPA DE L. fermentum 296

A cultura de L. fermentum 296 foi centrifugada a 10.000 xg a 4 °C durante 20 min para
separar 0 sobrenadante da cultura isenta de células e as células. Os sedimentos celulares foram
ressuspensos em PBS para atingir uma concentragdo de 1 x 10° UFC/mL e serviram como
células intactas. A capacidade de eliminacao de radicais livres de L. fermentum 296 foi avaliada
utilizando ensaio de radicais livres de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) de acordo com
Brand-Willians et al. (1995) e Cao et al. (2018).

Um mililitro de células intactas foi misturado com 1 mL de solugdo de DPPH em
metanol (0,2 mM). A mistura foi submetida a vortex durante 30 s e deixada a temperatura
ambiente no escuro durante 30 min. A mistura de DPPH e dgua deionizada serviu como amostra
em branco. A absorbancia a 517 nm foi registada. A capacidade de eliminacdo foi definida da

seguinte forma:

Efeito de sequestro do radical (%) = [1—As17(sample) / As17(blank)] X 100%
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3.6 GRUPOS EXPERIMENTAIS E ADMINISTRACAO COM L. fermentum
296

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos (Figura 2): 1) grupo controle
(CTL, n = 8) que recebeu dieta comercial (Presence Purina®, Paulinea, Brasil); Il) grupo
dislipidémico (DLP, n = 8) que recebeu dieta dislipidémica Rhoster® (Aracoiaba da Serra, Sdo
Paulo, Brasil) e 111) grupo dislipidémico tratado com L. fermentum 296 (DLP + Lf296, n = 8).
Nos grupos CTL e DLP, a solugdo PBS foi administrada diariamente como placebo durante 4
semanas. No grupo DLP + Lf296, a estirpe de L. fermentum 296 numa solugdo de 1,0 x 10°
UFC/mL foi administrada diariamente durante 4 semanas. A administracdo de PBS ou L.

fermentum 296 foi realizada por gavagem uma vez ao dia (no final da manha).

—Th

CIL | N

Coleta de

~ - 7 Coleta de sangue para
Ratos+ 90 DLP + L{296 DLP fezes bioquimica TOTG TTI Canulacio Registros de PA e FC;

dias de idade .. * * * * * * Entanisia
RERET JOL  V HN S S

4 semanas de suplementacio 24 hapés 24hapds 24 hapds 24 hapés 24 hapos
diaria de L. fermentum 296
ou placebo (PBS)

Figura 2. Esquema do protocolo experimental do estudo. CTL.: grupo alimentado com dieta controle.
DLP: grupo alimentado com dieta dislipidémica. DLP + Lf296: grupo alimentado com dieta DLP e
tratamento com L.fermentum 296. TOTG: Teste Oral de Tolerancia a Glicose. TTI: Teste de Toleréncia

a Insulina. PA: Pressdo Arterial. FC: Frequéncia Cardiaca.

3.7 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.7.1 Avaliacao do peso corporal e do consumo alimentar

O peso corporal e o consumo alimentar dos ratos foram mensurados semanalmente até
o final dos experimentos. O peso corporal e o consumo alimentar foram acompanhados

utilizando uma balanca eletronica (modelo AS-1000; Marte, Santa Rita MG, Brasil).
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3.7.2 Analises bioquimicas

Os ratos passaram por um jejum de 12 h durante o periodo noturno e amostras de sangue
foram coletadas por rompimento do plexo venoso orbital (GUIMARAES et al., 2017). O sangue
foi centrifugado a 5000 xg, 25 °C, por 15 min e mensurag@es séricas de colesterol total e fracdes
HDL e LDL, e triglicerideos foram realizadas com Kits colorimétricos enzimaticos, conforme
instrucdes do fabricante (Bioclin, Belo Horizonte - Minas Gerais - Brasil). A concentracéo de
malondialdeido (MDA), um produto final da peroxidac&o lipidica, foi medida como indicativo
de estresse oxidativo. Neste ensaio, 0 MDA reage com o &cido tiobarbitdrico para produzir um
complexo de cor vermelha. Em seguida, 400 uL de acido perclorico (7%) foram adicionados a
250 uL de soro, misturados e centrifugados a 6000 xg, 4 °C, durante 20 min. O sobrenadante
foi coletado, adicionado a 400uL de &cido tiobarbiturico (0,6%), aquecido a 100 °C durante 1h
e lido a 532nm (GUIMARAES et al., 2017).

3.7.3 Teste de tolerancia a glicose e a insulina

Os testes de tolerancia oral a glicose (TOTG) e de tolerancia a insulina (TTI) foram
realizados em ratos em jejum (12 h) durante a noite. No TOTG, uma carga oral de glicose
(29/kg) foi administrada via gavagem. Amostras de sangue foram retiradas das veias da cauda
antes e, posteriormente, aos 15, 30, 60, 90 e 120 min da administragdo de glicose. Apds 24 h
do TOTG, o TTI foi realizado ap6s injecdo intraperitoneal de insulina (0,75 Ul/kg de peso
corporal) e concentracdes de glicose sanguinea medidas antes (0 min) e ap6s 30, 60, 90 e 120
min (GUIMARAES et al., 2017). Todas as medicdes da concentracio de glicose capilar foram
realizadas com um glicosimetro Accu-Check (Bayer®, S&o Paulo, Brasil).

3.7.4 Medicéo dos parametros cardiovasculares de referéncia

Pelo menos 48 h ap06s os experimentos de rompimento do plexo retro-orbital, os ratos
foram anestesiados com cloridrato de cetamina (80 mg / kg, i.p.) e xilazina (10 mg / kg, i.p.)
para insercdo de cateteres de polietileno na artéria e veia femoral (canulagdo). Os cateteres
foram tunelizados pela regido dorsal e cetoprofeno (5 mg / kg) foi injetado por via subcutanea
(GUIMARAES et al., 2017).
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Em seguida, os ratos passaram 24 h de recuperagdo cirirgica. Ap0s este periodo, 0s
ratos estavam saudaveis e sem mostrar sinais clinicos de dor ou angustia. Eles foram colocados
em uma caixa pletismogréafica onde a pressdo arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) foram
registradas nos animais conscientes conectando a canula arterial a um transdutor de presséo
(ML866 / P, ADInstruments, Power Lab, Bella Vista, NSW, Austrélia) (Figura 3) como descrito
anteriormente (BRITO ALVES et al., 2014). A PA pulsatil (PAP) e a FC foram registradas por
50-60 min em condicdes basais, e os valores da PA sistolica (PAS), PA diastolica (PAD), PA
média (PAM) e FC foram calculados por uma selecéo de 10 min para cada animal (LabChartTM
Pro, ADInstruments, Bella Vista, NSW, Austrélia). Utilizando o mesmo periodo de 10 min dos
registros basais de PA e FC, avaliamos a analise espectral no dominio de frequéncia de SAP e
intervalo de pulso (IP) através de um programa de software apropriado (CardioSeries-v.2.4;
www.danielpenteado.com).

Os espectros de PAS foram integrados nas bandas LF (0,2-0,75 Hz) e HF (0,75-3 Hz).
Além disso, utilizamos a relagdo LF / HF do IP para avaliar o indice simpato-vagal. Por fim, a
sensibilidade espontanea do barorreflexo (SBRS) foi calculada através de um método
sequencial (GUIMARAES et al., 2017).

Figura 3. Registros da presséo arterial e da frequéncia cardiaca. Ap6s 24 h da cirurgia de canulacgéo,
o animal foi colocado em uma caixa pletismogréafica, e o cateter inserido na artéria femoral foi conectado
a um transdutor de pressdo conectado ao computador contendo o programa LabChart, no qual podemos
visualizar a PA pulsatil, média, sistdlica, diastdlica e frequéncia cardiaca. O cateter inserido na veia

femoral foi utilizado para administracdo das drogas posteriormente.



40

3.7.5 Avaliacdo do controle barorreflexo, funcdo autondmica cardiaca e

ténus simpatico

Apd6s 60 min de registros basais de PA e FC (Figura 4), foram utilizadas as respostas
cardiovasculares obtidas para drogas vasoativas fenilefrina (8 mg/kg, iv) e nitroprussiato de
sodio (25 mg/kg, iv) para avaliar a sensibilidade do barorreceptor, conforme descrito
anteriormente (CARVALHO-GALVAO et al., 2018). As alteracdes reflexas na frequéncia
cardiaca produzidas pela administracdo de drogas vasoativas foram quantificadas e plotadas
como alteracGes na frequiéncia cardiaca em relacao as mudancas na pressao arterial média (AFC
/ APAM). Os dados foram analisados por regressao linear usando Prism 6 (GraphPad Software,
Inc., San Diego, CA, EUA) e a inclinagéo da regressao linear proporcionou ganho barorreflexo
para cada animal.

Apds o retorno dos parametros cardiovasculares basais, a injecdo intravenosa em bolus
do antagonista do receptor muscarinico metilatropina (2 mg/kg iv; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) e depois de 10 min do antagonista b-adrenérgico cloridrato de propranolol (4 mg/kg,
iv. Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foram utilizados para avaliar a funcdo autonémica
cardiaca (CARVALHO-GALVAO et al., 2018). O intervalo de tratamento entre as drogas foi
de 10 minutos. O ténus parassimpatico foi avaliado pela mudanca na FC basal causada pela
metilatropina, enquanto o ténus simpatico foi determinado pela alteracdo da FC apos a
administracao de propranolol.

Por fim, apds 1h da administracdo de propranolol, a contribuicdo do ténus vascular
simpatico para o sistema cardiovascular foi avaliada por injecdo intravenosa de blogueador
ganglionar (hexametonio; 30 mg/kg, iv. Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA.). O tonus
simpatico foi calculado pelas alteracdes na PAM (APAM) apds a administracao.

No final dos experimentos, os animais foram eutanasiados com uma overdose de
cetamina (i.v.). Apds a eutandsia, 0s 6rgaos (coracéo, figado e baco) e as gorduras abdominais
e viscerais foram coletados para pesagem direta em balanca analitica, e sua quantificacdo foi

normalizada pelo peso do respectivo animal.
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Fenilefrina ~ Nitroprussiato de  Metilatropina ~ Propranclol Hexametonio
(8 mgkg)  sbdio (25 mglkg) (2 mg/kg) (4 mg/kg) (30 mg/kg)  Eutanasia
Vé}’:;( 60 min ¢ } ¢ lh ¢ 5 min ¢
| | | | | |
. . | | ]
Registros basais Recuperacdo  Recuperagdo  Recuperacio Recuperagio Registro
dePAeFC dePA

Figura 4. Protocolo esquematico realizado para registro da presséo arterial e frequéncia cardiaca.
PA: pressdo arterial. FC: frequéncia cardiaca.

3.7.6 Contagem de Lactobacillus nas fezes

Ao final das quatro semanas de administracdo de L. fermentum 296 amostras fecais de
cada animal foram coletadas para contagem em triplicata do Lactobacillus fecal. As amostras
fecais foram homogeneizadas em agua peptona (100 mg/mL) e diluidas em série no mesmo
diluente. Aliquotas de 20 pL das respectivas dilui¢cbes foram inoculadas usando uma técnica de
microdrop (MILES, MISRA, 1938) em Sharpe-MRS (HiMedia, india) para contagem de
Lactobacillus spp. A incubacéo foi realizada sob condi¢des anaerdbias (anaerogénio do sistema
anaerobio, Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, UK) para contagem de Lactobacillus spp.
Apdbs um periodo de incubacdo de 24-48 h, o nimero de colbnias foi contado e os resultados
foram expressos como log UFC/g (BATISTA et al, 2018).

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. O teste de Kolmogorov
Smirnov foi usado para avaliar a normalidade dos dados. A maioria das varidveis exigiu teste
paramétrico ANOVA one-way e pos-teste de Tukey. Nos casos em que o teste de normalidade
de Kolmogorov Smirnov falhou, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de comparagdo multipla de Dunn. ANOVA two-way foi usada em curvas do
teste de tolerancia a glicose e a insulina. A analise estatistica foi realizada utilizando o software
computacional Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA). A diferenca foi considerada

significativa quando p <0,05.
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Highlight

High fat consumption is a risk factor for dysbiosis, dyslipidemias and hypertension.
Administration of L. fermentum 296 recovered fecal Lactobacillus counts and alleviated
hyperlipidemia in high fat diet-treated rats.

Administration of L. fermentum 296 reduced sympathetic hyperactivity and systolic
blood pressure in DLP in high fat diet-treated rats.

The strain L. fermentum 296 exhibit satisfactory qualities to be translated into new

nutritional approaches to prevent or treat the cardiometobic disease.
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ABSTRACT

High fat diet consumption has been associated with gut dysbiosis and increased risk of
dyslipidemia, type 2 diabetes mellitus and arterial hypertension. Probiotic administration has
been suggested as a safe therapeutic strategy for the treatment of cardiometabolic disorders.
This study was designed to assess the effects of probiotic Lactobacillus fermentum 296, a fruit-
derived bacteria strain, against cardiometabolic disorders induced by dyslipidaemic (DLP) diet.
Male Wistar rats were divided into control diet (CTL); DLP; and DLP treated with probiotic
(DLP+Lf296). The L. fermentum 296 strain at 1 x 10° colony forming unit (CFU)/ml was daily
administered by oral gavage for 4 weeks. The results showed that dyslipidaemic rats displayed
insulin resistance, reduced Lactobacillus spp. counts in feces, increased adipose tissue, serum
lipids and oxidative profile. Dyslipidaemic rats also demonstrated augmented blood pressure
associated to sympathetic hyperactivity and impaired baroreflex control. The administration of
L. fermentum 296 for 4 weeks recovered fecal Lactobacillus sp. counts and alleviated
hyperlipidemia, sympathetic hyperactivity and reduced systolic blood pressure in DLP rats
without affecting baroreflex sensibility. Our results suggest the ability of L. fermentum 296

improve biochemical and cardiovascular parameters altered in cardiometabolic disorders.

Keywords: Dyslipidemia; Hypertension; Microbiota; Probiotics; Lactobacillus fermentum.
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INTRODUCTION

Increased saturated and trans fat and cholesterol intake the development of
dyslipidemia, diabetes mellitus and arterial hypertension [1] and has been considered a relevant
risk factor for the development of cardiovascular disease and premature death worldwide [2-4].
High intake of high fat and cholesterol diet contributes to gut dysbiosis [5], chronic low grade
inflammation and increased blood reactive oxygen species [6, 7]. These features may lead to
impairment of the cardiac baroreflex control [8] and autonomic dysfunction, characterized by
increased sympathetic nervous system activity and depressed parasympathetic activity [9, 10].

Growing evidences have suggested that targeting gut microbiota with probiotic
intervention may be a safe therapeutic strategy to promote beneficial effects in the treatment
and/or prevention of cardiometabolic disorders [11-13]. Probiotic administration has shown
effective in improving insulin resistance [14], sympathetic hyperactivity [15], hypertension [16]
as well as markers related to dyslipidemias [17]. Probiotics are defined as “non-pathogenic
microorganisms that administrated in adequate amounts confer health benefit on the host” [18,
19]. Amongst the commonly probiotics used for therapeutic intervention, the genus
Lactobacillus include species with well-known effects on the improvement of cardiometabolic
disorders [11, 13, 15, 20].

Recently, different Lactobacillus strains isolated from fruit processing by-products were
identified using 16S rRNA gene sequence analysis [21] and characterized for a set of standard
probiotic-related attributes in vitro [21-23]. Among these strains, L. fermentum 296 showed
satisfactory performance in a series of safety and physiological functionality tests, such as
adhesion, auto aggregation, coaggregation, antagonism against pathogens besides the lack of
hemolytic and mucinolytic activity. Additionally, this strain showed good survival when
challenged with simulated gastrointestinal conditions in distinct food matrices [22]. However,
the effects of L. fermentum 296 on improving lipid-glucose profiles and cardiovascular
parameters in dyslipidemic conditions remain unknown. Therefore, this study evaluated the
effects of the administration of this probiotic on cardiometabolic disorders induced by high fat

diet in male Wistar rats.
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MATERIAL AND METHODS

Tested probiotic strain and cell suspension preparation

The L. fermentum 296 strain was gently supplied by the Laboratory of Food
Microbiology, Department of Nutrition, Federal University of Paraiba (Jodo Pessoa, Brazil).
This strain was previously identified using 16S rRNA gene sequence analysis [21]. Stocks were
stored at —20 °C in de Mann, Rogosa and Sharpe (MRS) broth (HiMedia, Mumbai, India)
containing glycerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA; 20 mL/100mL).

Preparation of L. fermentum 296

The bacterial suspension used in study was obtained from overnight cultures grown on
MRS broth (HiMedia, Mumbai, India) and incubated anaerobically (Anaerobic System
Anaerogen, Oxoid Ltda., Wade Road, UK) at 37 °C. Cells were harvested by centrifugation
(4500 xg, 15 min, 4 °C), washed twice with sterile saline solution, re-suspended and
homogenized using a vortex (30 s) in sterile saline solution to obtain standard cell suspensions
with optical density (OD) reading at 660 nm (ODsgo) of 1.0, which provided viable counts of
approximately 9 log CFU/mL.

In vitro Radical Scavenging Activity

The overnight culture of L. fermentum 296 was centrifuged (10,000 xg for 10 min at 4
°C) to separate the cell-free culture supernatant and the cell pellets. The cell pellets were
resuspended in phosphate buffered saline (PBS) to reach a concentration of 1 x 10° CFU/mL
and served as intact cells. The radical scavenging capacity of L. fermentum 296 was evaluated
using 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical assay [24].

One milliliter of intact cells was mixed with 1 mL of DPPH solution in methanol (0.2
mM). The mixture was vortexed for 30 s and left at room temperature in the dark for 30 min.
The mixture of DPPH and deionized water served as the blank sample. The absorbance at 517

nm was recorded. The scavenging ability was defined using the following equation:

scavenging effect (%) = [1—As17(sample) / As17(blank)] X 100%
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Ethical aspects and animals

Male Wistar rats (Rattus norvergicus) at + 90 days of age were maintained in collective
polypropylene cages at controlled temperature (22 £ 1 ° C), with humidity between 50-55%,
with filtered water and diet ad libitum, in a 12-h light-dark cycle. All experimental procedures
were submitted and approved by Ethics Committee on the Use of Laboratory Animals of the
Federal University of Paraiba (CEUA-UFPB protocol 6080240418) and followed the
guidelines of the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and
the International Principles for Biomedical Research involving Animals. All efforts were made
to reduce the number and suffering of animals. Interventions with oral gavage were carried

during the experiment in all groups.

Experimental design

The rats were randomly assigned into three groups: i) control group (CTL, n = 8) that
received a commercial diet (Presence Purina®, Paulinea, Brazil); ii) dyslipidemic group (DLP,
n = 8) that received a dyslipidemic diet Rhoster® Company (Aracoiaba da Serra, S&do Paulo,
Brazil) and iii) dyslipidemic group that received L. fermentum 296 (DLP + Lf296, n = 8). In the
CTL and DLP groups, saline solution was administered as placebo for 4 weeks. In the DLP +
Lf296 group, L. fermentum 296 strain in a solution of approximately 1 x 10° CFU/mL was
administered daily for 4 weeks. Administration of vehicle or L. fermentum 296 was performed
by oral gavage. Daily food intake and body weight was weekly measured during all experiment
using an appropriate scale (model AS-1000; Marte, Santa Rita MG, Brazil). After 4 weeks of
treatment with saline or L. fermentum 296, biochemical measurements, glucose and insulin
tolerance tests, baseline blood pressure, heart rate (HR) records, spectral analysis of systolic
arterial pressure and cardiac interval, baroreflex sensitivity, sympathetic-vagal balance and

sympathetic vascular tone were evaluated in each group.

Glucose and insulin tolerance test

The glucose tolerance (OGTT) and insulin tolerance (ITT) tests were performed on rats
fasted overnight (12 h). In the OGTT, an oral load was administered via gavage of glucose (2
o/kg). Blood samples were taken from the tail veins before glucose administration and,
subsequently, at 15, 30, 60, 90 and 120 min. OGTT and ITT were performed after 24 h,
following an intraperitoneal insulin injection (0.75 Ul/kg body weight); blood glucose

concentrations was measured before (0 min) and after (30, 60, 90 and 120 min) the peritoneal
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insulin injection. Measurements of blood glucose concentration were performed with an Accu-

Check glucometer (Bayer®).

Assay for serum measurements

Serum measurements were performed 24 h after the glucose homeostasis experiments.
The male rats were fasted overnight and blood samples were collected by orbital venous plexus
disruption [25]. The blood was centrifuged at 5000 xg, 25 °C, for 15 min and serum
measurements of total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol and triglycerides
concentrations were performed using appropriate enzymatic colorimetric Kits according to the
manufacturer instructions (Bioclin, Belo Horizonte - Minas Gerais - Brasil).

The concentration of malondialdehyde (MDA), an end product of lipid peroxidation,
was measured as an indicative of oxidative stress. Briefly, 400 uL of perchloric acid (7%) was
added to 250 pL of serum, mixed and centrifuged at 6000 xg, 4 °C, during 20 min. The
supernatant was collected, added to 400 pL of thiobarbituric acid (0.6%), heated at 100 °C
during 1 h and read at 532nm. In this assay, MDA reacts with thiobarbituric acid to produce a

red-coloured complex. [25].

Determination of baseline cardiovascular parameters

At least 48 h after the plexus retro-orbital disruption experiments, the rats were
anesthetized with ketamine (80 mg/kg, i.p.) and xylazine (10 mg/kg, i.p.) for insertion of
polyethylene catheters into the femoral artery and vein. The catheters were tunneled through
the back of the neck and ketoprofen (5 mg/kg) was injected subcutaneously.

Rats underwent a period of surgical recovery for 24 h. After this period, rats were
healthy and without clinical signs of pain or distress. Arterial pressure (AP) and heart rate (HR)
were recorded in conscious animals connecting the arterial cannula to a pressure transducer
(ML866 / P, ADInstruments, Power Lab, Bella Vista, NSW, Australia), as previously described
[26]. The pulsatile AP (PAP) and HR was recorded for 50-60 min under baseline conditions,
and the values of the systolic AP (SAP), diastolic AP (DAP), mean AP (MAP) and HR were
calculated off line by selection of 10 min for each animal (LabChartTM Pro, ADInstruments,
Bella Vista, NSW, Australia).

Using the same period of 10 min of baseline AP and HR records, the spectral analysis
in the frequency domain of SAP and pulse interval (IP) were assessed using an appropriate
computational software (CardioSeries-v.2.4; www.danielpenteado.com). The spectra of SAP
were integrated in the LF (0.2-0.75 Hz) and the HF bands (0.75-3 Hz). In addition, LF/HF ratio
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of the IP was used to assess the sympathovagal index. Lastly, the spontaneous baroreflex
sensitivity (SBRS) was calculated using a sequence method [25]. The pulse interval was
exported and analyzed with Kubios HRV Standard software version 3.0.2 (The Biomedical
Signal and Medical Imaging Analysis Group, Department of Applied Physics, University of
Kuopio, Finland). The heart rate variability (HRV) analysis was determined; 1) time-domain
parameters: standard deviation between the duration of RR intervals (SDNN) and square root
mean squared differences of successive RR intervals (RMSSD); 2) Nonlinear parameters (SD1
and SD2). Poincaré scatter plots were constructed and investigated as nonlinear tool, including
the transverse axes (SD1, an indicator of parasympathetic activity) and the longitudinal axes
(SD2, an function of sympathetic and vagal activity) [27].

Assessment of baroreflex control, cardiac autonomic function and sympathetic tone

After 60 min of PA and HR baseline recordings, the cardiovascular responses obtained
to vasoactive drugs phenylephrine (8 mg/kg, i.v.) and sodium nitroprusside (25 mg/kg, i.v.)
were used to assess the sensitivity of the baroreceptor, as previously described [28]. Reflex
changes in heart rate produced by vasoactive drugs administration were quantified and plotted
as changes in heart rate over changes in mean arterial pressure (AHR/AMAP). Data were
analyzed by linear regression using Prism 6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA)
and the slope of linear regression provided baroreflex sensitivity for each animal.

After the cardiovascular parameters have returned to baseline values (approximately 1
h after baroreflex evaluation), intravenous bolus injection of the muscarinic receptor antagonist
methylatropine (2 mg/kg i.v; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) and the b-adrenoceptor
antagonist propranolol hydrochloride (4 mg/mL/Kkg, i.v.; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
were used to assess cardiac autonomic function [28]. The interval of treatment between drugs
was 10 min. The parasympathetic tone was evaluated by the change in basal HR caused by
methylatropine, whereas the sympathetic tone was determined by the HR change after
propranolol administration. After each sequence, the intrinsic heart rate was calculated.

The contribution of the sympathetic vascular tone to cardiovascular system in a new
group of rats was assessed by an intravenous injection of the ganglionic blocker
(hexamethonium, 30 mg/kg, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA). The sympathetic tone was
calculated by the changes in MAP (AMAP) following administration as described by
Guimaraes et al, 2019 [29]. At the end of the experiments, animals were euthanized with an

overdose of ketamine (i.v.) and the organs (liver, spleen, heart) were collected and weighed.
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Counts of Lactobacillus spp. in feces

Fecal samples were homogenized in peptone water (100 mg peptone/mL) and serially
diluted in the same diluent. Twenty L aliquots of the respective dilutions were inoculated
using a microdrop technique in MRS agar, followed by incubation at 37 °C under anaerobic
conditions (Anaerobic System Anaerogen, Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, UK). After an
incubation period of 24-48 h, the number of colonies were counted, and the results were

expressed as log CFU/qg.

Statistical analysis

Results were expressed as mean = SEM. Kolmogorov Smirnov test was used to assess
the normality of data. The most of the variables required one-way ANOVA parametric test and
Tukey post-test. In cases by which Kolmogorov Smirnov normality test failed, the Kruskal-
Wallis nonparametric test, and followed by Dunn multiple comparison test was used. Two-way
ANOVA was used in body weight, food intake and curves of the glucose and insulin tolerance
test. Statistical analysis was performed using the computational software Prism 6 (GraphPad

Software, San Diego, CA). Difference was considered significant when p < 0.05.
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RESULTS

Radical Scavenging Activity of L. fermentum 296
The Intact cells of L. fermentum 296 showed high capacity to sequester the DPPH
radical (Figure 1).

Body weight and food intake
The body weight was similar among groups during the experimental period (Figure 2

A). Daily food intake was reduced in rats fed a high fat diet (Figure 2 B).

Assessment of the glucose tolerance test (OGTT) and the insulin tolerance test (ITT)

Rats fed a high fat diet for 4 weeks exhibited greater area under curve (AUC) after oral
glucose loading and insulin tolerance test in comparison to CTL group (p <0.05, Figure 3 A
and B). This result suggests that after consuming high fat diet for 4 weeks, rats became glucose
intolerant and insulin resistant. The administration of L. fermentum 296 for 4 weeks did not
cause reversion of the disruption of glucose homeostasis induced by the high fat diet (Figure 3
A and B).

Serum measurements

The experimental protocol based on a high fat diet intake was effective in developing
dyslipidemia. The rats fed a high fat diet presented increased serum levels of total cholesterol,
LDL-cholesterol and triglycerides when compared to the CTL group (p < 0.05, Figure 4 A, B
and E). Administration of L. fermentum 296 for 4 weeks significantly reduced the serum levels
of cholesterol, LDL and triglycerides (p <0.05, Figure 4 A, B and E), but did not improve the
serum levels of HDL-cholesterol in DLP rats (Fig. 4 C).

Serum MDA concentrations was higher in DLP rats when compared to CTL group (p
<0.05, Figure 4 E). The L. fermentum 296 administration did not reduce the serum MDA

concentrations in DLP rats (Figure 4 E).

Cardiovascular parameters

Representative baseline recordings of PAP, SAP, DAP, MAP and HR from all groups
are shown in Figure 5 A. SAP and MAP were increased in rats fed a high fat diet for 4 weeks
when compared to CTL group (p < 0.05, Figure 5 B and D). Administration of L. fermentum
296 reduced SAP and HR in rats fed a high fat diet (p <0.05, Figure 5 B and E)
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Representative spectrum of SAP and cardiac interval from all groups are shown in
Figure 6 A and B. LF of SAP, LF/HF ratio and SD2/SD1 of the cardiac interval were increased
in rats fed a high fat diet for 4 weeks when compared to CTL group (p < 0.05, Figure 6 C).
However, no difference were observed in HF ranges, SBRS, SDNN, RMSSD, SD1 and SD2 of
SAP between DLP and CTL groups (p >0.05, Figure 6 C). Administration of L. fermentum 296
reduced LF/HF ratio and SD2/SD1 of the cardiac interval in rats fed a high fat diet (p <0.05,
Figure 6 C) when compared to DLP group.

The Figure 7 A shows the original tracings from one representative animal of each
group (CTL, DLP and DLP+Lf296) during the baroreceptor reflex. Rats from DLP group
exhibited a reduction in BRS when compared to CTL rats (p <0.05, Figure 7 B - D). The
administration of L. fermentum 296 for 4 weeks did not prevent the baroreflex impairment in
DLP rats (-2.7£0.44 vs. -3.24+0.35 bpm/mmHg, p >0.05, Figure 7 B — D).

The effects of L. fermentum 296 on the cardiovascular autonomic modulation through
tachycardic response to atropine (vagal tone) and bradycardic response to propranolol
(sympathetic drive) was assessed through representative recordings (Figure 8 A and B). The
vagal tone was reduced in DLP rats compared to CTL group (56.5 + 7.1 vs. 102.8 + 15.2 bpm,
p <0.05, Figure 8 C), while cardiac sympathetic drive was increased in DLP rats when
compared with CTL group (-101 £ 9.3 vs. -52 £ 9.9 bpm, p <0.05, Figure 8 D). In comparison
to untreated DLP group, the administration of L. fermentum 296 for 4 weeks reduced the cardiac
sympathetic tone (-60£9.3 vs. -101 + 9.3 bpm, p <0.05, Figure 8 D), but the vagal tone of DLP
rats was not recovered (p >0.05, Figure 8 C). The intrinsic heart rate did not alter among groups
(p > 0.05, Figure 8 E). These results suggest that probiotic L. fermentum 296 could reduce
dysautonomia in DLP rats through the reduction of sympathetic tone. For this reason, the
vasomotor sympathetic tone was evaluated using the pharmacological ganglionic blockage
according to the representative recordings (Figure 9 A). A significant decrease in the fall in
blood pressure induced by hexamethonium infusion in DLP rats treated with L. fermentum 296
was observed (p < 0.05, Figure 9 B), indicating that administration of L. fermentum 296 for 4
weeks reduces the vasomotor sympathetic drive and blood pressure in rats fed with high fat
diet.

Lactobacillus spp. counts in feces
Consumption of high fat diet reduced the counts of Lactobacillus spp. in feces of DLP
rats compared to CTL group (p <0.05, data in supplementary material, Figure S1). The
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population of Lactobacillus spp. in feces of DLP rats increased with administration of L.
fermentum 296 for 4 weeks (p <0.05).
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DISCUSSION

The intact cells of L. fermentum 296 showed greater ability to scavenge the free radical
DPPH, this antioxidant activity of intact cells of L. fermentum 296 is probably related to cell
surface compounds [24]. An earlier study reported that when the cell surface compounds of L.
plantarum C88 isolated from Chinese fermented dairy tofu were enzymatically removed, a
decrease in DPPH scavenging capacity was observed [30].

The consumption of the high fat diet did not induce weight differences between the
groups, although the DLP diet was more caloric than the CTL diet. Similar to previous study
[54], dyslipidemic rats had a decrease in food consumption, possibly due to the satietyogenic
effect caused by the higher fat content of this diet [54].

The results of this study revealed that the administration of L. fermentum 296 for 4
weeks increased the counts of fecal Lactobacillus spp. in rats, suggesting that L. fermentum 296
is able to modulate positively the population of Lactobacillus spp. in the gut, as well as suggest
that this strain could survive and colonize the gastrointestinal tract in adverse conditions such
those imposed by the DLP diet, since the increased consumption of high fat and cholesterol diet
contributes for the disruption of the gut microbiota homeostasis and gut dysbiosis [13].

A growing number of clinical and non-clinical studies has demonstrated that probiotic
administration can restore the microbial balance, gut permeability and insulin resistance in rats
fed a high fat diet [12, 31, 32]. Despite the reduction of approximately 15% in the glucose
curves of OGTT and ITT, the administration of L. fermentum 296 for 4 weeks was not capable
of restoring the glucose tolerance and insulin resistance in rats fed with high fat diet.

Our study demonstrated that administration of L. fermentum 296 successfully prevented
the increase in the serum concentrations of TC, LDL-C and triglycerides induced by high fat
diet consumption. Our results are in agreement with previous studies that have demonstrated
that administration of a single probiotic strain [11, 33] or mixed probiotics formulation [34, 35]
exerted hypocholesterolemic and hypotriglyceridemic effects during high fat diet consumption.

Lactobacilli were reported to bind to cholesterol in the intestine and enhance excretion
of cholesterol in feces, resulting in decrease total body cholesterol pool [36]. Indeed, colonic
bacteria can produce propionate, a short chain fatty acid derived from the carbohydrate
fermentative process, which act inhibiting the hepatic 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme
synthase enzyme and, consequently, reducing the hepatic cholesterol synthesis [37].
Lactobacillus strains possess biliary acid hydrolase activities enabling the hydrolyze of bile
salts and, secondarily, the reduction of cholesterol serum levels [38, 39]. In another hand,
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Lactobacillus strains may also exert hypocholesterolemic effect through the cholesterol uptake
and acceleration of cholesterol metabolism [33], as well as by converting cholesterol to
coprostanol through the action of bacterial cholesterol reductase into the intestine and excretion
of cholesterol directly into the feces. [40]. Lastly, Lactobacillus can reduce serum cholesterol
through the coordinated regulation of cholesterol biosynthesis by down regulation of genes
related to the synthesis and uptake of cholesterol (e.g., SREBP2) or increasing the cholesterol
hepatic efflux [17]. Further studies focusing on molecular assays will help to elucidate the exact
mechanism by which L. fermentum 296 prevented the dyslipidemia induced by dyslipidemic
diet consumption.

The intake of the dyslipidaemic diet for 4 weeks i) impaired cardiac baroreflex control,
ii) provoked dysautonomia and iii) increased arterial blood pressure in rats. These findings may
be justified by the fact that dyslipidemia is a risk factor for activation of inflammatory cascade
in endothelial cells through the release of cytokines and chemokines, such as tumor necrosis
factor-o, IL-1B, IL-6 and IL-8 [41]. These cytokines stimulate the expression of adhesion
molecules, such as MCP-1, ICAM and VCAM, which are involved in the increase of the
endothelium adhesiveness, arterial stiffening, development of atherosclerotic lesions,
sympathetic hyperactivity, baroreflex dysfunction and arterial hypertension [42-45].

Interestingly, administration of L. fermentum 296 for 4 weeks reduced sympathetic
hyperactivity and blood pressure. However, despite of attenuating the baroreflex control, it
failed to restore baroreflex proper functionality in dyslipidemic rats. Our findings are similar to
previous studies that demonstrated that Lactobacillus strains administration helps to reduces
systolic arterial pressure, vascular oxidative stress, vascular inflammation and endothelial
dysfunction in spontaneously hypertensive rats [46, 47].

Reduction of blood pressure through probiotic supplementation can be attributed to the
release of bioactive peptides during the fermentation of foods containing milk protein (casein),
such as angiotensin converting enzyme inhibitor peptides, as well as the ability to inhibition of
the production of proinflammatory cytokines [55].

Our pharmacological and spectral analysis studies indicated that L. fermentum 296
reduced sympathetic activity and blood pressure in dyslipidaemic rats, suggesting that this
probiotic strain could have effects in the central nucleus involved with cardiovascular
modulation. Mechanisms involved in these cardiovascular beneficial effects induced by L.
fermentum 296, could be in the future better explored. Previous experimental [48-50] and
clinical studies [51] have demonstrated that probiotic administration may be an important

strategy to reduce sympathetic hyperactivity in hypertensive condition.
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Although it has not yet been possible to establish the underlying mechanism by which
L. fermentum 296 reduces sympathetic activity and blood pressure in rats fed a dyslipidemic
diet, the increased production of short-chain fatty acids (SCFAs), which modulate
vasodilatation and induce hypotension, has been proposed as possible mechanism associated
with the induction of these effects by acid-producing probiotics [48, 53].

One hypothesis of the effects of L. fermentum 296 on the central nucleus involved with
cardiovascular modulation is through acetate, the most abundant of the AGCCs, which, when
produced in the intestine by Lactobacillus, passes through facilitates diffusion into the
bloodstream and can activate signaling pathways through the activation of G protein coupled
receptors [56], such as muscarinic receptors in the sinus node and the atrioventricular node of
the heart [57], and in the brain in regions such as NTS and RVLM that control sympathetic
activity for the heart and blood vessels [57] modulating heart rate and blood pressure.

In addition, Lactobacillus administration can modulate the human immune system by
activating T-cells (Treg) and, consequently, increasing interleukin (IL)-10 production
responsible for the inhibition of NADPH oxidase, the main source of reactive oxygen species
(ROS) in the vasculature. These effects could improve endothelial function and reduces blood
pressure [58].

The intestine is the most highly innervated peripheral organ with a significant number
of motor fibers identified as sympathetic nerves. [16]. The intraduodenal injection of L.
johnsonii Lal inhibited the adrenal sympathetic nerve and facilitated the gastric vagus nerve
function in urethane anesthetized rats. The inhibition of the adrenal sympathetic nerve was
associated with decreased secretion of adrenaline, glucagon and blood glucose levels [15].

In summary, inhibition of sympathetic tonus may be based on immunological or neural
modulators produced in the intestinal microbiota, and transmitters produced by the intestinal
microbiota (which via the vagus nerve pathway) could reach areas with no blood-brain barrier
that are known to control sympathetic and vagal activity to the heart [57].

Future clinical studies should investigate the hypothesis that acute and chronic treatment
with L. fermentum 296 can dampen sympathetic nervous activity in patients with dyslipidemia
or arterial hypertension. If correct, this could be translated into new nutritional approaches to

prevent or treat the cardiometobic disease.
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CONCLUSION

Administration of the potentially probiotic L. fermentum 296 strain for 4 weeks
alleviates cholesterol and triglycerides serum levels in dislypidemic rats. In addition, our study
is the first to show that the administration of L. fermentum 296 effectively reduced sympathetic
cardiovascular tone and systolic blood pressure in dyslipidemic rats, suggesting that
Lactobacillus fermentum 296 administration could become an alternative strategy to prevent
diet-induced hypercholesterolemia and hypertriglyceridemia as well as their related

cardiometabolic complications.
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Figure legends

Figure 1. Antioxidant activity of L. fermentum 296 based on DPPH scavenging assays. Lf
296 intact cells: suspension of L. fermentum 296 cells; PBS: phosphate buffered saline used as
blank.

Figure 2. Effects of L. fermentum 296 treatment on body weight and daily food intake.
(A) Gain of body weight and food intake (B) of the groups studied during the experiment. Body
weight and food intake in placebo or L. fermetum 296-treated dyslipidemic rats. Data are shown
as mean £ SEM (n=8 per group), analyzed by two-way ANOVA, and followed by Bonferroni
post-test. *p <0.05 compared with the CTL group. ¥ p < 0.05 compared with the CTL group.
CTL (control group); HF (high fatty group); HF + Lf296 (high fatty group treated with L.
fermentum 296).

Figure 3. Effects of L. fermentum 296 treatment on glucose and insulin tolerance tests.
Area under curve (AUC) calculated from blood glucose values measured at different time point
(0—120 min) during oral glucose (A) and insulin (B) tolerance tests in placebo or L. fermetum
296-treated dyslipidemic rats. Data are shown as mean £ SEM (n=8 per group), analyzed by
one-way ANOVA, and followed by Tukey post-test. *p <0.05 compared with the CTL group.
CTL (control group); HF (high fatty group); HF + L{296 (high fatty group treated with L.
fermentum 296).

Figure 4. Effects of L. fermentum 296 treatment on serum lipid profile and lipid
peroxidation assay

Serum levels of total cholesterol (A), LDL-cholesterol (B), HDL-cholesterol (C), triglycerides
(D) and TBARS (E) in placebo or L. fermetum 296-treated dyslipidemic rats. Data are shown
as mean £ SEM (n=8 per group), analyzed by one-way ANOVA, and followed by Tukey post-
test. HDL-cholesterol was analyzed by the Kruskal-Wallis test, and followed by Dunn post-
test.*p <0.05 compared with the CTL group. #p < 0.05 compared with the HF group. ¥p<0.05
compared with the CTL group. CTL (control group); HF (high fatty group); HF + Lf296 (high
fatty group treated with L. fermentum 296).

Figure S. Effects of L. fermentum 296 treatment on resting blood pressure and heart rate
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(A) Representative records of pulsatile blood pressure (PAP), systolic blood pressure (SAP),
diastolic blood pressure (DAP), mean arterial pressure (MAP), and heart rate (HR). Resting
SAP (B), DAP (C), MAP (D) and HR (E) in placebo or L. fermetum 296-treated dyslipidemic
rats. Data are shown as mean £ SEM (n=6-8 per group), analyzed by one-way ANOVA, and
followed by Tukey post-test.*p <0.05 compared with the CTL group. #p < 0.05 compared with
the DLP group. CTL (control group); HF (high fatty group); HF + L{296 (high fatty group
treated with L. fermentum 296).

Figure 6. Effects of L. fermentum 296 treatment on spectral analysis of systolic arterial
pressure (SAP) and heart rate variability (HRV).

(A) Representative spectra of SAP and cardiac interval (B). (C) Resting LF and HF bands of
SAP, spontaneous baroreflex sensitivity (SBRS), LF/HF ratio, SDNN, RMSSD, SD1, SD2 and
SD2/SD1 of cardiac interval in placebo or L. fermetum 296-treated dyslipidemic rats. Data are
shown as mean = SEM (n=6-8 per group), analyzed by one-way ANOVA, and followed by
Tukey post-test. LF and HF components of SAP were analyzed by the Kruskal-Wallis test, and
followed by Dunn post-test. *p <0.05 compared with the CTL group. #p < 0.05 compared with
the DLP group. CTL (control group); HF (high fatty group); HF + L{296 (high fatty group
treated with L. fermentum 296). SDNN (standard deviation between the duration of RR
intervals); RMSSD (square root mean squared differences of successive RR intervals); SD1 (an

indicator of parasympathetic activity); SD2 (an function of sympathetic and vagal activity).

Figure 7. Effects of L. fermentum 296 treatment on baroreflex control

(A) Original tracings from one representative animal of each group (CTL, HF and HF+Lf296)
showing changes in pulse arterial pressure (PAP), mean arterial pressure (MAP) and heart rate
(HR) in response to phenylephrine (8 ug/Kg, i.v., black arrows) and sodium nitroprusside (25
ng/Kg, i.v., red arrows). Baroreflex assessment during the administration of phenylephrine (B),
sodium nitroprusside (C) and baroreflex gain (D) in placebo or L. fermetum 296-treated
dyslipidemic rats. Data are shown as mean + SEM (n=6-8 per group), analyzed by one-way
ANOVA, and followed by Tukey post-test.*p <0.05 compared with the CTL group. CTL
(control group); HF (high fatty group); HF + L{296 (high fatty group treated with L. fermentum
296).

Figure 8. Effects of L. fermentum 296 treatment on cardiac autonomic modulation
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(A - B) Original tracings from one representative animal of each group (CTL, HF and
HF+Lf296) showing changes in pulse arterial pressure (PAP), mean arterial pressure (MAP)
and heart rate (HR) in response to methylatropine (2 mg/kg i.v) and propranolol (4 mg/Kg, i.v.).
Parasympathetic (C), sympathetic (D) tone and intrinsic heart rate (E) assessment in placebo or
L. fermetum 296-treated dyslipidemic rats. Data are shown as mean + SEM (n=6-8 per group),
analyzed by one-way ANOVA, and followed by Tukey post-test. Parasympathetic tone was
analyzed by the Kruskal-Wallis test, and followed by Dunn post-test *p <0.05 compared with
the CTL group. #p < 0.05 compared with the HF group. CTL (control group); HF (high fatty
group); HF + Lf296 (high fatty group treated with L. fermentum 296).

Figure 9. Effects of L. fermentum 296 treatment on sympathetic tone

(A) Original tracings from one representative animal of each group (CTL, HF and HF+Lf296)
showing changes in pulse arterial pressure (PAP) and mean arterial pressure (MAP) in response
to ganglionic blockade with hexamethonium (30 pg/Kg, i.v.). Assessment of delta change of
the MAP (B) after blockade with hexamethonium in placebo or L. fermetum 296-treated
dyslipidemic rats. Data are shown as mean + SEM (n=6-8 per group), analyzed by one-way
ANOVA, and followed by Tukey post-test. *p <0.05 compared with the CTL group. #p < 0.05
compared with the HF group. CTL (control group); HF (high fatty group); HF + L{296 (high
fatty group treated with L. fermentum 296).

Supplementry Figure 1. Effects of L. fermentum 296 treatment on fecal Lactobacillus
counts. Assessment of fecal Lactobacillus counts in placebo or L. fermetum 296-treated
dyslipidemic rats. Data are shown as mean = SEM (n=6-8 per group), analyzed by one-way
ANOVA, and followed by Tukey post-test. *p <0.05 compared with the CTL group. #p < 0.05
compared with the HF group. CTL (control group); HF (high fatty group); HF + L{296 (high
fatty group treated with L. fermentum 296).
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Figure 1. Antioxidant activity of L. fermentum 296 based on DPPH scavenging assays. Lf
296 intact cells: suspension of L. fermentum 296 cells; PBS: phosphate buffered saline used as
blank.
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Figure 2. Effects of L. fermentum 296 treatment on body weight and daily food intake.
(A) Gain of body weight and food intake (B) of the groups studied during the experiment. Body
weight and food intake in placebo or L. fermentum 296-treated dyslipidemic rats. Data are
shown as mean + SEM (n=8 per group), analyzed by two-way ANOVA, and followed by
Bonferroni post-test. *p <0.05 compared with the CTL group. ¥ p < 0.05 compared with the
CTL group. CTL (control group); HF (high fatty group); HF + Lf296 (high fatty group treated
with L. fermentum 296).
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Figure 3. Effects of L. fermentum 296 treatment on glucose and insulin tolerance tests.
Area under curve (AUC) calculated from blood glucose values measured at different time point
(0—120 min) during oral glucose (A) and insulin (B) tolerance tests in placebo or L. fermentum
296-treated dyslipidemic rats. Data are shown as mean £ SEM (n=8 per group), analyzed by
one-way ANOVA, and followed by Tukey post-test. *p <0.05 compared with the CTL group.
CTL (control group); HF (high fatty group); HF + L{296 (high fatty group treated with L.
fermentum 296).
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Figure 4. Effects of L. fermentum 296 treatment on serum lipid profile and lipid
peroxidation assay

Serum levels of total cholesterol (A), LDL-cholesterol (B), HDL-cholesterol (C), triglycerides
(D) and TBARS (E) in placebo or L. fermentum 296-treated dyslipidemic rats. Data are shown
as mean = SEM (n=8 per group), analyzed by one-way ANOVA, and followed by Tukey post-
test. HDL-cholesterol was analyzed by the Kruskal-Wallis test, and followed by Dunn post-
test.*p <0.05 compared with the CTL group. #p < 0.05 compared with the HF group. ¥p<0.05
compared with the CTL group. CTL (control group); HF (high fatty group); HF + L{296 (high
fatty group treated with L. fermentum 296).
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Figure S. Effects of L. fermentum 296 treatment on resting blood pressure and heart rate
(A) Representative records of pulsatile blood pressure (PAP), systolic blood pressure (SAP),
diastolic blood pressure (DAP), mean arterial pressure (MAP), and heart rate (HR). Resting
SAP (B), DAP (C), MAP (D) and HR (E) in placebo or L. fermentum 296-treated dyslipidemic
rats. Data are shown as mean + SEM (n=6-8 per group), analyzed by one-way ANOVA, and
followed by Tukey post-test.*p <0.05 compared with the CTL group. #p < 0.05 compared with
the DLP group. CTL (control group); HF (high fatty group); HF + L{296 (high fatty group
treated with L. fermentum 296).
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Figure 6. Effects of L. fermentum 296 treatment on spectral analysis of systolic arterial
pressure (SAP) and heart rate variability (HRV).

(A) Representative spectra of SAP and cardiac interval (B). (C) Resting LF and HF bands of
SAP, spontaneous baroreflex sensitivity (SBRS), LF/HF ratio, SDNN, RMSSD, SD1, SD2 and
SD2/SD1 of cardiac interval in placebo or L. fermentum 296-treated dyslipidemic rats. Data are
shown as mean = SEM (n=6-8 per group), analyzed by one-way ANOVA, and followed by
Tukey post-test. LF and HF components of SAP were analyzed by the Kruskal-Wallis test, and
followed by Dunn post-test. *p <0.05 compared with the CTL group. #p < 0.05 compared with
the DLP group. CTL (control group); HF (high fatty group); HF + L{296 (high fatty group
treated with L. fermentum 296). SDNN (standard deviation between the duration of RR
intervals); RMSSD (square root mean squared differences of successive RR intervals); SD1 (an

indicator of parasympathetic activity); SD2 (an function of sympathetic and vagal activity).
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Figure 7. Effects of L. fermentum 296 treatment on baroreflex control

(A) Original tracings from one representative animal of each group (CTL, HF and HF+Lf296)
showing changes in pulse arterial pressure (PAP), mean arterial pressure (MAP) and heart rate
(HR) in response to phenylephrine (8 ng/kg, i.v., black arrows) and sodium nitroprusside (25
ng/kg, i.v., red arrows). Baroreflex assessment during the administration of phenylephrine (B),
sodium nitroprusside (C) and baroreflex gain (D) in placebo or L. fermentum 296-treated
dyslipidemic rats. Data are shown as mean + SEM (n=6-8 per group), analyzed by one-way
ANOVA, and followed by Tukey post-test.*p <0.05 compared with the CTL group. CTL
(control group); HF (high fatty group); HF + L{296 (high fatty group treated with L. fermentum
296).
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Figure 8. Effects of L. fermentum 296 treatment on cardiac autonomic modulation

(A - B) Original tracings from one representative animal of each group (CTL, HF and
HF+Lf296) showing changes in pulse arterial pressure (PAP), mean arterial pressure (MAP)
and heart rate (HR) in response to methylatropine (2 mg/kg i.v) and propranolol (4 mg/kg, i.v.).
Parasympathetic (C), sympathetic (D) tone and intrinsic heart rate (E) assessment in placebo or
L. fermentum 296-treated dyslipidemic rats. Data are shown as mean + SEM (n=6-8 per group),
analyzed by one-way ANOVA, and followed by Tukey post-test. Parasympathetic tone was
analyzed by the Kruskal-Wallis test, and followed by Dunn post-test *p <0.05 compared with
the CTL group. #p < 0.05 compared with the HF group. CTL (control group); HF (high fatty
group); HF + Lf296 (high fatty group treated with L. fermentum 296).
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Figure 9. Effects of L. fermentum 296 treatment on sympathetic tone

(A) Original tracings from one representative animal of each group (CTL, HF and HF+Lf296)
showing changes in pulse arterial pressure (PAP) and mean arterial pressure (MAP) in response
to ganglionic blockade with hexamethonium (30 pg/kg, i.v.). Assessment of delta change of the
MAP (B) after blockade with hexamethonium in placebo or L. fermentum 296-treated
dyslipidemic rats. Data are shown as mean + SEM (n=6-8 per group), analyzed by one-way
ANOVA, and followed by Tukey post-test. *p <0.05 compared with the CTL group. #p < 0.05
compared with the HF group. CTL (control group); HF (high fatty group); HF + L{296 (high
fatty group treated with L. fermentum 296).



90

o

T 8-

O

o

—

2 #
\_.I/ * — 1
2 4 =

w0

3

= 24

5

(]

o]

8 0' T T
g CTL HF HF + Lf296
|

Supplementry Figure 1. Effects of L. fermentum 296 treatment on fecal Lactobacillus
counts. Assessment of fecal Lactobacillus counts in placebo or L. fermentum 296-treated
dyslipidemic rats. Data are shown as mean = SEM (n=6-8 per group), analyzed by one-way
ANOVA, and followed by Tukey post-test. *p <0.05 compared with the CTL group. #p < 0.05
compared with the HF group. CTL (control group); HF (high fatty group); HF + L{296 (high
fatty group treated with L. fermentum 296).
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